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RESUMO
Passiflora miniata é uma espécie silvestre nativa da Amazônica Meridional, com potencial ornamental devido à beleza de suas 
flores de coloração vermelha intensa. Relatos na literatura sobre a espécie ainda são insipientes. O objetivo do presente estudo foi 
induzir a regeneração de novo pela via organogênica a partir de embriões zigóticos maduros de P. miniata. Os embriões zigóticos 
foram isolados e cultivados no meio de MS com a adição dos reguladores de crescimento 6-Benziladenine (BA), Thidiazuron 
(TDZ) e Cinetina (CIN). A regeneração de novo nos embriões zigóticos ocorreu de forma direta e/ou indireta. Um percentual de 
80% dos explantes cultivados na presença de BA apresentaram organogênese pela via direta e 20% pela indireta, com TDZ 60% 
foram regenerados pela via direta e 40% pela indireta. Já nos tratamentos com CIN 58% do explantes apresentaram regeneração por 
organogênese direta e 42% pela indireta. O desenvolvimento dos primórdios das brotações iniciou-se com a formação das estruturas 
organogênicas que posteriormente se diferenciaram em multibrotações. As maiores médias no número de brotos produzidos foram 
na concentração de 0,75 mg L-1 de BA com 40,0 de brotos por explantes, sendo TDZ e CIN na concentração de 0,50 mg L-1 com 
média de 7,2 e 3,6, respectivamente. 
Palavras chaves: Passiflora miniata, Maracujá Amazônico, Embrião zigótico, Organogênese.

ABSTRACT
In vitro regeneration of Passiflora miniata Mast

Passiflora miniata is a wild species native to the Southern Amazon, with ornamental potential due to the beauty of its flowers 
of intense red coloration. Reports in the literature about the species are still insipid. The aim of the present study was to induce 
the regeneration of P. miniata by the de novo organogenesis from mature zygotic embryos. The zygotic embryos were isolated 
and cultivated into the MS medium with the addition of 6-Benzyladenine (BA), Thidiazuron (TDZ) and Kinetin (KIN) growth 
regulators. The de novo regeneration from the zygotic embryos occurred directly and indirectly. A percentage of 80% of the 
explants cultivated in the presence of BA had direct organogenesis and 20% by the indirect way, with TDZ 60% were regenerated 
by the direct and 40% by the indirect way. Regarding the treatments with KIN, 58% of the explants had regeneration by direct and 
42% by the indirect organogenesis. The development of shoot primordia initiated with the formation of organogenic structures that 
later differentiated into multi-shoots. The highest mean number of shoots (40.0 shoots per explants) was obtained on 0.75 mg L-1 
BA. Conversely, using 0.50 mg L-1 TDZ or KIN, the highest number of shoots were 7.2 and 3.6, respectively.
Keywords: Passiflora miniata, Amazonic Passionfruit, Zygotic embryo, Organogenesis.
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1. INTRODUÇÃO

A família Passifloraceae é constituída de 20 gêneros 
e cerca de 630 espécies (CERVI, 2006; AMORIM et al., 
2013). O gênero Passiflora possui cerca de 400 a 530 
espécies, das quais de 150 a 200 são originárias do Brasil 
que é considerado um importante centro de diversidade 
do gênero (ABREU et al., 2009; PIPINO et al., 2010; 
SILVA et al., 2011). Muitas espécies de Passiflora podem 
ser utilizadas como alimento, remédios e suas flores são 
cultivadas como ornamento e muitas delas com finalidades 
múltiplas (ABREU et al., 2009).

Atualmente espécies de Passiflora ganharam atenção 
como plantas ornamentais, principalmente devido à beleza 
e exuberância de suas flores, com grande variação de 

coloração forte e brilhante e algumas outras de coloração 
tênue e suave (MONTERO et al., 2013). O potencial 
ornamental dos maracujazeiros é praticamente inexplorado 
no Brasil, apesar de ser considerado centro de origem e 
de diversidade. Nos países do hemisfério norte já foram 
produzidos e registrados mais de 400 híbridos para fins 
ornamentais (PEIXOTO, 2005). 

Passiflora miniata Mast. é uma espécie silvestre nativa 
da Amazônica Meridional brasileira, podendo também 
ser também encontrada na Bolívia, Colômbia, Peru, 
assim como Venezuela e Guianas (LIM, 2012). Tem sido 
extensivamente cultivada de forma errônea como Passiflora 
coccinea, devido às características similares das flores de 
coloração vermelho intenso (VANDERPLANK, 2006). 
Estudos que envolvem a regeneração in vitro de P. miniata 
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somente foram relatados no estabelecimento de protocolo 
de embriogênese somática (FERREIRA et al., 2015). 

As técnicas aplicadas para a regeneração de 
maracujazeiros por meio da cultura de tecidos aumentaram 
exponencialmente em todo o mundo, utilizando-se de 
diferentes tipos de explantes como, discos foliares em P. 
edulis (AMUGUNE et al., 1993), segmentos intermodais 
em P. edulis (BIASI et al., 2000), radiculares em P. 
cincinnata e P. edulis (SILVA et al., 2011), foliares de P. 
alata (PACHECO et al., 2012), em P. suberosa a partir 
de segmentos nodais, intermodais e seguimentos foliares 
(GARCIA et al., 2011), explantes hipocotiledonares em 
P. setacea (VIEIRA et al., 2014), nodais em P. foetida 
(ANAND et al., 2012; SHEKHAWAT et al., 2015), 
hipocotiledonares e radiculares provenientes de P. edulis 
(ROCHA et al., 2016) e embrião zigótico (ROCHA et 
al., 2015).

A regeneração de novo refere-se à formação de brotos 
e raízes a partir dos explantes cultivados em condições 
in vitro sendo influenciado principalmente pelo tipo de 
explante e a combinação dos reguladores de crescimento 
(SKOOG e MILLER 1957; DUCLERCQ et al., 2011; 
XU e HUANG, 2014). A sinalização dos reguladores de 
crescimento leva a redefinição do padrão de expressão 
de genes, da proliferação e diferenciação celular até o 
desenvolvimento de um órgão na planta (DE KLERK et 
al., 1997).

	 Devido ao potencial ornamental da espécie de 
maracujazeiro amazônico e da escassez de estudos sobre o 
seu cultivo in vitro, o trabalho teve como objetivo induzir a 
regeneração de novo pela via organogênica de P. miniata a 
partir de embriões zigóticos maduros.

2. MATERIAL E MÉTODOS
Frutos maduros de P. miniata foram coletados em 

plantio particular no município de Tangará da Serra/
MT. As sementes após extração manual foram lavadas e 
friccionadas em peneira até a total eliminação do arilo e 
da mucilagem. Em seguida foram colocadas sobre papel, à 
sombra, em temperatura ambiente por um período de sete 
dias para secagem. Após o tegumento das sementes foram 
removidos com o auxílio de uma mini morsa. 

Sob condições assépticas em câmara de fluxo laminar as 
sementes foram desinfestadas em álcool a 70% (v v-1) por 
dois minutos, e lavadas com água deionizada e esterilizada, 
seguido pela imersão em solução de hipoclorito de sódio 

comercial a 2,5% (v v-1), acrescido de três gotas de Tween 
20 por 100 mL de solução durante 15 minutos e submetidas 
a quatro lavagens com água destilada e esterilizada. 

As sementes de P. miniata foram mantidas por 12 horas 
em água destilada e esterilizada para facilitar a remoção do 
endosperma e o isolamento dos embriões zigóticos. Após, 
os embriões foram inoculados em meio MS (MURASHIGE 
e SKOOG, 1962) contendo 0,3% (p v-1) de sacarose, 0,01% 
(p v-1) de mio-inositol, e gelificado com ágar a 0,8% (p v-1). 
Os reguladores de crescimento utilizados para a indução de 
organogênese foram 6-Benziladenina (BA); Thidiazuron 
(TDZ) e a Cinetina (CIN) nas concentrações de 0,50; 0,75; 
1,0; 1,25; 1,50; 1,75 e 2,0 mg L-1, além do tratamento 
controle. O pH do meio foi ajustado a 5,7 ± 0,1, em seguida, 
autoclavados por 20 minutos, 121 ºC e 1,1 atm de pressão. 

O meio foi vertido em placas de Petri de poliestireno 
cristal de 90 x 15 mm estéreis em alíquotas de 25 a 30 
mL, sendo essas seladas com filme de policloreto de vinila 
- PVC esticável de 9-10 µm de poro. As culturas foram 
mantidas em sala de cultivo, sob irradiância de fótons de 
36 µmol m-2s-1, temperatura de 25 ºC ± 2 e fotoperíodo 
de 16 horas. Após 30 dias de cultivo as brotações com 
aproximadamente 1cm foram isoladas e cultivadas no 
meio de MS em tubos de ensaios para o alongamento e 
enraizamento sob irradiância durante 30 dias. 

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente 
casualizado, em arranjo fatorial duplo de 3 x 7 (regulador 
de crescimento x concentrações dos reguladores) e o 
controle, totalizando 22 tratamentos, com cinco repetições 
e cinco explante por placa. Os parâmetros morfogênicos 
avaliados foram o percentual de organogênese direta e 
indireta para cada regulador de crescimento, explantes com 
resposta e sem resposta morfogênica e a média de produção 
de brotações adventícias. 

Os dados foram submetidos à análise de variância 
(ANOVA) e a diferença entre as médias dos tratamentos 
foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade 
pelo software Sisvar®, versão 5.6 (FERREIRA, 2011). 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO

A espécie P. miniata ainda é pouco estudada e apresenta 
potencial ornamental devido à beleza de suas flores e frutos 
(Figura 1A e 1B) e relatos na literatura sobre a regeneração 
de novo in vitro a partir da organogênese ainda não foram 
descritos. 
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Figura 1. A-Flor; B-Fruto de P. miniata (Bars. A 45mm; B 20mm)
Figure 1. A-Flower; B-Fruit of P. miniata (Bars. A 45mm; B 20mm).

Figura 2. Regeneração in vitro a partir de embriões zigóticos de P. miniata aos 30 dias de cultivo. 
A- Organogênese indireta (seta); B- Organogênese direta (seta); C-D- Estruturas organogênicas e desenvolvimento 

de brotos (setas); E-F- Organogênese direta 0,75 e 1,0 mgL-1 BA (seta) e brotos com folhas expandidas; 
G-H - Estruturas organogênicas e a diferenciação de brotações em meio com TDZ (seta); 

I-J - Primórdios de brotos desenvolvidos em meio com a presença cinetina (setas);
 K- Broto produzido na ausência de regulador de crescimento no tratamento controle; L - Planta regeneradas e 

alongadas in vitro após 30 dias de cultivo in vitro. A-B-C-F (Bars = 35 µm); D (Bar = 25 µm); E-I-K-L
 (Bars = 80 µm); G (Bar = 55µm); H-J (Bars = 60 µm); L (Bar = 10mm).

Figure 2: In vitro regeneration from zygotic embryos of P. miniata to 30 days cultivation. A- Indirect organogenesis 
(arrow); B- Direct organogenesis (arrow); C-D - Organogenesis structures and development shoots (arrows); 

E-F - Direct organogenesis 0.75 and 1.0 mgL-1 BA (arrows) and shoots with expanded leaves; G-H - Organogenic 
structures and differentiation of shoots in medium with TDZ; I-J - Early shoots developed in medium with the kinetin 

(arrow); K- Shoots produced in the absence of growth regulator in the control treatment (arrows); 
Regenerated plants and  lengthened after 30 days in vitro cultivation. A-B-C-F (Bars = 35 µm); 

D (Bar = 25 µm); E-I-K-L (Bars = 80 µm); G (Bar = 55µm); H-J (Bars = 60 µm); L (Bar = 10mm).

A regeneração de P. miniata a partir dos embriões 
zigóticos ocorreu de forma direta (Figura 2A) e indireta 
(Figura 2B). Após 20 dias de cultivo pôde-se observar 

o desenvolvimento de regiões apresentando estruturas 
organogênicas que posteriormente se diferenciaram em 
multibrotações (Figura 2C e 2D). 
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Embriões zigóticos cultivados na presença de BA 
responderam com um percentual de 80% de organogênese 
pela via direta e 20% pela indireta (Figura 3). A organogênese 
é o sistema de regeneração que resulta na formação de uma 
estrutura unipolar, denominada de eixos caulinares. As 

gemas podem originar-se do tecido do explante com conexão 
vascular, caracterizando a organogênese direta, ou por meio 
intermediário da formação de células desdiferenciadas, 
denominada de calos, caracterizando a rota da organogênese 
indireta (GEORGE, 2008; MOURA et al., 2001; NICK, 2014).

Figura 3. Organogênese direta em indireta a partir de embriões zigóticos após 30 dias de cultivo in vitro 
na presença das citocininas BA, TDZ e CIN.

Figure 3. Direct and indirect organogenesis from zygotic embryos after 30 days in vitro cultivation in
 the presence of cytokinins BA, TDZ and KIN.

O desenvolvimento de um novo propágulo refere-se 
à formação de brotos ou raízes cultivados sob condições 
in vitro, sendo que o processo de organogênese pode ser 
influenciado principalmente pelo tipo de explantes e pelo 
uso de reguladores de crescimento adicionados ao meio de 
cultura (SKOOG e MILLER, 1957; ROCHA et al., 2016). 

Aos 30 dias de cultivo dos embriões foi possível observar 
que na variável número de explante com resposta, não houve 
diferença significativa dentre as concentrações de cada 
regulador de crescimento. Entretanto, ao comparar cada 
tratamento entre os reguladores observou-se a ocorrência de 
diferença entre as respostas morfogênicas correspondentes 
as concentrações de 0,75; 1,0; e 1,50 mg L-1 de BA, 

com média de 4,4 explantes com resposta morfogênica. 
Tal resposta foi caracterizada pelo intumescimento do 
embrião e o desenvolvimento de estruturas organogênicas 
de coloração amarelo-esverdeado (Figuras 2E e 2F). As 
estruturas organogênicas foram observadas no início do 
desenvolvimento até a diferenciação das brotações de 
forma direta.

Em relação a variável número de brotos foi verificado 
a ocorrência de interação nos tratamentos entre o uso de 
BA com os reguladores de crescimento TDZ e CIN. Sendo 
que durante a organogênese, o uso de BA em baixas 
concentrações promoveu a regeneração de maior número 
de brotos (Tabela 1). 
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Tabela 1. Média de explantes com e sem resposta morfogênica e o número de brotos produzidos a partir de embriões 
zigóticos como fonte de explante em P. miniata aos 30 dias de cultivo in vitro.
Table 1: Means of explants with and without morphogenic response and the number of shoots produced from the zygotic 
embryos as explant source in P. miniata to 30 days of in vitro cultivation.

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a (P < 0.05).
*Means followed by the same letter in the column do not differ statistically between themselves by Tukey test (P < 0.05).

Tratamentos         
(mg L-1) Embriões zigóticos  

Explantes com resposta  Explantes sem resposta   Média do número de Brotos

BA   TDZ CIN BA TDZ CIN BA TDZ CIN

Controle 3,0 Aa 3,0 Aa 3,0 Aa 2,0 Aa 2,0 Aa 2,0 Aa  3,0 BCa 3,0 Aa 3,0 Aa

0,50 3,4 Aa 3,6 Aa 3,4 Aa 1,6 Aa 1,4 Aa 1,6 Aa  17,2 Ba 7,2 Aa 3,6 Aa

0,75 4,4 Aa 4,4 Aa 3,0 Ab 0,6 Ab 0,6 Ab 2,0 Aa  40,0 Aa 1,4 Ab 1,6 Ab

1,00 4,4 Aa 4,8 Aa 3,0 Ab 0,6 Ab 0,2 Ab 2,0 Aa  26,4 ABa 2,6 Ab 1,2 Ab

1,25 3,2 Aa 4,4 Aa 4,0 Aa 1,8 Aa 0,6 Aa 1,0 Aa  18,2 ABa 2,6 Aa 2,4 Aa

1,50 4,4 Aa 4,0 Aa 2,6 Ab 0,6 Ab 1,0 Ab 2,4 Aa  27,2 ABa 0,8 Ab 0,6 Ab

1,75 4,2 Aa 3,2 Aa 3,6 Aa 0,8 Ab 1,8 Ab 1,4 Ab  10,6 Ba 0,0 Aa 1,6 Aa

2,00 3,8 Aab 4,2 Aa 2,6 Ab 1,4 Aab 0,8 Ab 2,4 Aa  31,0 ABa 0,0 Ab 0,8 Ab

C.V(%) 25,68 74,72 46,69

Erro Padrão 0,42 0,43 0,25

O regulador de crescimento comumente utilizado na 
regeneração de novo pela via organogênica em Passiflora 
é o BA, que induz a manutenção e a diferenciação da parte 
aérea e de meristemas apicais e radiculares (SILVA et al., 
2011; ROCHA et al., 2012; ROSA e DORNELAS, 2012; 
OTONI et al., 2013). Já o TDZ e a CIN são utilizados para 
a regeneração em Passiflora em baixas concentrações 
(PINTO et al., 2010; GARCIA et al., 2011). 

Os embriões cultivados no meio com TDZ apresentaram 
o desenvolvimento de primórdios das brotações em toda a 
região dos cotilédones (Figura 2G). No desenvolvimento 
mais tardio, essas estruturas resultaram na formação de um 
eixo unipolar já com a formação dos primórdios foliares 
(Figura 2H). A produção de brotos entre os tratamentos com 
TDZ, não apresentaram diferença estatística entre si, sendo 
que a maior média de 7,2 brotos foi observada na presença 
de 0,50 mg L-1. O aumento nas concentrações de TDZ, 
aparentemente, inibe o desenvolvimento das brotações. 

O TDZ é um composto substituído por fenilureia e seu 
papel durante a morfogênese está intimamente relacionado 
com o metabolismo dos reguladores endógenos de 
crescimento, sendo mais biologicamente ativo do que BA 
e concentrações mais baixas são necessárias especialmente 
durante a micropropagação (MOK et al., 1987, MURTHY 
et al., 1998).

Quando cultivados na presença com CIN na 
concentração de 0,50 mg L-1, os embriões responderam 
com a maior média de 3,6 de brotos produzidos, seguida de 
2,4 no tratamento com 1,25 mg L-1, e não foi observado o 

alongamento das brotações (Figuras 2I e 2J). Isso demonstra 
que este regulador de crescimento induz a regeneração pela 
via organogênica utilizando-se de embriões zigóticos, mas, 
é necessário a etapa intermediária para o alongamento das 
brotações obtidas para a espécie P. miniata. 

No processo de regeneração pela via organogênica do 
gênero Passiflora, comumente são utilizados como fonte 
de explantes, folha, hipocótilo e o seguimento internodal 
(ROCHA et al., 2012; VIEIRA et al., 2014; VINOD e 
JAYABALAN, 2015; CARVALHO et al., 2015). Já o uso de 
embriões zigóticos é mais empregado na regeneração pela 
via embriogênica (SILVA et al., 2009; PINTO et al., 2011). 

Rocha et al. (2015) utilizando-se de embriões zigóticos 
para a regeneração pelas vias organogênica e embriogênica 
relatam que este tipo de explante pode responder no 
desenvolvimento de brotações e/ou embriões somáticos. 
Além disso, as respostas são dependentes das concentrações 
dos reguladores de crescimento disponíveis no meio de 
cultivo. Já Elhiti e Stasolla (2011) relatam que os embriões 
de modo geral, são fontes de células juvenis, em constante 
divisão mitótica, o que facilita o processo de regeneração. 

O tratamento controle na ausência das citocininas 
respondeu com o desenvolvimento de uma média de 3,0 
brotos por explante (Tabela 1) e já apresentavam primórdios 
foliares (Figura 2K). Através dos resultados obtidos os 
embriões zigóticos comprovou ser uma fonte alternativa 
de explante para a regeneração pela via organogênica e a 
obtenção de planta de P. miniata (Figura 2L) após 30 dias 
de cultivo in vitro.
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4. CONCLUSÃO

A regeneração de novo da espécie silvestre P. miniata 
pela via organogênica utilizando-se de embriões zigóticos 
ocorre de forma direta e indireta. O regulador de crescimento 
BA demonstra maior efetividade na produção de brotações 
em relação às citocininas TDZ e CIN. 
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