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Apresentacao

O Maracujazeiro-azedo (Passiflora edulis), apesar de ser uma das
frutiferas de grande importancia para o Brasil, apresenta baixa
produtividade frente ao seu potencial. Entre os principais fatores, esta
a ocorréncia de enfermidades que afetam, além da produtividade, a
qualidade dos frutos e aumentam os custos de producao. A virose-do-
endurecimento-dos-frutos, causada por “Cowpea aphid-borne mosaic
virus” (CABMV) e por “Passion fruit woodiness virus” (PWV), é a
principal doenca de etiologia viral do maracujazeiro-azedo no Brasil e
estd disseminada na maioria das regides produtoras.

A virose apresenta alto indice de disseminacao no Brasil e tem
comprometido a utilizacdo de métodos de propagacao vegetativa
como a estaquia e a enxertia. A erradicacao de viroses no campo €é
um processo dificil, pois o controle ndo é conhecido e os virus sao
facilmente disseminados mecanicamente e por afideos. A obtencéao

de mudas sadias pode ocorrer a partir de germinacao de sementes,
pois, em geral, patégenos nao costumam acumular em sementes. No
entanto, o pomar apresentara alto indice de heterozigose e alta variacao
de crescimento e producao. A limpeza clonal é outro método para
obtencao de mudas livres de patdégenos, sendo mais adequada quando
o objetivo é obter propagacao vegetativa de cultivares de interesse.



O processo de limpeza clonal consiste em produzir mudas livres

de doencas e geneticamente semelhantes a planta mae. Existem
diversos métodos de limpeza clonal. A microenxertia in vitro consiste
em enxertar apices caulinares das plantas infectadas em caules de
porta-enxertos jovens, cultivados in vitro. Adaptacdes posteriores
empregando procedimentos simples de assepsia reduziram o custo do
processo que culminaram com o desenvolvimento da microenxertia ex
vitro.

O presente trabalho descreve as etapas da técnica de microenxertia
ex vitro desenvolvida pela Unimontes, em parceria com a Embrapa
Cerrados e UnB. A metodologia foi descrita passo a passo, com
fotografias para ilustrar cada etapa. Nos anexos, é apresentada uma
escala com fotografias para a avaliacao do microenxerto, bem como
uma tabela para dar suporte a essa avaliacao.

O objetivo do trabalho foi desenvolver um pequeno manual para permitir
a obtencao da limpeza clonal de Passiflora edulis por pesquisadores de
outros programas de melhoramento, bem como viveiristas, estudantes
e demais interessados.

José Robson Bezerra Sereno
Chefe - Geral da Embrapa Cerrados
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Microenxertia ex vitro
Visando a Eliminacao de
Virus em Maracujazeiro

Leonardo Monteiro Ribeiro

Solange Rocha Monteiro de Andrade
Lorena Melo Vieira

Wilson Vicente Souza Pereira

Introducéo

O maracujazeiro-azedo (Passiflora edulis) é uma das principais frutiferas
cultivadas no Brasil (AGUIAR; SANTOS, 2001). A cultura esta presente
em praticamente todos os estados, especialmente na Regiao Nordeste
(AGRIANUAL, 2006). A producao nacional apresenta tendéncia de
expansao por causa do aumento da demanda e precos considerados
atraentes (AGUIAR; SANTOS, 2001; PIRES; MATA, 2004). Em 2006 a
area plantada cresceu de 35.856 ha para 45.327 ha, 26 % a mais que
2005, aumentando a producdo de 450.000 t para 615.000 t (IBGE,
2008). No entanto, a produtividade do maracujazeiro-azedo no Brasil
tem-se mantido estavel, entre 13.000 a 14.000 t.ha', apresentado,
inclusive, queda em regides tradicionais de producado, como os estados
da Bahia, Para, Sao Paulo e Minas Gerais. Os principais fatores
responsaveis pela queda de produtividade no Brasil sdo: mudas de baixa
qualidade, incidéncia de pragas e doencas, manejo incorreto de solo e
dos sistemas de irrigacao e, por fim, auséncia de polinizacao manual
(AGRIANUAL, 2006).

A grande ocorréncia de enfermidades é um dos fatores responsaveis
pela diminuicao da produtividade e da qualidade dos frutos e pelo
aumento dos custos de producao (PIRES; MATA, 2004; SANTOS
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FILHO et al., 2004). A virose-do-endurecimento-dos-frutos, causada
por Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) e por Passion fruit
woodiness virus (PWV) (NASCIMENTO et al., 2004), é a principal
doenca de etiologia viral do maracujazeiro-azedo no Brasil e esta
disseminada na maioria das regioes produtoras (KITAJIMA; REZENDE,
2001; ANJOS et al., 2002; BUENO et al., 2004; NASCIMENTO et al.,
2006).

A enfermidade causa o aparecimento de sintomas de mosaico,
embolhamento das folhas e a diminuicdo do tamanho dos frutos
associado a deformacao e a ocorréncia de bolsas de goma no
albedo, que se torna espessado. Além disso, plantas afetadas tém a
produtividade e a vida Util diminuidas (KITAJIMA; RESENDE, 2001;
SANTOS FILHO et al, 2004).

A alta disseminacao da virose no Brasil tem comprometido a utilizacao
de métodos de propagacao vegetativa como a estaquia e a enxertia.
Esses métodos sao utilizados normalmente em outros paises, pois
permitem a obtencdo de plantas precoces e com grande uniformidade
(LIMA; TRINDADE, 2004). A propagacao vegetativa também é
importante para os programas de melhoramento genético para fixacao
e multiplicacao de gendtipos selecionados (DUVAL et al., 1998;
FERREIRA et al., 1998).

A erradicacao de viroses no campo é um processo dificil, pois o
controle ndo é conhecido e os virus sao facilmente disseminados
mecanicamente e por afideos (MELETTI et al., 2005). Assim,
recomendam-se medidas de exclusdao, como a eliminacdo de pomares
contaminados e improdutivos, instalacdo dos novos pomares distantes
dos locais onde ja ocorreu infeccdo, manutencao do pomar limpo e livre
de plantas, para evitar a procriacado de insetos vetores e eliminacao
periédica das plantas doentes (BARBOSA; SANTOS FILHO, 2005).
Além disso, deve-se adotar como pratica rotineira a limpeza das
ferramentas de corte entre as manipulacdes de cada planta, bem como
o uso de mudas sadias e certificadas na formacao de novos pomares
(BARBOSA; SANTOS FILHO, 2005; MELETTI et al., 2005).



Microenxertia ex vitro Visando a Eliminacao de Virus em Maracujazeiro 11

A obtencao de mudas sadias pode ocorrer a partir de germinacéao

de sementes, pois, em geral, patégenos ndao costumam-se acumular
em sementes, ou por limpeza clonal para propagacao vegetativa das
matrizes de interesse. O processo de limpeza clonal consiste em
produzir mudas livres de doencas e geneticamente semelhantes a
planta mae. Esse processo foi inicialmente utilizado por meio da cultura
de meristemas, considerando que, em geral, o virus nao esta presente
no meristema apical. No entanto, com o tempo, os métodos foram
aprimorados e novos foram desenvolvidos, como a cultura de &pices
caulinares, o tratamento por termoterapia e a microenxertia (DUVAL

et al, 1998). Atualmente, essas metodologias sdo utilizadas para varias
espécies vegetais de propagacao vegetativa, como citrus (D'ONGHIA
et al., 2001), maca (WANG et al., 1996), morango (JAIN; PEHU;
1992), abacate (SUAREZ et al., 2005), e cana-de-acucar (FITCH et al.,
2001; PARMESSUR et al., 2002).

Obtencao de mudas livres de virus por limpeza clonal
por microenxertia

A microenxertia in vitro foi proposta por Murashige e colaboradores
(1972) com a finalidade de superar a dificuldade de regeneracao a partir
de apices caulinares em citrus no processo de limpeza clonal. A técnica
consiste em enxertar apices caulinares das plantas infectadas em
caules de porta-enxertos jovens, cultivados in vitro (PAZ; PASQUAL,
1998). Navarro e colaboradores (1975) aperfeicoaram a metodologia,
obtendo o porta-enxerto por meio da germinacao e manutencao in

vitro das plantulas, em meio liquido e auséncia de luz. A microenxertia
foi realizada com a deposicédo do apice, com 0,15 mm a 0,2 mm

de comprimento e dois a trés primérdios foliares, numa incisao no
caule do porta-enxerto em forma de “T” invertido. Em seguida, o
porta-enxerto foi reconduzido a condicdo in vitro, em meio liquido, com
iluminacao. Apds o desenvolvimento de 2 a 3 folhas, as plantas foram
transferidas para o solo. Os autores conseguiram indices préximos a
50 % de pegamento em citrus. Esses procedimentos, com algumas
variacoes, passaram a ser amplamente utilizados, tendo se mostrado
eficientes para a eliminacdo de viroses em vérias culturas como



12

Microenxertia ex vitro Visando a Eliminacdo de Virus em Maracujazeiro

citrus (DE PASQUALE et al., 1999; PAIVA; CARVALHO, 1993), uva
(PATHIRANA; MCKENZIE, 2005), abacate (RAHARJO; LITZ, 2005),
maca (RICHARDSON et al., 1996), cactus (ESTRADA LUNA et al.,
2002), e outros (NAVARRO, 1988; PAZ; PASQUAL, 1998).

Os trabalhos de microenxertia in vitro de maracuja, Passiflora
edulis, iniciaram com Biricolti e Chiari (1994). Os autores utilizaram
meristemas de 0,2 mm a 0,4 mm de comprimento, com no maximo
quatro primérdios foliares, coletados de plantas de P. edulis f. edulis
com um ano de idade e obtiveram 50 % de pegamento.

Oliveira et al. (2002) adaptaram a metodologia empregando
procedimentos simples de assepsia e de cultivo visando reduzir o custo
do processo. Os autores eliminaram o uso de meio de cultura para a
obtencao dos porta-enxertos, utilizando para isso substratos destinados
a producao de mudas previamente esterilizados. Conseguiram indices
de pegamento de 34 % a 79 %, dependendo da combinacao de
genotipos doadores de apices e porta-enxertos em citrus. Essa técnica
foi denominada microenxertia ex vitro.

Como forma de aperfeicoamento da técnica de microenxertia ex vitro,
tem-se estudado a aplicacao localizada de meios de cultivo. Paz e
Pasqual (1998) relatam que a utilizacao de adjuvantes, que consistem
em meios de cultura aplicados na regido da enxertia, podem melhorar
os indices de pegamento. Estudos realizados em citrus por Jeffree

e Yeoman (1983) demonstraram o efeito da utilizacao no ponto da
enxertia de meios de cultura contendo o regulador de crescimento
6-benzilaminopurina (BAP). Starrantino e Caruso (1988) constataram
que o uso de regulador de crescimento BAP aumentou o potencial
regenerativo dos tecidos, contribuindo para o incremento do indice de
pegamento da microenxertia em citrus. Nunes et al. (2005) realizaram
trabalho com objetivo de avaliar o efeito dos fitorreguladores acido
3-indolbutirico (AIB) e BAP, em combinacdes de variedades copa e
porta-enxerto, na microenxertia, a partir de explantes obtidos por
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micropropagacao em macieira (Malus spp.). Os autores constataram
que o fitoregulador AIB utilizado no meio de cultivo ou aplicado

no ponto de enxertia promoveram maior desenvolvimento dos
microenxertos.

Este trabalho descreve a técnica de microenxertia ex vitro, desenvolvida
pela Unimontes em parceria com a Embrapa Cerrados e com a UnB, que
tem sido utilizada para a limpeza clonal dos acessos de maracujazeiro
azedo de interesse para o Programa de Melhoramento de Maracujazeiro
dessas instituicdes. A técnica foi testada com sucesso para a limpeza
de cultivares da UnB e da Embrapa Cerrados.

Metodologia

Obtencao do porta-enxerto

Para a obtencao de porta-enxertos, as sementes de Passsiflora
edulis devem ser descontaminadas por imersdo em solucdo de 1 %
de hipoclorito de sédio, durante 10 minutos, seguidas de triplice
lavagem em &agua destilada. As sementes devem ser semeadas em
copos plasticos de 50 ml contendo substrato comercial, previamente
esterilizado em estufa a 150 °C, durante 24 horas. A microenxertia é
realizada em plantulas com 20 a 30 dias de idade (Fig. 1).

Fig. 1. Porta-enxerto de maracujazeiro-azedo com
20 a 30 dias de idade.

13
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As plantas destinadas a serem utilizadas como porta-enxertos, com

5 cm a 7 cm de comprimento, que possuem as folhas cotiledonares e
uma ou duas folhas definitivas, devem ser submetidas a desinfestacao
superficial por meio de pulverizacdo com solucao de hipoclorito

de sédio 1 % e, apés 5 minutos, lavadas com agua destilada. Os

porta-enxertos devem ser apoiados sobre recipientes de acrilico, tipo

Gerbox e fixados com fita crepe aplicadas sobre as folhas e caule
(Fig. 2 A e B).

o ) By

Fig. 2. Porta-enxerto de maracujazeiro-azedo fixado com fita adesiva em recipiente tipo

=)

Gerbox para a realizacdo da microenxertia.

Obtencao do enxerto

Para realizacao da microenxertia, a parte apical do ramo deve ser
retirada da planta matriz. Esse explante deve conter uma porcao

do caule, do apice caulinar e algumas folhas recém-expandidas

(Fig. 3 A). Os explantes devem ser desbastados com estiletes até
aproximadamente 3 cm de comprimento, e submetidos a desinfestacao
por imersdao em solucao de 0,25 % de hipoclorito de sédio, durante

10 minutos, seguida por triplice lavagem em agua destilada (Fig. 3 B).
Apods esse procedimento, o material deve ser imerso em agua destilada

até a realizacdo da microenxertia.
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Fig. 3. Apice caulinar de matriz: antes do desbaste (A); ap6s o desbaste, descontaminada

e prontos para serem enxertados (B).

No momento da enxertia, o segmento apical de ramo fornecedor do
apice deve ser fixado por fita crepe em recipientes plastico tipo Gerbox
(Fig. 4) e sobre ele aplicado a solucdo antioxidante (100 mgL" de acido
ascorbico) (SANTOS et al., 2001).

Fig. 4. Fixacdo dos &pices
para desbaste em microscépio

estereomicroscopio.

Microenxertia

A microenxertia pode ser feita no hipocétilo ou epicétilo, com o auxilio
de um estereomicroscépio e de uma seringa plastica com agulha

de 8 mm de comprimento e calibre de 0,3 mm, utilizada como um
microbisturi (Fig. 5 A e B).
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Fig. 5. Etapas da obtencdo da janela no porta-enxerto: uso do microscépio esteroscépico

(A); insercdo com agulha de seringa (B).

Para a microenxertia hipocotiledonar, realizam-se incisdes até

a obtencao de uma abertura retangular no caule na altura de
aproximadamente 3 cm acima do coleto. Na microenxertia
epicotiledonar, a abertura feita no caule é realizada imediatamente
acima da regiao de insercao das folhas cotiledonares, cerca de 5 cm
em relacdo ao coleto. A abertura, de aproximadamente 8 mm x 5 mm,
deve ser feita no sentido longitudinal ao caule (Fig. 6 A e B). Apds a
retirada dos tecidos da epiderme e de uma porcao do cértex, devem ser
aplicadas sobre a mesma gotas de solucdo antioxidante (100 mgL-' de
acido ascérbico) (SANTOS et al., 2001).

Fig. 6. Etapas da obtencao da janela no porta-enxerto: retirada da camada externa do

caule (A); Janela com antioxidante (B).
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Com o auxilio de um estereomicroscépio e uma agulha de seringa
plastica, procede-se a retirada do apice caulinar, constituido pelo
meristema apical, com dois a quatro primérdios foliares e com
aproximadamente 0,2 mm a 0,4 mm de comprimento (Fig. 7 A).

O &pice deve ser transportado utilizando-se a agulha (Fig. 7 B) e
depositado na base da abertura, com a base dos tecidos do &pice

em contato com o cértex do porta-enxerto (Fig. 7 C). Apds esses
procedimentos, pode-se aplicar sobre a microenxertia o meio de cultura
composto por sais MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) adicionados de

3 % de sacarose; 10 mg L' de tiamina; 1 mg L' de piridoxina; 1 mg L™
de acido nicotinico; 100 mg L' de mio-inositol; 0,1 mg L"'de AIB e
1,0 mg L"de BAP; 2 g L' de Phytagel, com pH ajustado para 5,8. O
meio de cultura deve ser aplicado com auxilio de uma seringa plastica,
de modo a preencher a abertura e cobrir o apice.

Fig. 7. Etapas da microenxertia:
desbaste do apice caulinar (A);
apice maracuja isolado (B) e

enxertado no porta-enxerto (C).

Apds a aplicacdo do meio de cultura, realiza-se o corte do caule do
porta-enxerto, imediatamente acima da abertura da microenxertia,
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com auxilio de um bisturi (Fig. 8 A). As plantas microenxertadas
devem ser protegidas com um canudo dobrado e cobertas por um saco
plastico de polietileno com a finalidade de manutencao de alta umidade
(Fig. 8 B) e mantidas em camara de crescimento sob temperatura
natural e fotoperiodo de 16 horas de luz, com nivel de irradiancia de
25 ymol.m2.s" ou em casa de vegetacao (Fig. 8 C e D).

Fig. 8. Etapas da microenxertia: decapitacdo do caule de maracujazeiro-azedo realizado

com bisturi acima do ponto da microenxertia (A); microenxerto protegido por canudo e
plastico (B); cultivo de plantas microenxertadas de maracujazeiro-azedo em camara de

crescimento com iluminacéo artificial (C) ou casa de vegetacao (D).

Uma semana apés a microenxertia, as plantas devem ser avaliadas
quanto ao pegamento da enxertia, ao desenvolvimento do apice
microenxertado, a presenca de brotacdes e contaminacdes e as
caracteristicas dos tecidos envolvidos. Os dados devem ser digitados
em uma tabela (Anexo 1), utilizando-se um indice (Anexo 2). Apds as
avaliacdes das brotacdes, as gemas e brotacdes adventicias, quando
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presentes, devem ser excisadas, com auxilio de um bisturi para nao
comprometer o desenvolvimento do microenxerto. Essa avaliacao é
repetida 15 dias apés a microenxertia. Aos 30 dias da microenxertia, as
plantas devem ser avaliadas em relacdao ao percentual de pegamento.
Como indicativo de pegamento é considerado a presenca de folhas
expandidas decorrentes do desenvolvimento do apice (Anexo 3).

As microenxertias vidveis devem ser retiradas das embalagens plasticas
de polietileno e mantidas na camara clara para aclimatacado a condicao
ambiente (Fig. 9 A). Aos 45 dias, elas devem ser transferidas para
copos plasticos de 200 mL contendo substrato comercial para producao
de mudas e encaminhadas para casa de vegetacao com isolamento
contra insetos (Fig. 9B). Aos 80 a 100 dias apds as microenxertias, as
mudas obtidas devem ser indexadas para o virus CABMV. A indexacao
pode ser realizada por testes de ELISA ou por RT-PCR.

Fig. 9. Plantas de maracujazeiro-azedo aos 30 dias (A) e aos 90 dias ap6s a microenxertia (B).

Trabalhos iniciais realizados com maracujazeiro-azedo tém evidenciado
taxa de pegamento média de 27 %, quando a microenxertia é realizada
no hipocétilo, e de 32 %, quando realizada no epicétilo. Apesar do
maior pegamento, a microenxertia realizada no epicétilo é mais dificil de
ser executada e proporciona maior incidéncia de brotacdes adventicias
(RIBEIRO et al., 2008). A adicao de meio de cultura em microenxertos
realizados no epicétilo aumentou a taxa de pegamento para 53 %
(RIBEIRO et al., 2008).
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Estudos realizados com as cultivares Vermelho Redondo, CPGA e
CPMR da Embrapa Cerrados demonstraram uma taxa de pegamento
variando entre 30 % e 50%, sem a utilizacao de meio de cultura no
enxerto e com a transferéncia dos enxertos para casa de vegetacao.
O procedimento foi realizado por diferentes técnicos e pesquisadores,
demonstrando que a destreza do executor pode afetar diretamente a
taxa de pegamento dos enxertos.

Consideracdes Finais

A indexacao por Elisa demonstrou que a taxa de eliminacao de virus foi
superior a 90 % com a utilizacdo da técnica. Assim, essa metodologia
pode ser utilizada para limpeza clonal de gendétipos elite, que
posteriormente poderdo ser propagados por estaquia para multiplicacao
massal e restauracao dos campos experimentais ou mesmo comerciais.

A técnica é altamente viavel para a limpeza clonal do maracuja,
mas é necessario um bom treinamento dos técnicos, pesquisadores
e estudantes, pois destreza de manipulacdo do executor afeta o
percentual de pegamento.
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Anexo 2
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Fotomicrografias ilustrativas da escala de desenvolvimento da microenxertia em maracujazeiro-azedo utilizada na avaliacdo aos
15 dias: (1) explante morto e auséncia de calejamento; (2) explante morto, neste caso atacado por fungos, presenca de calejamento;
(3) explante com pequeno desenvolvimento, clorético; (4) explante com desenvolvimento, coloracdo verde, sem desenvolvimento de

primoérdios foliares; (5) explante apresentando desenvolvimento de primérdios foliares; (6) explante com desenvolvimento foliar.
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Anexo 3

Fotomicrografias ilustrativas da escala de desenvolvimento das brotacdes adventicias do porta-enxerto na microenxertia em
maracujazeiro-azedo utilizada na avaliacdo aos 15 dias: (1) auséncia de brotacdes adventicias no porta-enxerto; (2) presenca de
gema adventicias no porta-enxerto (seta); (3) brotacoes adventicias com desenvolvimento de primérdios foliares no porta-enxerto

(seta); (4) brotacOes adventicias com desenvolvimento foliar no porta-enxerto (seta).
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Micrografting ex vitro
Seeking to the Elimination
of Virus in Passion Fruit
Plant

Abstract

Protocols are commonly used to produce virus free plants in different
vegetative plant species, such as, citrus, strawberry, apple and sugar
cane. This paper aims to describe each step involved in cleaning
passion fruit plants using ex vitro micrografting. The methodology was
developed by Unimontes in partnership with Embrapa Cerrados and
the Univerity of Brasilia. The protocols were successfully used to clean
Embrapa and UnB cultivars. Shoot apices were superficially cleaned
and inserted in 30 days old seedlings. Micrografting was performed on
the hypocotyl and epicotyls. The average rate of micrografted plants
showing expanded leaves ranged from 27.22 % to 50 % after 30 days.
The indexing performed by the indirect ELISA or RT-PCR, within 80 to
700 days after micrografting, revealed that over 90 % of the plants
tested presented no detectable virus.

Index terms: Cowpea aphid-borne mosaic virus, CABMYV, Passion fruit
woodiness virus, PWV, woodiness fruit, grafting spot.
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