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RESUMO

ARAUJO, Leticia da Silva; M. Sc. Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; Abril de 2017; Morfogénese in vitro e criopreservacéo de Passiflora
setacea DC.; Orientadora: Prof2. Virginia Silva Carvalho; Conselheiros: Prof.
Alexandre Pio Viana e Prof. Henrique Duarte Vieira.

A Passiflora setacea DC. é uma importante espécie do cerrado com potencial
para uso em programas de melhoramento genético, por possuir genes de
resisténcia a doencas que atacam a cultura do maracuja-azedo. Entretanto, essa
espécie possui dificuldade de propagacao, tanto por sementes como por estacas
herbaceas. Diante disso, faz-se necessario o uso de estratégias de propagacéao e
conservacao de P. setacea DC.. Dessa forma, este trabalho objetivou i) estudar a
resposta dos explantes hipocétilo, segmento nodal e segmento radicular na
morfogénese in vitro de P. setacea; ii) estabelecer um protocolo eficiente para
morfogénese in vitro de P. setacea que promova maior multiplicacdo e
regeneracdo de plantas; iii) estabelecer um protocolo de criopreservacdo de
segmentos nodais por meio da técnica de encapsulamento - vitrificacdo. iv)
estabelecer um protocolo de criopreservagdo de gemas axilares por meio da
técnica de vitrificacdo em goticulas. Para o experimento de morfogénese foram
utilizadas sementes do banco de germoplasma da Embrapa Mandioca e
Fruticultura. Para esse experimento foi utilizado o delineamento inteiramente
casualizado, em esquema fatorial (4x4), em que para cada tipo de explante
(hipocétilo, segmento nodal e segmento radicular) foram testadas quatro

Xiii



concentracdes de 6-benziladenina (BA) (0,00; 2,22; 4,44 e 8,88 umol L) e quatro
concentracdes de thidiazuron (TDZ) (0,00; 2,27; 4,54 e 6,81 umol L%). Foi
avaliada a porcentagem de formacdo de brotacbes e calos 55 dias apds a
inducdo. Em seguida, as brotacdes formadas foram conduzidas para as etapas de
alongamento, enraizamento e aclimatizacdo. Para o0 experimento de
criopreservacdo, foram utlizados dois protocolos baseados na técnica de
vitrificacdo (encapsulamento-vitrificacdo e vitrificagdo em goticulas). Para o
encapsulamento-vitrificacdo, foram utilizados segmentos nodais de plantulas
germinadas in vitro e para a vitrificacdo em goticulas, foram utilizadas gemas
axilares extraidas de plantulas germinadas in vitro. Os trés explantes utilizados na
morfogénese in vitro de P. setacea apresentaram formacéo de calos e brotagdes
com maior formacéo de calos e brotacdes nos segmentos nodais e, ha presenca
de BA. O TDZ isolado, apresentou efeito igual ou inferior ao BA na formacéao de
calos e brotacfes nos trés explantes utilizados. Para a regeneragao de plantas a
partir da morfogénese in vitro de P. setacea, recomenda-se a utilizagdo de
segmentos nodais como explantes, em meio suplementado com 2,22 umol L de
BA. O protocolo de encapsulamento-vitrificagdo utilizado n&o foi eficiente para a
criopreservacdo de segmentos nodais de P. setacea. No protocolo de vitrificacdo
em goticulas, as gemas axilares de P. setacea apresentaram 17,50% de

sobrevivéncia apés a criopreservacao.

Palavras-chave: maracujazeiro-do-sono, conservagao, organogénese,

encapsulamento-vitrificacéo, vitrificagdo em goticulas.
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ABSTRACT

ARAUJO, Leticia da Silva; M.Sc. Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; April 2017; In vitro morphogenesis and criopreservation of
Passiflora setacea DC.; Advisor: Virginia Silva Carvalho; Committee members:
Professor Alexandre Pio Viana e Professor Henrique Duarte Vieira.

Passiflora setacea DC. is an important species of Brazilian Cerrado with potential
to be used in breeding improvement programs, as it has resistance genes to
diseases that attack the sour passion fruit culture. However, this species has
propagation difficulties, both by seeds and by herbaceous cuttings. Hence, it
requires the use of propagation and conservation strategies of P. setacea DC.
Thus, this study aimed i) to study the response to hypocotyl, nodal segment and
root segment explants by in vitro morphogenesis of P. setacea; ii) to stablish an
efficient protocol for in vitro morphogenesis of P. setacea that may promote a
better multiplication and regeneration of plants; iii) to stablish a cryopreservation
protocol of nodal segments by the technique of encapsulation—vitrification; iv) to
stablish a cryopreservation protocol of axillary buds through the technique of
droplet vitrification. For the morphogenesis experiment, seeds from the germplasm
bank of Embrapa Cassava and Fruits were used. For this experiment, a
completely randomized design, in a 4x4 factorial scheme was arranged, in which
for each type of explant (hypocotyl, nodal segment and root segment) were tested
four concentrations of 6-benzyladenine (BA) (0,00; 2,22; 4,44 and 8,88 umol L?)
and four concentrations of thidiazuron (TDZ) (0,00; 2,27; 4,54 and 6,81 pmol L1).
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The percentage of shoots and callus formation was evaluated 55 days after the
induction. Then, the shoots formed were conducted to the phases of elongation,
rooting and acclimatization. For the cryopreservation experiment, two protocols
based on the Vvitrification technique (encapsulation-vitrification and droplet
vitrification) were used. For the encapsulation-vitrification, nodal segments and
seedlings in vitro were used and for the droplet vitrification, axillary buds extracted
from seedlings in vitro were used. The three explants used in the in vitro
morphogenesis of P. setacea presented callus and shoots formation, with higher
formation of callus and shoots in the nodal segments and in the presence of BA.
The isolated TDZ presented a similar or inferior effect to BA in the formation of
callus and shoots in the three explants used. For the plant regeneration from the
in vitro morphogenesis of P. setacea, it is recommended using nodal segments as
explants, in the medium supplemented with 2.22 umol L** BA. The encapsulation-
vitrification protocol used was not efficient for the cryopreservation of nodal
segments of P. setacea. In the protocol of droplet vitrification, the axillary buds of
P. setacea presented 17.50% survival after the cryopreservation.

Keywords: ‘sleep’ passion fruit, conservation, organogenesis, encapsulation-
vitrification, droplet vitrification.
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1. INTRODUCAO

s

A continua fragmentacdo do habitat € considerada uma ameaca
significativa para a manutencdo da biodiversidade em muitos ecossistemas
terrestres (Young et al., 1996). O cerrado brasileiro € um habitat ameacado, com
a flora mais rica entre as savanas do mundo com cerca de 7000 espécies. No
entanto, os esfor¢cos para conservacdo sdo modestos, de modo que apenas 2,2%
de sua area esta sob protecao legal (Klink e Machado, 2005).

A Passiflora setacea DC., conhecida como maracujazeiro-do-sono, é uma
espécie silvestre, originaria do cerrado e da caatinga (Costa et al.,, 2009), com
distribuicdo geogréfica na Bahia, Espirito Santo, Mato Grosso, Minas Gerais e Rio
de Janeiro, sendo bastante comum nas florestas primarias assim como em
capoeiras, capoeirdes e restinga litoranea (Cervi, 2006).

Essa espécie € caracterizada por possuir flores completas,
autoincompativeis, com o calice e corola pentameros, com sépalas e pétalas
livres de coloracdo branca, com filamentos da corona com cerca de 20 mm,
possuindo cinco estames livres, com filetes e anteras verdes, estigma tripartido
ligado ao ovério por meio do estilete (Ribeiro, 2014). Os frutos possuem coloracao
verde-amarelada e sdo caracterizados por possuir cinco listas longitudinais da
base ao apice, com suco adocicado (Oliveira e Ruggieiro, 2005). As sementes
sdo numerosas, obovadas de até 5 mm (Cervi, 1997).

Estudos recentes mostram que 0 maracujazeiro-do-sono vem

despertando interesse em programas de melhoramento da cultura do



maracujazeiro-azedo, por apresentar resisténcia a patdbgenos como Xanthomonas
axonopodis pv. passiflorae (Fuhrmann et al., 2014) e ao virus do endurecimento
dos frutos (CABMV) (Santos et al., 2015). Entretanto, a dificuldade na propagacao
por sementes e no enraizamento de estacas herbaceas podem ser fatores
limitantes no uso dessa espécie em programa de melhoramento genético (Padua
et al., 2011; Braga et al., 2006a).

As sementes de P. setacea toleram a dessecacdo e 0 armazenamento
em baixas temperaturas por um periodo intermediario, embora as baixas
temperaturas possam induzi-las a dorméncia, tendo em vista que a longevidade
das sementes dessa espécie é favorecida quando armazenada em temperaturas
subzero (Padua et al., 2011).

As formas mais habituais de conservacdo de espécies silvestres de
Passiflora L. sGo em bancos de sementes e em colecdes a campo. Entretanto, a
renovacgao periddica dos bancos de sementes pode ser limitada pela reducdo do
potencial de germinacdo, resultando em perda de gendétipos (Pacheco et al.,
2016). E as colecdes vivas no campo podem expor o material a alta
vulnerabilidade (ataque de pragas, doencas, furtos) (Faleiro et al., 2005).

As técnicas de cultura de tecidos podem auxiliar tanto na propagacgéo, por
meio do desenvolvimento de protocolos de micropropagac¢do, como também na
conservagao in vitro de P. setacea. Para tanto, faz-se importante o estudo de
requisitos especificos durante as etapas de micropropagacdo (escolha do
explante, via organogénica, métodos de alongamento, enraizamento e
aclimatizacao).

Nos ultimos 50 anos, tais etapas vém sendo descritas para as mais
diferentes espécies do género Passiflora L. (Nakayama, 1966; Drew, 1991;
Dornelas e Vieira, 1994; Lombardi et al., 2007; Pinto et al., 2010a; Garcia et al.,
2011; Pacheco et al., 2012). Esses estudos sédo importantes para o delineamento
de estratégias de conservacdo ex situ e manutencdo de germoplasma de
Passiflora spp..

Apesar de promissora, a conservacao in vitro ainda € pouco utilizada em
espécies do género Passiflora L.. Dentre as técnicas de conservagao in vitro, o
cultivo minimo in vitro visa a conservacao a curto e medio prazo. E como método

de conservacdo a longo prazo, a criopreservacdo visa a conservagado por



periodos indefinidos mediante armazenamento de material bioldgico a
temperaturas ultrabaixas, em nitrogénio liquido (-196 °C) ou na fase de vapor
(-150 °C) (Engelmann e Takagi, 2000).



2. OBJETIVOS

2.1. Gerais

Desenvolver um protocolo eficiente de regeneracdo de plantas em
explantes submetidos a morfogénese e a criopreservagado para a conservagao ex

situ de germoplasma de Passiflora setacea DC.

2.2. Especificos

- Estudar a resposta dos explantes hipocétilo, segmento nodal e segmento
radicular na morfogénese in vitro de P. setacea DC.

- Estabelecer um protocolo eficiente para morfogénese in vitro que promova maior
multiplicacéo e regeneracao de plantas;

- Estabelecer um protocolo de criopreservacdo de segmentos nodais por meio da
técnica de encapsulamento - vitrificacao;

- Estabelecer um protocolo de criopreservacdo de gemas axilares por meio da

técnica de vitrificagdo em goticulas.



3. CAPITULOS

3.1. ORGANOGENESE IN VITRO EM Passiflora setacea DC.

3.1.1. INTRODUCAO

O género Passiflora L. € o maior representante da familia Passifloracea
(Cervi, 2006). Encontra-se nesse género o maracujazeiro-azedo (P. edulis Sims),
de grande importancia econdmica por representar cerca de 90% dos pomares
brasileiros de maracuja (Viana et al., 2016). Entretanto, ao longo dos anos, varios
fatores colaboraram para que houvesse um decréscimo na producdo de
maracuja-azedo, principalmente devido a incidéncia de doencas que afetam a
cultura, limitando o cultivo em algumas regibes, evidenciando a necessidade de
obtencéo de novas cultivares de maracujazeiro (Meletti, 2011).

A P. setacea DC. é uma espécie silvestre, conhecida como
maracujazeiro-do-sono (Cervi, 1997), que possui genes de resisténcia a doencas
gue sdo comuns ao maracujazeiro-azedo (Fuhrmann et al., 2014). Essa espécie
estd sendo utilizada em programas de melhoramento genético, visando a
obtencéo de hibridos interespecificos, resistentes as principais doencas da cultura
do maracujazeiro (Santos et al., 2015). Apesar do seu grande potencial, esta

espécie apresenta grande dificuldade em sua propagacdo com baixa



porcentagem de germinagcdo de sementes e baixa capacidade de enraizamento
de estacas herbaceas (Padua et al., 2011; Chaves et al., 2004).

Dessa forma, as técnicas de cultivo in vitro podem auxiliar na propagacao
de P. setacea a partir do uso de protocolos eficientes de multiplicagdo. Para
espécies do género Passiflora, alguns protocolos de multiplicacdo vém sendo
desenvolvidos mediante o estudo dos tipos de explantes, fitorreguladores e
ambiente de cultivo (Faria e Segura, 1997b; Monteiro et al., 2000b; Becerra et al.,
2004; Trevisan e Mendes, 2005; Fernando et al., 2007; Pinto et al., 2010a; Garcia
et al., 2011a; Soares et al., 2012; Vieira et al., 2014).

O desenvolvimento desses protocolos in vitro é fundamental, pois
possibilitam a multiplicacdo de véarias espécies do género Passiflora, dando
suporte para aplicacdo em outras técnicas biotecnoldgicas como a transformacao
genética (Trevisan et al., 2006; Monteiro-Hara et al., 2011; Viera et al., 2014),
conservacao de germoplasma (Faria et al., 2006; Faria et al., 2007; Soares et al.,
2012), micropropagacao (Santos et al., 2010) e na producdo de compostos
bioativos (Garcia et al., 2011a).

Em virtude do exposto, este trabalho objetiva desenvolver um protocolo
eficiente de multiplicacdo in vitro e regeneracdo de plantas de P. setacea
induzidas a morfogénese a partir do uso das citocininas 6-benziladenina (BA) e
thidiazuron (TDZ) para trés tipos de explantes (hipocétilo, segmento nodal e

segmento radicular).

3.1.2. REVISAO

3.1.2.1. Botanica, origem e morfologia do género Passiflora spp.

No Brasil, a familia Passifloraceae é representada por 152 espécies
divididas em quatro géneros: Ancistrothyrsus Harms, Dilkea Mast., Mitostemma
Mast. e Passiflora L.. O género Passiflora € o mais representativo dessa familia,
com 144 espécies descritas (Flora do Brasil, 2017). Essa familia se diferencia das
demais familias pertencentes a ordem Malpighiales por possuirem filamentos na

corona (Nunes, 2009).



Acredita-se que o centro de origem desse género é o continente africano
e sua chegada na América se deu por pontes de terras, com rapida diversificacao,
a partir da América Central (Muschner et al., 2012). O Brasil € considerado um
dos principais centros de diversidade do género Passiflora L. (Cervi, 2006).

As plantas pertencentes a este género causaram grande admiragdo nos
colonizadores durante a exploracdo espanhola na América, devido a beleza de
suas flores e misticismo associados a tradicdo catélica, onde a flor representa a
paixao de Cristo (Cervi, 1997). Sua primeira descricdo ocorreu por volta de 1587
como ‘erva que da fruto', citada no Tratado Descritivo do Brasil (Sousa et al.,
1971).

As plantas desse género sdo caracterizadas por possuirem habitos
escandentes herbaceas ou lenhosas, algumas espécies sao arbustivas, de
crescimento vigoroso, possuindo gavinhas axilares para sustentagcdo, com
nectarios no peciolo foliar, com o caule de formato variando de cilindrico a
qguadrangular, em geral estriado (Cervi, 1997; Ulmer e Macdougal, 2004).

Ja as flores do género Passiflora distinguem-se principalmente por
possuirem cinco estames com anteras fixadas ao filete na parte superior do
androginéforo que é bem desenvolvido (Cervi, 1997). As espécies pertencentes a
familia Passifloraceae, em sua maioria, sdo alégamas (Duvick, 1967), embora
haja espécies autdgamas como € o caso da P. capsularis (Faria e Stehmann,
2010). Apesar de possuirem flores completas, a espécie P. setacea DC. € uma
espécie aldbgama devido a autoincompatibilidade, que € um mecanismo que
favorece a alogamia, por impossibilitar a autopolinizacdo, resultando em um alto
grau de heterozigose (Duvick, 1967). Essa espécie possui um namero basico de
cromossomos n=x=9 (Macdougal e Feiullet, 2004).

Os frutos desse género, em geral, sdo caracterizados como uma baga
uniloculada, com pericarpo fino e membranoso ou espessa e carnuda, de formato
ovoide a globular, com numerosas sementes, coberto por um arilo suculento
comestivel na maioria das espécies (Deginani, 2001).

Os frutos de P. setacea tém o formato redondo-ovalado, além de serem
menores em relacdo ao maracujazeiro-azedo, com coloracéo verde-amarelada e
apresentando cinco listras longitudinais (Vieira et al., 2008; Ribeiro, 2014). Esses
frutos possuem ainda sementes numerosas, obovadas de até 5mm (Cervi, 1997).

A frutificacdo dessa espécie, em geral, ocorre em duas épocas do ano, de janeiro



a marco no sul da Bahia e de agosto a outubro no Estado de S&o Paulo (Ataide,
et al., 2012; Ribeiro, 2014).

3.1.2.2. Importancia econdmica da P. setacea DC.

A passicultura destaca-se por possuir um grande potencial para o
mercado do consumo in natura, suco concentrado, ornamental, industrias de
cosméticos e medicinais como sedativos e antiespasmoédicos (Braga et al.,
2006b).

O cultivo de maracujazeiro concentra-se basicamente em duas espécies,
sdo elas: o maracujazeiro-azedo (Passiflora edulis) e o maracujazeiro doce
(Passiflora alata) (Pires et al., 2011). O maracujazeiro-azedo representa mais de
90% dos cultivos brasileiros (Viana et al., 2016).

A espécie P. setacea vem apresentando grande potencial entre as
espécies de maracujazeiro, tanto para o desenvolvimento de novas cultivares
quanto para o desenvolvimento de hibridos ornamentais. Foi a partir dessa
espécie que se desenvolveu o primeiro hibrido ornamental, resultante do
cruzamento entre P. coccinea X P. setacea (Faleiro et al., 2011).

A primeira cultivar de maracujazeiro silvestre registrada e protegida pelo
Ministério da Agricultura, BRS Pérola do Cerrado, foi obtida a partir de selecéo
massal entre plantas de P. setacea, visando ao aumento da produtividade,
tamanho de frutos e resisténcia a doencgas (Costa et al., 2015). Os frutos desta
cultivar apresentam numerosas sementes, de 170 a 200 sementes, com tamanho
pequeno quando comparadas as do maracuja-azedo comercial, com massa
média na faixa de 12,3 mg a 17,3 mg, dimensao longitudinal em torno de 5,3 mm
e transversal de 3,3 mm, e espessura 1,29 mm (Costa et al., 2015).

3.1.2.3. Morfogénese in vitro em Passiflora spp. - tipos de explantes e uso de

fitorreguladores

A cultura de tecidos vegetais é uma técnica de cultivo de células, tecidos
e 0rgdos em meio sintético, ambiente asséptico e condi¢cdes controladas (Dagla,
2012). E considerada uma importante ferramenta biotecnoldgica no estudo da

morfogénese (Diamond e Stewart, 1963) e na conservagdo dos recursos



genéticos (Pacheco et al., 2016), além de solucionar problemas relacionados ao
melhoramento genético de plantas (Dagla, 2012).

Em geral, os protocolos para o estabelecimento in vitro de maracujazeiro,
avaliam o tipo de explante, a composicdo do meio de cultura, o uso de
fitorreguladores e as condi¢cbes de incubagao (Monteiro et al., 2000b; Trevisan e
Mendes, 2005; Faria et al., 2007; Ozaroski e Thiem, 2013; Vieira et al., 2014
Pacheco et al., 2016).

No cultivo in vitro de espécies do género Passiflora spp. € mais comum o
uso de explantes originarios de segmentos nodais e apices caulinares (Faria et
al., 2007), embora outros trabalhos relatem o uso de explantes originarios de
folhas (Trevisan e Mendes, 2005), raizes (Vieira et al., 2014) e hipocatilo (Faria e
Segura, 1997a).

As citocininas mais utilizadas na organogénese (formacdo de brotos) in
vitro no género Passiflora sdo 6-benziladenina (BA) mais frequentemente e
thidiazuron (TDZ) que favorecem a inducdo de brotacdes (Dornelas e Vieira,
1994; Faria e Segura, 1997b; Bacerra et al., 2004; Fernando et al., 2007; Pinto et
al., 2010a; Soares, 2013; Vieira et al., 2014). Quando se deseja a formacgéo de
calos para inducdo de morfogénese por via embriogénica € mais empregada a
auxina acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) (Dornelas e Vieira 1994; Faria e
Segura, 1997b; Dias et al., 2009).

Apés a obtencdo de brotos na etapa de morfogénese, é necessario o
alongamento dos mesmos. Para esta etapa, varios trabalhos definem o &cido
giberélico (GAs) como fitorregulador, facilitando a individualizacdo destes brotos
(Nhut et al., 2007; Pinto et al., 2010a; Pinto et al., 2010b; Vieira et al., 2014). Para
a inducdo de raizes em Passiflora spp, as auxinas mais utilizadas sédo o acido
naftalenoacético (ANA), o acido indolacético (AIA) e o acido indolbutirico (Nhut et
al., 2007; Komathi et al., 2011; Vieira et al., 2014).

3.1.3. MATERIAL E METODOS

Como material vegetal foram utilizadas sementes de polinizagdo aberta
de P. setacea DC. (cultivar BRS Pérola do Cerrado, safra 2015/2016),
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provenientes do banco de germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticultura. A
pesquisa foi realizada no Setor de Horticultura do Laboratério de Fitotecnia (LFIT)
do Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias (CCTA) da Universidade

Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro.
3.1.3.1. Estabelecimento in vitro
3.1.3.1.1. Desinfestacdo das sementes

Para facilitar a germinacao, os tegumentos das sementes foram retirados
com auxilio de uma minimorsa antes da desinfestacdo. Em camara de fluxo
laminar as sementes sem tegumento foram mergulhadas em alcool 70% por 30
segundos e imersas em solucdo de hipoclorito de sédio (NaClO) a 0,5%, com 2
gotas de Tween 20 em 80 mL da solucao por 15 minutos, enxaguadas trés vezes

em agua desionizada e autoclavada.
3.1.3.1.2. Germinagéo in vitro

Apés a desinfestacdo, as sementes sem o tegumento, foram colocadas
em meio de cultura contendo a metade da concentracdo dos sais minerais do MS
(Murashige e Skoog, 1962), 30,0 g L? de sacarose, 0,10 g L' de mio-inositol,
acrescido de vitaminas B5 (Gamborg et al., 1968), 7,0 g L'* 4gar (Vetec®) e pH do
meio ajustado para 5,7+ 0,1. Foram distribuidos 40 mL de meio por frasco (125
mm x 60 mm) vedado com tampa rigida de polipropileno. Apds a autoclavagem as
tampas foram substituidas por tampas ventiladas por duas membranas.

As tampas ventiladas foram compostas por duas camadas de fita
microporosa Missner® de 1,0 cm? cada (Figura 1), sendo que entre as duas
camadas foi colocada uma camada de fita veda rosca de politetrafluoretileno
(PTFE) Amanco® (Saldanha et al., 2012) e autoclavados por 20 minutos a 121°C e

1,1 atm de pressao.
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Figura 1. Tampas de polipropileno ventiladas composta por duas camadas de fita
microporosa e uma camada de fita de politetrafluoretileno entre as duas camadas
de fita microporosa.

Foram colocadas cinco sementes por frasco e estes foram mantidos por
15 dias no escuro em temperatura de 27+£2°C e, entdo, transferidos para a luz por
mais 20 dias com fotoperiodo 16:8 (luz:escuro), fornecidas por lampadas
fluorescentes OSRAM® luz do dia, irradidncia de 50 pmol m? s! e mesma
temperatura.

Apo6s 35 dias de cultivo in vitro, foram consideradas germinadas as
plantulas que apresentaram raiz e parte aérea expandidas. Dessas plantulas

foram extraidos os explantes para a inducao da morfogénese.

3.1.3.2. Morfogénese in vitro

Para a inducé&o da morfogénese foram utilizados os sais minerais do meio
de cultura modificado - MSM (Monteiro et al.,, 2000a), que é baseado no
requerimento nutricional para as espécies do género Passiflora (Tabela 1),
acrescido de 30,0 g L* de sacarose, 0,10 g L** de mio-inositol, vitaminas de White
(Murashige e Skoog, 1962), 7,0 g L de agar (Vetec®) e pH do meio ajustado para

5,740,1 e autoclavado por 20 minutos a 121°C e 1,1 atm de pressao.
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Tabela 1. Comparacéo entre os sais minerais do meio MS e do meio de cultura
modificado (MSM), segundo o requerimento nutricional para espécies do género
Passiflora spp. (Monteiro et al., 2000a adaptado).

Nutrientes minerais MS MSM
(mg L™ (mg L™
NH4NOs3 1650,00 1000,00
KNO3 1900,00 1520,00
NH4H2PO4 - -
CaCl2.H20 440,00 -
Ca(NOs3)2.4H20 - 1300,00
KH2PO4 170,00 272,00
MgS04.7H20 370,00 616,00
H3BO3 6,20 450
MnS0O4.4H20 22,30 -
MnSOa4.H20 - 28,00
ZnS04.7H20 8,60 2,90
CoCl2.6H20 0,025 0,025
CuS04.5H20 0,025 1,25
Na:MoO4.2H20 0,250 0,25
Kl 0,830 -
Na2EDTA.2H20 33,60 74,84
FeS04.7H20 27,80 55,60

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado,
em um esquema fatorial 4x4, onde foram testadas para cada tipo de explante
(hipocotilo, segmento nodal e segmento radicular) quatro concentracbes de 6-
benziladenina (BA) (0,00; 2,22; 4,44; e 8,88 umol L) e quatro concentracdes de
thidiazuron (TDZ) (0,00; 2,27; 4,54 e 6,81 ymol L) com trés repeticdes sendo
cada uma composta por uma placa de Petri (90 mm x 15 mm) com 25 mL de meio
de cultura e trés explantes (Figura 2).



Figura 2. Esquema de placas de Petri contendo os explantes oriundos de
hipocotilos, segmentos nodais e segmentos radiculares de P. setacea DC.,
utilizados na morfogénese in vitro.

As placas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura de
27+2°C, com fotoperiodo de 16:8 (luz:escuro) fornecidas por lampadas
fluorescentes OSRAM® luz do dia, irradidncia de 50 umol m-? s durante 55 dias.

O experimento foi avaliado apds 55 dias de inducéo, sendo verificada a
porcentagem de formacdo de calos e brotagcdes nos explantes. Onde foi
considerado 33,33% de formacgédo de calos a placa que apresentava calos
formados em apenas um explante, 66,66% quando dois explantes por placa
formavam calos e 100% quanto todos os explantes da placa formavam calos. O
mesmo foi considerado para formacao de brotos. Para a analise visual foi utilizada
avaliagcdo descritiva e esta andlise foi realizada com o auxilio de microscopio

estereoscopico (Tecnival®).

3.1.3.3. Alongamento das brotacfes

Apoés a etapa morfogénica, somente os explantes (hipocétilo, segmento
nodal e segmento radicular) que formaram brotacdes foram submetidos ao meio
de alongamento composto pelos sais de MSM, suplementado com 2,88 pumol L*
de &cido giberélico (GAs), 30,0 g L de sacarose, 0,10 g L' de mio-inositol,
vitaminas de White (Murashige e Skoog, 1962), 7,0 g L* de agar (Vetec®) e pH do
meio ajustado para 5,7+0,1, conforme protocolo ja utilizado para as espécies de

Passiflora spp. (Pinto et al., 2010a; Vieira et al., 2014). Foram distribuidos 40 mL
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de meio em frascos (125 mm x 60 mm), posteriormente vedados com tampas
rigidas de polipropileno e autoclavados por 20 minutos a 121°C e 1,1 atm de
pressao.

Os frascos foram mantidos em sala de crescimento com temperatura de
27+2°C, com fotoperiodo de 16:8 (luz:escuro) fornecida por lampadas
fluorescentes OSRAM® luz do dia, irradiancia de 50 ymol m=2 s1. Apés 60 dias em
meio de alongamento, foi avaliado o numero de brotacBes alongadas e, em

seguida, as brotacfes alongadas foram transferidas para o meio de enraizamento.

3.1.3.4. Enraizamento

Para o enraizamento, as brotacdes alongadas foram transferidas para
meio composto pelos sais de MSM, suplementado com 4,92 umol L de &cido
indolbutirico (AIB), 30g L de sacarose, 0,10 g L* de mio-inositol, vitaminas de
White (Murashige e Skoog, 1962), 7,0 g L de &gar (Vetec®) e pH do meio
ajustado para 5,7+0,1, conforme protocolo ja utilizado para as espécies de
Passiflora spp. (Pinto et al., 2010a; Vieira et al., 2014). Foram distribuidos 40 mL
de meio em frascos (125 mm x 60 mm), posteriormente vedados com tampas
rigidas de polipropileno e autoclavados por 20 minutos a 121°C e 1,1 atm de
pressao.

Os frascos com as brotacbes alongadas foram mantidos em sala de
crescimento com temperatura de 27 + 2°C, com fotoperiodo de 16:8 (luz:escuro)
fornecida por lampadas fluorescentes OSRAM® luz do dia, irradiancia de 50 pmol
m2 s, durante 30 dias para que se completasse o processo de enraizamento e,
em seguida, as plantas enraizadas foram levadas para casa de vegetacdo para a

aclimatizagao.
3.1.3.5. Aclimatizacgéo

As plantas enraizadas foram transplantadas para copos descartaveis com
substrato composto de 1:1 Basaplant® e areia, a 27°C, permanecendo em

condicOes de casa de vegetacado por um periodo de 60 dias.

3.1.3.6. Andlises Estatisticas

As variaveis analisadas da inducdo de morfogénese foram submetidas a

testes iniciais de homogeneidade e normalidade utilizando os testes de Bartlett e
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Lilliefors, respectivamente. Em seguida, foi realizada a analise de variancia e os
graus de liberdade dos tratamentos e suas interagbes foram desdobradas via
comparacao de médias pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade com o auxilio
do programa estatistico SISVAR® (Statistical Analysis System, versdo 5.6)
(Ferreira, 2011b). Também foi utilizada estatistica descritiva para as variaveis

analisadas nas etapas de alongamento, enraizamento e aclimatizagao.

3.1.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.4.1. Calogénese em explantes de Passiflora setacea DC..

Para formacdo de calos nos trés explantes (hipocoétilo, segmento nodal e
segmento radicular) tanto houve efeito isolado como interagéo (p<0,01) entre os
fatores analisados, exceto para o efeito isolado do TDZ em segmentos radiculares
(Tabela 2).

Tabela 2. Resumo da andlise de variancia com os quadrados médios para 0s
efeitos dos fitorreguladores 6-benziladenina (BA) e thidiazuron (TDZ) e sua
interacdo (BA x TDZ) sobre a formagédo de calos nos trés tipos de explantes de P.
setacea DC. Campos dos Goytacazes - RJ, 2017.

Fonte de Hipocatilo Seg. Nodal Seg. Radicular
Variacao GL QM GL QM GL QM
BA 3 5,142841** 3 1,576389** 3 7,472222**
TDZ 3 2,695872** 3 3,187500** 3 0,305556"
Interacéo
BA x TDZ 9 3,154406** 9 3,576389** 9 2,731481**
Residuo 30 0,261111 32 0,104167 32 0,437500
CV (%) 22,18 12,60 36,92

**|Indica significancia p <0,01 e "s indica que néo foi significativo.

A adicao de fitorreguladores foi fundamental para a formagéo de calos em
hipocaétilos de P. setacea. Foi observada a interagdo positiva entre TDZ e BA em
todas as combinacdes, exceto na auséncia dos dois fitorreguladores ou quando o
hipocétilo foi submetido a maior concentracéo de BA (8,88 umol L), combinado

com as maiores concentracdes de TDZ (4,54 e 6,81 umol L), onde as menores
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médias foram encontradas. Para essas maiores concentracdes a proliferacdo de
calos foi muito baixa (22,33%) ou até mesmo inibida (0,00%) (Tabela 3).

Tabela 3. Porcentagem de formacdo de calos nos explantes oriundos de
hipocotilos de P. setacea DC. submetidos a diferentes concentracbes de 6-
benziladenina (BA) e thidiazuron (TDZ). Campos dos Goytacazes - RJ, 2017.

TDZ BA (umol L) .-
(umol L) 0,00 2,22 4,44 8,88 Média

0,00 0,00bB 100,00 aA 77,66 aA  83,33aA 63,66 b
2,27 100,00 aA 100,00 aA 89,00 aA 100,00 aA 97,33 a
4,54 77,66 aA 100,00 aA 89,00aA  0,00bB 63,66 b
6,81 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA  22,33bB 80,66 ab
Média 69,33B  100,00A 89,00A  4833C 76,67
DMS: 0,5802

Médias seguidas por letras iguais mailUsculas na linha e minlscula na coluna nao diferem entre si
(p<0,05) pelo teste de Tukey.

Na analise visual para calogénese foi observada a presenca de clusters

de calos organogénicos de coloragao branco-leitoso (Figura 3 e, f, g, h, i, m, n, 0).

TDZ BA (umol L™)
(umol L) 0,00 2,22 4,44 8,88

4,54

6,81

Figura 3. Calogénese e organogénese em hipocétilos de P. setacea DC.
submetidos as concentracfes de 6-benziladenina (BA) e thidiazuron (TDZ), ap6s
30 dias de inducdo de morfogénese in vitro (barra = 1mm). A seta indica a
formacao de clusters de calos organogénicos.
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Em segmentos nodais n&o foi observada a formagéo de calos quando
foram colocados em meio de cultura sem a adicao de fitorreguladores (Tabela 4),
mantendo o mesmo padrdo de resposta observado em hipocaétilos (Tabela 3),
embora divergindo dos resultados encontrados por Vieira et al., (2014), que
observaram a proliferacdo de calos em parte aérea de P. setacea na auséncia de

fitorreguladores.

Tabela 4. Porcentagem de formacdo de calos nos explantes oriundos de
segmentos nodais de P. setacea DC., submetidos a diferentes concentracdes de
6-benziladenina (BA) e thidiazuron (TDZ). Campos dos Goytacazes - RJ, 2017.

) BA (umol L) -

TDZ (umol L) 0.00 222 4.44 8.88 Média
0,00 0,00 bB 89,00 aA 77,66 aA 100,00 aA 66,66 b
2,27 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA 100,00 a
4,54 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA 0,00 bB 75,00 b
6,81 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA 100,00 a
Média 75,00 B 97,33 A 94,33 A 75,00 B 85,33
DMS: 0,3571

Médias seguidas por letras iguais mailscula na linha e mindscula na coluna nédo diferem entre si
(p<0,05) pelo teste de Tukey.

Na interacdo entre TDZ e BA quando utilizado o segmento nodal, foi
observado que os mesmos foram responsivos para calogénese. Houve uma boa
taxa de formacdo de calos, embora quando submetido as combinacdes de 4,54
umol Lt de TDZ com 8,88 umol L' de BA, foi possivel observar que nessa
combinacdo, a alta concentracdo de citocininas no meio inibiu a formacédo de
calos, embora favorecendo a formacdo de brotacbes por organogénese direta
(Tabela 4).

Na analise visual, foi observada a presenca de calos em todos os
tratamentos, exceto para a auséncia dos fitorreguladores e quando da
combinacdo de 8,88 umol L' de BA com 4,54 umol L de TDZ, onde foi
observada organogénese direta com presenca de microbrotacbes (Figura 4 1)
(Tabela 4).



TDZ BA (umol L")

4,54

6,81

i S S &

Figura 4. Calogénese e organogénese em segmentos nodais de P. setacea DC.

submetidos as concentracdes de 6-benziladenina (BA) e thidiazuron (TDZ), apos
30 dias de inducdo de morfogénese (barra = 1mm). A seta indica a formacéao de
clusters de calos. Formacéo de microbrota¢gdes por organogénese direta (*).

No presente trabalho, os segmentos radiculares na auséncia dos
fitorreguladores apresentaram formacdo de calos (Tabela 5). Dado semelhante
também foi observado em Passiflora cincinnata Mast. (Lombardi et al., 2007) e em
P. setacea (Vieira et al., 2014).

As citocininas sdo hormdnios sintetizados nas raizes das plantas (Aloni et
al., 2006). Dessa forma, ao excisar a raiz a atividade das citocininas pode
aumentar (Van Staden e Smith, 1978), o que pode ter favorecido a formacao de
calos nas raizes mesmo sem a adi¢ao de citocininas ao meio (Tabela 5) (Figura 5

a).
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Tabela 5. Porcentagem de formacdo de calos em explantes oriundos de
segmentos radiculares de P. setacea DC., submetidos a diferentes concentracdes
de 6-benziladenina (BA) e thidiazuron (TDZ). Campos dos Goytacazes - RJ, 2017.

. BA (umol L) -
TDZ (umol L) —555 2,22 4,44 8,88 Média
0,00 2233aB 77,66 aA 66,66 aAB 100,00 aA 66,66 a
2,27 66,66 aA 77,66 A 77,66 aA 0,00 bB 55,67 a
4,54 66,66 aA 100,00 aA 77,66 aA 0,00 bB 61,00 a
6,81 66,66 aA 89,00aA 66,66 aA 0,00 bB 55,67 a
Média 5567B 86,00A 72,33AB 2500 C 59,67
DMS: 0,7318

Médias seguidas por letras iguais mailscula na linha e mindscula na coluna nao diferem entre si
(p=<0,05) pelo teste de Tukey.

O TDZ isoladamente ndo afetou a formacdo de calos em segmentos
radiculares. Porém, quando associado a maior concentracdo de BA houve um
efeito inibidor na formacao de calos (Tabela 5). Também foi constatado que a alta
concentracdo dos fitorreguladores no meio inibiu a formagdo de calos em

segmentos radiculares (Tabela 5) (Figura 5 h, |, p).

BA (umol L™)

Figura 5. Calogénese e organogénese em segmentos radiculares de P. setacea
DC. submetidos as concentragbes de 6-benziladenina (BA) e thidiazuron (TDZ),
apos 30 dias de inducao de morfogénese (barra = 1mm).



20

Para calogénese nos trés explantes (hipocoétilo, segmento nodal e
segmento radicular) foi observado que para os explantes oriundos da parte aérea
da planta (hipocotilo e segmento nodal), quando submetidos ao meio sem
fitorreguladores, formou calos, resultado semelhante ao j4 descrito para discos
foliares de P. edulis (Trevisan e Mendes, 2005) e P. setacea (Vieira et al., 2014).
No presente trabalho, foi observado formacdo de calos na auséncia de
fitorreguladores apenas em segmentos radiculares.

Para os explantes da parte aérea (hipocétilo e segmento nodal) qualquer
concentracéo isolada de TDZ e de BA induz a formacédo de calos. A interacéo de
TDZ e BA é prejudicial apenas para formacdo de calos quando presentes em

altas concentracfes para os segmentos radiculares.

3.1.4.2. Organogénese em explantes de Passiflora setacea DC.

Para formacédo de brotacdes nos trés explantes (hipocétilo, segmento nodal
e segmento radicular) houve efeito isolado e interacdo (p<0,01) entre os fatores
analisados, exceto para o efeito isolado do TDZ em segmentos radiculares
(Tabela 6).

Tabela 6. Resumo da andlise de variancia com os quadrados médios para 0s
efeitos dos fitorreguladores 6-benziladenina (BA) e thidiazuron (TDZ) e sua
interacdo (BA x TDZ) sobre a formacéo de brotos nos trés tipos de explantes de
P. setacea DC. Campos dos Goytacazes - RJ, 2017.

Fonte de Hipocatilo Seg. Nodal Seg. Radicular
Variagao GL QM GL QM GL QM
BA 3 4,680281** 3 1,687500* 3 7,020833**
TDZ 3 3,548968** 3 1,687500* 3 0,243056"s
Interacao
BA x TDZ 9 2,675597** 9 2,557870** 9 2,354167**
Residuo 30 0,438889 32 0,395833 32 0,541667
CV (%) 30,78 24,55 43,61

**|ndica significAncia p <0,01 e " indica que néo foi significativo.

Tal como na calogénese, a adicdo de fitorreguladores ao meio foi
imprescindivel para formacao de brotacbes em hipocaétilos de P. setacea. Houve
interacdo positiva entre TDZ e BA em todas as concentragbes, exceto na

auséncia dos fitorreguladores e quando submetidos as maiores concentracdes de
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TDZ e de BA, em que a proliferacdo de brotacdes foi muito baixa ou até mesmo
inibida (Tabela 7).

Tabela 7. Porcentagem de formacédo de brotaces em hipocotilos de P. setacea
DC., submetidos a diferentes concentracbes de 6-benziladenina (BA) e
thidiazuron (TDZ). Campos dos Goytacazes - RJ, 2017.

. BA (umol L) .-
TDZ (pmol L) 0,00 2,22 4,44 8,88 Média
0,00 0,00bB 100,00 aA 77,66 aA 83,33aA 63,66 b
2,27 100,00 aA 100,00 aA 89,00 aA 100,00 aA 97,33 a
4,54 77,66 aA  100,00aA 5567aA  0,00bB 54,67 b
6,81 77,66 aA 100,00 aA 77,66 aA  22,33bB 69,33 b
Média 64,00BC _ 100,00A 7500AB  48,33C 71,67
DMS: 0,7522

Médias seguidas por letras iguais mailscula na linha e mindscula na coluna nao diferem entre si
(p<0,05) pelo teste de Tukey.

Foi possivel observar a necessidade do uso das citocininas para a
inducéo de brotagBes em hipocotilos. Semelhante a calogénese, sem a adicao de
citocinina no meio de cultivo ndo foi constatado a formacdo de brotacbes. O
explante intumesce, porém nao produz brotacdes e morre apdés algum tempo
(Figura 3 a).

Para a interacdo de TDZ com BA nos segmentos nodais, foi observado
que todas as combinacfes das concentracdes foram capazes de induzir a
proliferacdo de brotacfes, exceto na auséncia dos dois fitorreguladores, no qual
0S segmentos nodais nao produziram brotacbes. Estes continuaram seu
desenvolvimento como segmentos nodais, porém morreram pouco tempo depois
(Figura 4 a) (Tabela 8).

Na busca de um protocolo eficiente para micropropagacao de Passiflora
foetida L. visando a conservagdo de germoplasma, Shehawat et al., (2015)
avaliaram a morfogénese em segmentos nodais com o uso de 6-benziladenina
(BA) e cinetina (Kin), em que a concentracdo de 8,88 umol L* de BA promoveu
uma eficiente taxa de formacdo de brotacdes. No presente trabalho, também foi
possivel observar que segmentos nodais submetidos a concentragfes de até 8,88
umol Lt BA e auséncia de TDZ também promoveram multiplicacédo de brotagGes
(Figura 4 d) (Tabela 8).
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Tabela 8. Porcentagem de formacéo de brotacées em segmentos nodais de P.
setacea DC., submetidos a diferentes concentracées de 6-benziladenina (BA) e
thidiazuron (TDZ). Campos dos Goytacazes — RJ, 2017.

BA (umol L)

TDZ (umol L) 0.00 222 444 8.88 Média
0,00 0,00 bB 100,00 aA 77,66 aA 100,00 aA 69,33 b
2,27 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA 100,00 a
4,54 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA 44,33 bB 86,00 ab
6,81 100,00 aA 100,00 aA 89,00 aA 83,33 abA 94,00 a

Média 75,00 B 100,00 A 91,67 AB 75,00 B 85,33
DMS: 0,6961

Médias seguidas por letras iguais mailscula na linha e mindscula na coluna néao diferem entre si
(p<0,05) pelo teste de Tukey.

Na avaliagdo visual foi constatada a presenca de cluster de brotacdes
(Figura 4 b, c, d, e, k). Foi observado organogénese por via direta quando 0s
segmentos nodais foram submetidos a combinacédo de 8,88 umol L* de BA com
4,54 umol L! de TDZ (Figura 4 1). Resultados semelhantes foram relatados por
Garcia et al. (2011a) em estudos com segmentos nodais de P. suberosa L.

De forma semelhante a calogénese, a presenca de TDZ no meio
combinado com a maior concentragdo de BA inibiu a formag&o de brotagdes em
segmentos radiculares (Tabela 9) (Figura 4 h, |, p).

Tabela 9. Porcentagem de formacao de brotacbes em segmentos radiculares de
P. setacea DC., submetidos a diferentes concentragdes de 6-benziladenina (BA) e
thidiazuron (TDZ). Campos dos Goytacazes - RJ, 2017.

. BA (umol L) -
TDZ (umol L) —5 55 2,22 4,44 8,88 Média
0,00 22,33 aB 66,66 aAB 66,66 aAB 89,00 aA 61,00 a
2,27 66,66 aA 77,66 aA  5567aA 0,00 bB 50,00 a
4,54 66,66 aA 100,00 aA 66,66 aA 0,00 bB 58,33 a
6,81 66,66 aA 89,00 aA 66,66 aA 0,00 bB 55,67 a
Média 5567B 83,33A 6400AB  22,33C 56,33
DMS 0,8143

Médias seguidas por letras iguais mailscula na linha e mindscula na coluna ndo diferem entre si
(p<0,05) pelo teste de Tukey.

Ao estudarem a organogénese induzida por BA de P. cincinnata Aubl e P.
edulis em segmentos radiculares, Silva et al. (2011) observaram a formacao de

brotagBes por via direta na presenca de BA. No presente trabalho, também foi
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observado organogénese direta em segmentos radiculares de P. setacea,
inclusive na auséncia dos fitorreguladores (Figura 5 a) e na presenca de 4,44
umol L't de BA sem adicdo de TDZ (Figura 5 c).

Para organogénese nos trés explantes (hipocotilo, segmento nodal e
segmento radicular), tal como na calogénese, foi observado que os explantes de
hipocétilo e segmento nodal foram os Unicos que ndo apresentaram formacéo de
brotacdes quando da auséncia dos fitorreguladores. Tanto os hipocotilos como os
segmentos nodais intumescem, porém, nao exibem resposta morfogénica na
auséncia dos fitorreguladores (Tabelas 7 e 8) (Figura 3 a; 4 a). Porém, em
segmentos radiculares foi observada a formac&o de brotagbes na auséncia dos
fitorreguladores (Tabela 9) (Figura 5 a).

Foi observada organogénese indireta para hipocétilos, segmentos nodais
e segmentos radiculares que se desdiferenciaram e assumiram competéncia para
formacdo de brotagbes. Vieira et al. (2014) também observaram o
desenvolvimento de brotagdes a partir da via indireta em hipocétilos de P.
setacea.

3.1.4.3. Alongamento das brotagbes

As brotacbes formadas a partir de cada tipo de explante foram
transferidas para o meio de alongamento.

As brotacGes oriundas de hipocétilos mostraram uma maior taxa de
alongamento quando estes explantes foram induzidos em meio suplementado
com BA sem TDZ (Figura 6).

Hipocétilo
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Figura 6. Média de brotacbes alongadas originérias de hipocotilos de P. setacea
DC., cultivadas em diferentes concentracbes de 6-benziladenina (BA) e
thidiazuron (TDZ) em pmol L.
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As brotagBes origindrias de segmentos nodais foram as que melhor
responderam ao meio de alongamento, com destaque para as brotagdes
induzidas na fase de morfogénese com 2,22 e 4,44 umol L1 de BA na auséncia
de TDZ. Também foi observado alongamento de brotacBes originarias de
segmentos nodais quando estes foram induzidos a morfogénese com

suplementacao de TDZ (Figura 7).

Segmento Nodal

Média de brotos alongados
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Figura 7. Média de brotacGes alongadas originarias de segmentos nodais de P.
setacea DC., cultivados em diferentes concentracdes de 6-benziladenina (BA) e
thidiazuron (TDZ) em pmol L.

No estudo de Vieira et al. (2014), na etapa de alongamento, também foi
observada correlacéo positiva entre a inducdo da morfogénese e o alongamento,
onde os tratamentos com maior inducdo de morfogénese foram o0s que
apresentaram maior nimero de brotacdes alongadas.

Para segmentos radiculares, as brotacdes induzidas em meio
suplementado com BA nas concentracdes de 4,44, e 8,88 umol L na auséncia
de TDZ, apresentaram as maiores médias de brotacdes alongadas (Figura 7).

Para as brotacbes originarias de segmentos radiculares, foi observada
uma menor média de brotagfes alongadas em comparacdo com 0s outros dois
tipos de explantes (hipocaétilo e segmento nodal). Além disso, foi observado que o
maior numero de brotacbes alongadas para segmentos radiculares foram as
brotacdes que se originaram em meio de inducédo suplementado com BA (Figura
8).
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Figura 8. Média de brotac¢des alongadas originarias de segmentos radiculares de
P. setacea DC., cultivados em diferentes concentracdes de 6-benziladenina (BA)
e thidiazuron (TDZ) em pmol L.

3.1.4.4. Enraizamento

Foi observado o enraizamento de apenas uma planta oriunda de
explantes de hipocétilo submetida ao tratamento de 2,22 umol L* BA sem TDZ
(Figura 9).
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Figura 9. Média de plantas enraizadas originarias de hipocotilos de P. setacea
DC., cultivados em diferentes concentracdes de 6-benziladenina (BA) e
thidiazuron (TDZ) em umol L.
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O maior numero de plantas enraizadas foi obtido a partir de brotacdes
oriundas de segmentos nodais induzidos em meio suplementado com 2,22 pmol
Lt de BA sem TDZ (Figura 10).
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Figura 10. Média de plantas enraizadas originarias de segmentos nodais de P.
setacea DC., cultivados em diferentes concentracdes de 6-benziladenina (BA) e
thidiazuron (TDZ) em pmol L.

Para as plantas originarias de segmentos radiculares foi observado o
enraizamento de apenas duas plantas oriundas dos tratamentos de indugédo com
BA nas concentragées de 4,44 e 8,88 umol Lt BA sem TDZ (Figura 11).
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Figura 11. Média de plantas enraizadas originarias de segmentos radiculares de
P. setacea DC., cultivados em diferentes concentracdes de 6-benziladenina (BA)
e thidiazuron (TDZ) em pumol L.



3.1.4.5. Aclimatizacéo

As plantas enraizadas foram aclimatizadas por 60 dias em casa de vegetacdo e ndo apresentaram nenhuma alteragéo visual (Figura
12).

Figura 12. Plantas aclimatizadas em casa de vegeta¢&o por 60 dias. Uma planta oriunda de hipocétilo na concentragéo de 2,22 pumol
Lt BA x 0,00 umol Lt TDZ (a), 12 plantas oriundas de segmentos nodais nas concentracdes de 2,22 umol Lt BA x 0,00 pmol Lt TDZ
(b), duas plantas oriundas de segmento radicular, nas concentracdes de 8,88 pmol L'* BA x 0,00 umol L** TDZ e 4,44 umol L' BA x

0,00 umol Lt TDZ, respectivamente, (c) (barra = 20mm).

L
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3.1.5. CONCLUSAO

Os trés explantes (hipocotilo, segmento nodal e segmento radicular)
utilizados na inducdo da morfogénese in vitro em P. setacea DC. apresentaram
formacéo de calos e brotacdes.

O maior numero de plantas enraizadas foi obtido a partir de segmentos
nodais e na presenca de BA.

O TDZ isolado apresentou efeito igual ou inferior ao BA na inducao de
calos e brotacdes nos trés explantes utilizados.

Para a regeneracao de plantas a partir da morfogénese in vitro de P.
setacea DC., recomenda-se a utilizacdo de segmentos nodais como explantes,

em meio suplementado com 2,22 umol L de BA.
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3.2. CRIOPRESERVACAO DE SEGMENTOS NODAIS DE Passiflora setacea
DC.

3.2.1. INTRODUCAO

A espécie P. setacea DC. vem recebendo destaque devido ao seu uso em
programas de melhoramento genético. Quer seja em cruzamentos visando a
resisténcia a doencas (Fuhrmann et al., 2014; Santos et al., 2015), ou como
cultivar para agroindustria (Faleiro et al., 2011) e até mesmo no mercado de
ornamentais (Faleiro et al., 2007).

Entretanto, apesar da importancia econémica de muitas dessas espécies,
varias se encontram a beira da extin¢do (Pilatti et al., 2011), principalmente as
espécies pertencentes ao bioma cerrado que vive em constante ameaca devido a
acOes antropologicas (Klink e Machado, 2005). Dessa forma, faz-se importante o
uso de estratégias de conservacdo dessas espécies. Existem duas formas de
conservacao de germoplasma. A conservacao in situ, que objetiva a conservacao
das espécies em seus habitats, além da recuperacdo de populacdes viaveis no
seu meio natural (CDB, 1992). E também a conservacdo ex situ que € a
conservacao dos componentes da biodiversidade fora de seu habitat, esse ultimo
pode ser dividido de trés formas: banco de sementes, cole¢cbes a campo e cultivo
in vitro (CDB, 1992).
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Diferentes métodos para conservacgao in vitro sao aplicados dependendo
do periodo desejado para a conservacao (Engelmann, 2011). Para curto e médio
prazo, podem ser utilizadas condi¢des limitantes do crescimento, onde as plantas
sdo mantidas em subcultivos em série, denominado cultivo minimo in vitro
(Bhojwani e Razdan, 1996).

Para a conservacao a longo prazo, a criopreservacdo € a Unica técnica
que garante a conservacao por periodo indeterminado por meio da reducdo do
metabolismo e da divisdo celular (Engelmann, 2004). Para tanto, o material
vegetal € mantido em temperaturas ultrabaixas, em nitrogénio liquido (NL) a -
196°C ou em sua fase de vapor a -150°C (Sakai e Engelmann, 2007).

Para as espécies maracujazeiro, alguns protocolos visando a
conservacao por longos periodos por criopreservacdo vem sendo desenvolvido.
Quer seja com a finalidade de criopreservar sementes de Passiflora (Ospina et al.,
2000; Meletti et al., 2004; Meletti et al., 2007; Padua et al., 2011; Veiga-Barbosa
et al., 2013), ou na conservacgao de apices caulinares (Soares, 2013) e segmentos
nodais (Garcia et al., 2011b; Merhy et al., 2012), utilizando as técnicas baseadas
na vitrificacao (Sakai et al., 1990), como encapsulamento-vitrificacao e vitrificacéo
em goticulas.

Dessa forma, este trabalho teve por objetivo desenvolver um protocolo de
criopreservacado por meio do uso das técnicas de encapsulamento-vitrificacdo e

vitrificacdo em goticulas para a espécie P.setacea DC..

3.2.2. REVISAO

3.2.2.1. Conservacédo de Germoplasma

A conservagdo dos recursos genéticos tem por objetivo fundamental a
manutencdo de uma ampla diversidade genética de espécies com um valor
conhecido ou potencial, a fim de assegurar a disponibilidade para a exploragao
pelas geracdes presentes e futuras (Khanna e Singh, 1991).

A preocupacdo de que as variedades modernas e as praticas agricolas

estivessem eliminando a biodiversidade no campo levou, nos anos 70, a uma
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corrida para criacao de bancos de germoplasma para preservar o germoplasma
ex situ (FAO, 1996).

Basicamente, ha duas formas de conservacdo dos recursos genéticos,
por conservacgao in situ e por conservagao ex situ. A conservagao in situ ocorre
quando uma dada populagédo € mantida dentro da comunidade da qual faz parte,
no ambiente em que se desenvolveu (Frankel, 1977). Esse tipo de conservacao
pode ser aplicado para todas as espécies, embora 0S recursos geneéticos
permanecam propensos as perdas por acidentes, pragas e doencas (Wang et al.,
1993).

A conservacdo ex situ é realizada quando populacfes, individuos e
material reprodutivo sdo mantidos fora do seu ambiente de crescimento original
(Skroppa, 2005). Esse tipo de conservacao pode ser realizado a partir de camaras
de conservacéo de sementes (-20° C), cultura de tecidos, criopreservacéo, (-196°
C), conservacéo a campo (colegdes vivas) (MMA, 2017).

3.2.2.2. Bancos de Germoplasma - cenario da conservacao de Passiflora

Existem cerca de 7,4 milhdes de acessos de recursos genéticos
conservados em mais de 1750 bancos de germoplasma em todo o mundo, tanto
em bancos de sementes como em colecfes de campo, in vitro e em condicdes de
criopreservacéao (Dulloo et al., 2010). As maiores colecfes pertencem aos cereais
como o milho e o trigo, e as frutas representam menos de 10% das colecdes
globais (FAO, 1996).

Para a conservacdo de fruteiras é mais comumente relatado a
conservacdo a campo (93%). A conservagdo por bancos de sementes e a
conservacgao in vitro é representada pelos outros 7% (Ferreira, 2011a).

Os recursos genéticos de Passiflora sdo conservados em quase sua
totalidade sob condi¢cdes de campo em colegdes vivas, 0 que coloca esse material
em alta vulnerabilidade (Faleiro et al., 2005). Dessa forma, é importante o
desenvolvimento de pesquisas para assegurar a conservacdo desse
germoplasma por métodos alternativos, como a conservacao in vitro.

Até o ano de 2005 havia cerca de 50 cole¢cbes mundiais de Passiflora
com 1235 acessos (Ferreira, 2005). No Brasil, até 2005, foram catalogadas oito
colecdes de germoplasma de Passiflora com um total de 500 acessos (Ferreira,

2005). Noventa acessos, essencialmente de espécies silvestres, sdo conservados
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a campo (Oliveira, 2010). E na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia que
se concentra a maior quantidade de espécies e acessos, cerca de 40 espécies
com 200 acessos (Faleiro, 2014).

No Brasil, a manutencdo do acervo genético de maracujazeiro tem sido
realizada a partir dos centros de instituicbes de pesquisas, conservando o
germoplasma em forma de sementes, plantas a campo e explantes in vitro
(Meletti et al., 2005; Ferreira, 2011a).

Dentre as oito cole¢des existentes no Brasil de Passiflora, a UENF dispde
de uma colecdo com cerca de 27 espécies e 116 acessos. A conservagao desses
acessos ¢é feita basicamente por armazenamento das sementes em camaras frias

e em plantas a campo (Pereira, 2017).
3.2.2.3. Conservacao in vitro de germoplasma

O cultivo minimo é uma técnica de conservacao in vitro, onde 0s acessos
sdo mantidos em crescimento lento, fornecendo opg¢les para armazenamento a
curto e médio prazo (Kaviani, 2011). No cultivo minimo, o metabolismo vegetal é
reduzido mediante alteracbes nos ambientes de cultivo, como a diminuicdo da
temperatura e modificagcbes do meio de cultivo com o uso de fitorreguladores e
agentes osmaticos (Lemos et al., 2002).

Quando comparada a conservacao a campo, a conservacao in vitro se
mostra vantajosa por reduzir o risco de perda por desastres climaticos e ataque
de pragas e doencas (Matsumoto et al., 2010). Outro fator € a garantia da
seguranca do intercambio de germoplasma (Viera, 2000), além de armazenar um
grande numero de acessos de germoplasma em um espaco minimo (Meletti et al.,
2005).

Entretanto, alguns aspectos podem interferir no bom andamento de um
banco de germoplasma in vitro. A necessidade de frequentes subcultivos; os erros
de identificacdo do material conservado; a contaminagdo por microrganismos;
necessidade de méao de obra especializada, além da possibilidade de
aparecimento de variantes somaclonais (Santos, 2000).

O estabelecimento in vitro de diversas espécies de maracujazeiro é
essencial quando se deseja fazer a conservacdo in vitro de germoplasma de

Passiflora usando procedimentos biotecnolégicos (Passos e Bernacci, 2005).
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3.2.2.4. Criopreservagdo como técnica de conservacdo para sementes de
Passiflora spp.

A criopreservacdo compreende a conservacdo de material biologico a
temperaturas ultrabaixas em nitrogénio liquido (-196°C) ou vapor (-150°C)
(Santos, 2000). Esta técnica é descrita como um método eficaz para conservagéo
a longo prazo dos recursos genéticos vegetais, por reduzir o metabolismo das
células a niveis minimos (Engelmann, 2004; Gonzélez-Benito et al., 2004;
Kaviani, 2011).

Na criopreservacdo ndo ha a necessidade de subcultivos como acontece
no cultivo minimo, o que diminui o risco de ocorrer variacdo somaclonal. Além
disso, o material é criopreservado em um espaco limitado e o custo com a
manutencdo é menor em comparacdo com outras técnicas de conservacao
(Gonzales-Benito et al., 2004).

Dos fatores que podem prejudicar o material conservado por
criopreservacdo, podem ser citadas a lesdo irreversivel, causada pela formacéo
de cristais de gelo intracelulares e a alta dessecacdo (Kaviani, 2011). Dessa
forma, para que o processo de criopreservacdo seja bem-sucedido, é essencial
que se evitem esses fatores que causam lesfes as células (Kami, 2012).

Os primeiros trabalhos sobre criopreservacdo de sementes em espécies
do género Passiflora ocorreram no inicio dos anos 2000, quando foi observada a
necessidade de alternativas a conservacao a campo para espécies desse género
(Ospina et al., 2000; Meletti et al., 2004; Meletti et al., 2007; Padua et al., 2011;
Veiga-Barbosa et al., 2013).

A técnica de criopreservacdo em sementes de Passiflora consiste em
conservar em nitrogénio liquido sementes com baixos teores de agua intracelular
a fim de que se obtenha uma boa resposta da retomada do desenvolvimento das
sementes criopreservadas. No protocolo de criopreservacdo de sementes, o
primeiro passo € a determinacéo do teor de agua inicial nas sementes. Em geral,
€ utilizado o método de estufa (Brasil, 2009). Em seguida, as sementes sdo
desidratadas até atingirem o0s teores iniciais de agua desejaveis para
criopreservacéao, entre 10 - 12% para espécies intermediarias (Kaviani, 2011). E
entdo sdo colocadas em criotubos e imersas em nitrogénio liquido. A etapa de
descongelamento das sementes pode ser feita de duas formas, ou por

descongelamento rapido em banho-maria (Guevara et al., 2001) ou por
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descongelamento lento em temperatura ambiente, durante trés horas (Gonzéles-
Benito et al., 2009). Em geral, para avaliar a eficAcia do protocolo de
criopreservacdo, sdo executados testes de germinacéo, viabilidade e vigor das
sementes (Ospina et al., 2000; Guevara et al.,, 2001; Meletti et al.,, 2007
Gonzéles-Benito et al., 2009).

No Brasil, o primeiro trabalho sobre criopreservacdo de sementes de
Passiflora teve por objetivo avaliar a tolerdncia a dessecacédo das sementes de
espécies silvestres e comerciais (Meletti et al., 2004). Pois, a dessecacao das
sementes sem prejuizo a retomada de crescimento é uma etapa fundamental

para garantir o sucesso da técnica.
3.2.2.4.1. Criopreservacao de Passiflora pelo método de vitrificacéo

A vitrificacdo é uma técnica que foi definida por Fahy et al. (1984) como o
processo de solidificacdo de um liquido intracelular, tornando a agua que antes
estava em uma fase liquida para uma fase amorfa, ou vitrea, impedindo a
formacdo de cristais de gelo no interior das células.

Essa técnica baseia-se no tratamento de explantes com uma solucéo
vitrificante concentrada por periodos de tempo variaveis, seguido por uma
imersao direta em nitrogénio liquido, resultando tanto na vitrificagdo intra e
extracelular (Fahy et al., 1984). A Plant Vitrification Solution 2 (PVS2) é a solugéo
mais comumente aplicada, sendo constituida por 30% de glicerol, 15% de etileno
glicol, 15% de dimetilsulféxido (DMSO) e 0,4 mol L! de sacarose (Sakai et al.,
1990).

O uso dessa técnica é relatado para algumas espécies silvestres de
maracujazeiro como a P. suberosa L. e a P. pohlii Mast. (Garcia et.al., 2011b;
Merhy et al., 2012; Siméao et al., 2014). Esses trabalhos aplicam a vitrificacdo em
trés fases: na primeira fase, os explantes cultivados in vitro sdo excisados e pré-
cultivados por 24 horas em meio soélido, suplementado com 0,7 M de sacarose a
25°C. Na segunda fase, que € a de vitrificacdo propriamente dita, os explantes
que foram pré-cultivados s@o colocados em criotubos e incubados em solugéo de
PVS2 em diferentes periodos. Na terceira fase, os criotubos sdo mergulhados em
nitrogénio liquido e entdo armazenados (Garcia et al., 2011a; Merhy et al., 2012).
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3.2.2.4.2. Criopreservacdo de Passiflora pelo método de encapsulamento-
vitrificagéo

O encapsulamento-vitrificacdo surgiu a partir da combinacao das técnicas
de encapsulamento-desidratacéo e vitrificacdo. O encapsulamento-vitrificacao tem
apresentado boa aplicabilidade para o manuseio de explantes com tamanho
reduzido, pois observou-se que 0s explantes encapsulados sao mais faceis de
manipular, devido ao tamanho das capsulas de alginato (Sakai e Engelmann,
2007).

Para a formacdo das capsulas de alginato de calcio, € necessario o
preparo de duas solugbes. A primeira é composta por um meio liquido com os
sais de MS (Murashige e Skoog, 1962), acrescido de alginato de sédio sem
adicdo de calcio e sacarose. A segunda solucdo é descrita como meio de
encapsulamento, que é composta por sais de MS, cloreto de célcio, caseina
hidrolisada e sacarose. A reacdo entre as duas solucdes é que forma as cdpsulas
(Engelmann, 1997)

Existe apenas um relato do uso dessa técnica aplicada para a espécie P.
suberosa. Para essa técnica, Garcia et al. (2011b) obtiveram 28% de regeneracéo
de &pices caulinares, em conjunto com o pré-crescimento em meio contendo alta
concentracdo de sacarose. Esses autores observaram ainda uma maior
regeneracdo para 0s explantes incubados na auséncia de luz apés a

criopreservacao, em comparacao com a técnica de vitrificacéo.

3.2.2.4.3. Criopreservacdo de Passiflora pelo método de vitrificacdo em

goticulas

Esta técnica é derivada do congelamento em goticulas e da vitrificacéo.
No protocolo de vitrificacdo em goticulas, os explantes sdo colocados em uma
solucdo de carregamento, tratados com a solucdo de vitrificacdo PVS2 e
colocados individualmente em 5-10 pyL de gota de PVS2 sobre tiras de aluminio,
gue sdo, entdo, imersas em nitrogénio liquido. Para o descongelamento, as tiras
de aluminio sdo mergulhadas em meio liquido contendo alta concentracdo de
sacarose e apos 20 minutos de descarregamento, 0s explantes sao retirados e
colocados em meio de recuperacdo (Sakai e Engelmann, 2007). Apesar de ser

uma técnica promissora para as espécies de Passiflora L. ha apenas um relato
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utilizando essa técnica na criopreservacdo de apices caulinares e gemas laterais

de P. cincinnata, P. gibertii e P. setacea (Soares, 2013).

3.2.3 MATERIAL E METODOS

Como material vegetal, foram utilizadas sementes de polinizacdo aberta
de Passiflora setacea DC., coletadas na Escola Técnica Agricola Antonio Sarlo -
Campos dos Goytacazes - RJ. A pesquisa foi realizada no Setor de Horticultura
do Laboratério de Fitotecnia (LFIT) do Centro de Ciéncias e Tecnologias
Agropecuarias (CCTA), da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy

Ribeiro.
3.2.3.1. Estabelecimento in vitro
3.2.3.1.1. Desinfestacao das sementes

Para facilitar a germinacédo, os tegumentos das sementes foram retirados
com auxilio de uma minimorsa antes da desinfestacdo. Em camara de fluxo
laminar, as sementes sem tegumento foram mergulhadas em alcool 70% por 30
segundos e imersas em solucdo de hipoclorito de sédio (NaClO) a 0,5% com 2
gotas de Tween 20 em 80 mL da solugéo por 15 minutos, enxaguadas trés vezes

em agua desionizada e autoclavada.
3.2.3.1.2. Germinacgao in vitro

Apés a desinfestacdo, as sementes sem o tegumento foram colocadas
em meio de cultura contendo a metade da concentracédo dos sais minerais do MS
(Murashige e Skoog, 1962), 30,0 g L' de sacarose, 0,10 g L' de mio-inositol
acrescido de vitaminas B5 (Gamborg et al., 1968), 7,0 g L* agar (Vetec®) e pH do
meio ajustado para 5,7+ 0,1. Foram distribuidos 40 mL de meio por frasco (125
mm x 60 mm) vedado com tampa rigida de polipropileno. Apés a autoclavagem as
tampas foram substituidas por tampas ventiladas por duas membranas.

Foram colocadas cinco sementes por frasco e estes foram mantidos por

10 dias no escuro em temperatura de 27+2°C e, entdo, transferidos para a luz por
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mais 20 dias com fotoperiodo 16:8 (luz:escuro), fornecida por lampadas
fluorescentes OSRAM® luz do dia, irradiancia de 50 ymol m2 s,

Ap6s 30 dias, foram consideradas germinadas as plantulas que
apresentaram raiz e parte aérea expandidas. Dessas plantulas foram extraidos os

segmentos nodais para o encapsulamento-vitrificagcéo e vitrificacdo em goticulas.
3.2.3.2. Encapsulamento-vitrificagdo

Os segmentos nodais contendo uma gema foram seccionados com

tamanho de aproximadamente 0,5 cm.
3.2.3.2.1 Pré-cultivo

Para o pré-cultivo foram utilizados 240 segmentos nodais. Foram
distribuidos 120 segmentos nodais em cada Erlenmeyer com capacidade de 200
mL, contendo 60 mL de meio de pré-cultivo MS liquido, sob agitacdo continua
(100 rpm) em mesa agitadora (Nova Etica, Mod. 109), sem adicdo de célcio
suplementado com 2% de alginato de sdédio e 0,09 mol L sacarose por 24 horas
(Figura 13).
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Figura 13. Pré-cultivo de segmentos nodais de P. setacea DC. em solu¢do de MS
liquido sobre mesa agitadora (100 rpm).

3.2.3.2.2 Encapsulamento

Apos 24 horas em meio de pré-cultivo, os segmentos nodais que estavam
no Erlenmeyer foram dispensados com auxilio de uma pipeta com ponteiras
estéreis juntamente com 0,1 mL da solucéo de alginato de sddio, e colocados em
outro frasco com a solucdo de cloreto de célcio (CaCl2) para formacdo das
capsulas. A solucédo de cloreto de célcio foi composta pelo sais de MS, contendo
0,1mol Lt de CaClz, suplementada com 0,09 mol L de sacarose. Os segmentos
nodais permaneceram na solucdo de CaClz por 30 minutos para formacgédo das
capsulas (Figura 14 a, b).

Figura 14. Encapsulamento de segmentos nodais de P. setacea DC. apés
imersdo em solucao de cloreto de célcio (a), segmentos nodais encapsulados de
P. setacea DC. (b).

3.2.3.2.3. Solucéo de osmoprotecéo (crioprotecao)
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Os segmentos nodais encapsulados foram colocados em Erlenmeyers
com 40 mL de solucdo de osmoprotecdo, que é uma solucdo crioprotetora,
composta pelos sais de MS, suplementada com 0,75 mol L* de sacarose e 1 mol
Lt de glicerol, durante 24 horas sob rotacdo de 100 rpm em mesa agitadora
(Nova Etica, Mod. 109) a 25°C (Figura 15).

Figura 15. Segmentos nodais encapsulados de P. setacea, imersos em solucéo
de osmoprotecdo sobre mesa agitadora (100 rpm).

3.2.3.2.4. Solugao de vitrificagao

Na etapa de vitrificacdo, os segmentos nodais encapsulados foram
desidratados em solucéo de vitrificacdo PVS2 (Plant Vitrification Solution 2). Essa
solucdo é composta por 0,4 mol L de sacarose, 30% de glicerol, 15% de DMSO
(Dimetilsuféxido), 15% de etileno glicol em meio contendo os sais de MS, com pH
ajustado para 5,7, em banho de gelo a 0°C (Figura 16 a). Foi colocado 1 mL da
solucdo de PVS2 em cada criotubo com capacidade para 2 mL e, em seguida,
foram colocados quatro segmentos nodais encapsulados em cada criotubo. Os
criotubos com os segmentos nodais encapsulados foram dispostos em uma caixa
de isopor com gelo, para garantia de temperatura de 0°C pelo tempo de
exposicdo a PVS2 determinado para cada tratamento (Tabela 10) (Figura 16 b).
Apés o tempo de exposicdo a PVS2 determinada para cada tratamento, 0s
criotubos foram imersos em nitrogénio liquido por 24 horas. No dia seguinte, foi

feito o descongelamento (Figura 16 c).



40

Figura 16. Segmentos nodais encapsulados de P. setacea DC., tratados com
solucéo de vitrificacdo PVS2 (a), imerséo de criotubos em banho de gelo (0°C)
(b), e armazenamento dos criotubos em nitrogénio liquido (c).

Tabela 10. Descricdo dos tratamentos para o uso da técnica de encapsulamento-
vitrificacdo de segmentos nodais de P. setacea DC. Campos dos Goytacazes -
RJ, 2017.

TRATAMENTOS

T1 SNE em imerséo rapida no PVS2 (0°C), nitrogénio liquido por 24 h.
T2 SNE por 15 min. no PVS2 (0°C), nitrogénio liquido por 24 h.

T3 SNE por 30 min. no PVS2 (0°C), nitrogénio liquido por 24 h.

T4 SNE por 45 min. no PVS2 (0°C), nitrogénio liquido por 24 h.

T5 SNE por 60 min. no PVS2 (0°C), nitrogénio liquido por 24 h.

T6 SNE por 90 min. no PVS2 (0°C), nitrogénio liquido por 24 h.

T7 SNE por 120 min. no PVS2 (0°C), nitrogénio liquido por 24 h.

T8 SNE por 180 min. no PVS2 (0°C), nitrogénio liquido por 24 h.

CONTROLES

C1 SNE imersos diretamente no nitrogénio liquido por 24 h.

C2 SNE por 15 min. no PVS2 (0°C), sem nitrogénio liquido.

C3 SNE por 60 min. no PVS2 (0°C), sem nitrogénio liquido.

C4 SNE sem PVS2 e sem nitrogénio liquido.

C5 SNE por 90 min. no PVS2 (0°C), sem nitrogénio liquido.

C6 SNE por 120 min. no PVS2 (0°C), sem nitrogénio liquido.
C7 SNE por 180 min. no PVS2 (0°C), sem nitrogénio liquido.

*SNE= Segmentos nodais encapsulados.

3.2.3.2.5. Descongelamento

Depois de armazenados em nitrogénio liquido, os criotubos foram
rapidamente aquecidos em agua morna (40°C) por dois minutos (Figura 17 a). Em
seguida, foi retirada a solucdo de PVS2 dos criotubos e 0os segmentos nodais
encapsulados foram incubados em 40 mL de solucdo de descarregamento,
composta por sais do meio MS com 1,2 mol L* de sacarose durante 20 minutos
em mesa agitadora a 100 rpm (Nova Etica, Mod. 109) (Figura 17 b).
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Figura 17. Descongelamento rapido de segmentos nodais encapsulados de P.
setacea DC., imersos em agua a 40°C (a), segmentos nodais encapsulados de P.
setacea em solucdo de descarregamento sobre agitacao (100 rpm) (b).

3.2.3.2.6. Inoculacdo em meio de regeneracao

Os segmentos nodais encapsulados foram transferidos para frascos de
cultivo (65mm x 125 mm) com meio de regeneracdo composto pelos sais de MSM
(Monteiro et al., 2000a), contendo 30 g L de sacarose e suplementado com 2,22
pumol L de BA (Figura 18).

Figura 18. Inoculacdo de segmentos nodais encapsulados de P. setacea DC., em
meio de regeneracao.
3.2.3.2.7. Delineamento e avaliacdes

O experimento de encapsulamento-vitrificacdo foi conduzido em

delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticdes, a parcela foi
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constituida por um criotubo com quatro segmentos nodais encapsulados. Foi
avaliada a porcentagem de sobrevivéncia, formacado de calos e formacdo de
brotacdes, considerando 25% de sobrevivéncia para cada explante que
apresentasse coloracdo verde apos 60 dias, totalizando 100% quando todos os
explantes apresentavam coloracdo verde ao final dos 60 dias. O mesmo foi feito
para formacao de calos e brotacdes.

3.2.3.3. Vitrificacdo em goticulas

Para a vitrificacdo em goticulas (droplet vitrification) as sementes foram
colocadas para germinar conforme metodologia descrita no item 3.2.3.1.2. Em
seguida, os segmentos nodais de 0,5 cm foram excisados das plantulas
germinadas in vitro e colocados em meio composto pelos sais de MSM,
suplementado com 2,22 pmol L de 6-benziladenina (BA), 30 g L de sacarose,
vitaminas de White, 0,1g L* de mio-inositol, durante 14 dias.

Em cémara de fluxo laminar, foram excisadas gemas axilares dos
segmentos nodais cultivados in vitro, com aproximadamente 1,0 mm de tamanho,
com o auxilio de um microscépio estereoscopico (Tecnival®). As gemas foram
colocadas em placa de Petri com meio de pré-cultivo sélido [sais de MS e 30 g L
de sacarose], por 24 horas até a retirada de todas as gemas (Figura 19 a). Ap6s
esse periodo, em condicbes assépticas de camara de fluxo laminar, foram
dispostas tiras de aluminio (30 mm x 5 mm) em uma placa de Petri sobre bloco de
gelo, garantindo uma temperatura proxima aos 0°C (Figura 19 b). Em cada tira de
aluminio foram depositadas oito gotas de 4 pL da solucdo de vitrificagcdo PVS2,
em seguida as gemas laterais foram imersas nas gotas sendo realizada a

vitrificacdo de acordo com cada tratamento (Tabela 11) (Figura 19 c).
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Tabela 11. Tratamentos e controles para a criopreservacao por vitrificacdo em
goticulas em gemas de segmentos nodais de P. setacea DC. Campos dos
Goytacazes - RJ, 2017.

TRATAMENTOS

Tl Gemas com vitrificacdo em goticulas de PVS2 por 60' e imersdo em NL
T2 Gemas com vitrificacdo em goticulas de PVS2 por 45' e imersdo em NL
T3 Gemas com vitrificacdo em goticulas de PVS2 por 30' e imersdo em NL

CONTROLES

Cl Gemas sem vitrificacdo em goticulas de PVS2 e sem imersdo em NL

C2 Gemas sem vitrificagdo em goticulas de PVS2 e imersas no NL

C3 Gemas com vitrificacdo em goticulas de PVS2 por 60' e sem imersao em
NL

Apos o periodo de vitrificacdo, as tiras de aluminio e os criotubos foram
imersos em um recipiente contendo NL e, em seguida, com o auxilio de uma
pinca, as tiras de aluminio foram colocadas nos criotubos, posteriormente
vedados e colocados em canisters para o armazenamento em tanque de NL
(Figura 19 d).

As gemas laterais permaneceram por um periodo de 24 horas em NL
(Figura 19 e), em seguida foram retiradas e colocadas diretamente em solucéo de
descarregamento contendo sais de MS e 1,2 mol L de sacarose. Apds esse
periodo, as gemas foram cultivadas em meio de regeneracao contendo sais MSM,
30 g L de sacarose e suplementado com 2,22 ymol L de BA, mantidas no
escuro em temperatura de 27+2°C por 30 dias e mais 30 dias na luz com
fotoperiodo 16:8 (luz:escuro), fornecida por lampadas fluorescentes OSRAM® |uz

do dia, irradiancia de 50 pmol m?2 s,
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Figura 19. Fluxograma com as etapas de vitrificacdo por goticulas para gemas
laterais de P. setacea. Gemas cultivadas em meio MS sdélido por 24 h. (a), tiras de
aluminio sobre placa de gelo (b), gemas imersas em gota de PVS2 sobre tira de
aluminio (c), gemas imersas em nitrogénio liquido (d), tiras de aluminio colocadas
em criotubo (e), armazenamento dos criotubos em tanque de nitrogénio liquido (f).

3.2.3.3.1. Delineamento e avaliacdes

O experimento de vitrificacdo em goticulas foi montado em delineamento
inteiramente casualizado (DIC), com cinco repeticdes. Cada repeticdo consistiu de
um criotubo com uma tira de aluminio contendo oito gemas sob goticulas de
PVS2. Foram avaliadas a porcentagem de sobrevivéncia, formacdo de calos e
formacdo de brotagcbes apos 60 dias. Foi considerada viva a gema que
apresentasse coloragdo verde apos 60 dias, cada gema equivaleu a 12,5%. O

mesmo foi considerado para formagéao de calos e brotagoes.
3.2.3.3.2. Anédlises Estatisticas

As variaveis da criopreservacdo foram submetidas as pressuposi¢des de
normalidade e homogeneidade pelo teste de Lilliefors e Bartlett, respectivamente.
Em seguida, as variaveis do encapsulamento-vitrificacao foram transformadas em
raiz quadrada de x + 1 antes da andlise de variancia e as médias foram
agrupadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Para vitrificacdo em



45

goticulas, as variaveis foram transformadas em raiz quadrada de x antes da
andlise de variancia e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade, com o auxilio do programa estatistico SISVAR® (Statistical Analysis
System, versao 5.6) (Ferreira, 2011Db).

3.2.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.2.4.1. Encapsulamento-vitrificagdo em segmentos nodais de P. setacea
DC.

Para a criopreservacdo por encapsulamento-vitrificacdo de segmentos
nodais, foi observada diferenca significativa (p<0,05) para as variaveis analisadas
(Tabela 12).

Tabela 12. Resumo da andlise de variancia com o grau de liberdade e quadrados
médios sobre a porcentagem de sobrevivéncia, formacdo de brotacdes e
formacdo de calos em segmento nodal de Passiflora setacea DC., submetidos a
criopreservacao por encapsulamento-vitrificacdo. Campos dos Goytacazes - RJ,
2017.

Fonte de aL Sobrevivéncia Calos Brotacbes
Variagéao QM QM QM
Tratamentos 14 3834,821429** 2296,130952** 1848,214286**
Residuo 45 270,833333 243,055556 531,2500

**|Indica significancia p <0,01.

Houve formacéo de calos e brotagcbes apenas nos controles que nao
foram imersos em NL. Nenhum segmento nodal sobreviveu a imersdao em NL
(Tabela 13).
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Tabela 13. Porcentagem de sobrevivéncia, formacédo de brotacdes e calos em
segmentos nodais encapsulados de Passiflora setacea DC., submetidos a
criopreservacao por encapsulamento-vitrificacdo, apds 60 dias de cultivo in vitro.
Campos dos Goytacazes - RJ, 2017.

Tral:t)e\llrggntos NL Sobrevivéncia Calos Brotacdes

Cl - 24h 0,00 c 0,00 b 0,00 b
C2 15 min. - 37,50 b 37,50 a 37,50 a
C3 60 min. - 75,00 a 68,75 a 37,50 a
C4 - - 81,25 a 62,50 a 56,25 a
C5 90 min. - 62,50 a 0,00 b 50,00 a
C6 120 min. - 50,00 a 6,25b 31,25a
C7 180 min. - 31,25b 0,00 b 31,25a
Tl Imersdo 24h 0,00 c 0,00 b 0,00 b

rapida
T2 15 min. 24h 0,00 c 0,00 b 0,00 b
T3 30 min. 24h 0,00 c 0,00 b 0,00 b
T4 45 min. 24h 0,00 c 0,00 b 0,00 b
T5 60 min. 24h 0,00 c 0,00 b 0,00 b
T6 90 min. 24h 0,00 c 0,00 b 0,00 b
T7 120min.  24h 0,00 c 0,00 b 0,00 b
T8 180 min. 24h 0,00 c 0,00 b 0,00 b

CV(%): 40,92 66,32 81,16

Médias seguidas pela mesma letra na coluna pertencem a um mesmo grupo pelo teste Scott-
Knott.

Para a variavel sobrevivéncia foi observada diferenca significativa
(p<0,05) entre os controles ndo imersos em NL. A sobrevivéncia dos segmentos
nodais tratados com PVS2 por 60 (C3), 90 (C5) e 120 (C6) minutos ndo diferem
do controle sem tratamento com PVS2 (C4). Os controles submetidos a
vitrificacdo por 15 (C2) e 180 (C7) minutos apresentaram menor porcentagem de
sobrevivéncia, 37,50 e 31,25%, respectivamente. Os segmentos nodais imersos
diretamente em NL sem PVS2 (Cl) ndo sobreviveram. Também nao foi
observada sobrevivéncia para todos os tratamentos em gque 0s segmentos nodais
foram imersos em NL (Tabela 13).

Para a formacdo de calos nos controles, foi observada diferenca
significativa. Os segmentos nodais submetidos a 15 e 60 minutos em PVS2 e o
controle sem PVS2 tiveram as maiores porcentagens de formacao de calos. N&o
houve diferenca significativa (p<0,05) para formacdo de brotacdes entre os

controles que néo foram imersos no NL. Nos controles de 90 e 180 minutos em
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PVS2 foi observada organogénese por via direta, ou seja, ndo houve formacéo de
calos, apenas de brotagOes (Tabela 13).

Utilizando a técnica de encapsulamento-vitrificacdo ndo foi possivel
regenerar nenhuma planta apos a imersdo em NL a partir de segmentos nodais
(Tabela 13). Em busca do desenvolvimento de um protocolo de criopreservacao
para segmentos nodais de P. pohlii utilizando as técnicas de vitrificacdo e
encapsulamento-vitrificacdo, Merhy et al. (2012) obtiveram resultados superiores
com a técnica de vitrificacdo, no entanto, ao utilizarem o encapsulamento-
vitrificacdo esses autores observaram uma taxa de sobrevivéncia muito baixa
para esse tipo de explante.

Ja Viana et al. (2012), comparando a eficacia dos protocolos de
vitrificacdo e encapsulamento-vitrificacdo na criopreservacdo das espécies P.
suberosa e P. foetida, observaram que para essas espécies a técnica de
encapsulamento-vitrificagdo foi mais eficaz na retomada de crescimento dos
explantes em comparacdo com a técnica de vitrificacdo. Esses autores sugerem
gue as capsulas de alginato de célcio proporcionaram uma protecao adicional,
reduzindo a toxicidade da solugao de vitrificacao.

Como exposto, as espécies do género Passiflora spp. exibem respostas
distintas aos tratamentos de criopreservacdo. No presente trabalho, ndo foi
observada sobrevivéncia dos segmentos nodais de P. setacea. criopreservados
por meio da técnica de encapsulamento-vitrificacdo. A etapa da extracdo dos
segmentos nodais pode ter corroborado com esses resultados, pois, explantes
maiores que 1 mm possuem espacos intracelulares maiores que podem acumular
agua e, portanto, cristalizar, principalmente ao passarem pelas temperaturas de -
15°C a - 60°C que é a faixa critica onde ocorre a formacao de cristais de gelo nas
células (Mazur, 1984). No presente trabalho foi utilizado explantes de 5 mm.

Outro ponto importante é o uso da solucao de pré-, rica em sacarose, que
pode auxiliar na protecao dos explantes antes da imersédo em NL (Santos, 2000).
No presente trabalho, a solugédo de pré-cultivo apresentava 0,09 M de sacarose.
Garcia et al. (2011b), ao utilizarem o protocolo de encapsulamento-vitrificacdo
para criopreservacdo de P. suberosa testaram trés concentragfes de sacarose
para a etapa de pré-cultivo, onde os explantes expostos a solugdo com 0,3 M de
sacarose mostraram maior porcentagem de retomada do crescimento e

multiplicacdo de brotacfes. A otimizacdo da etapa de pré-cultivo com a utilizacéo
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de uma solucdo concentrada de sacarose pode ser um ponto fundamental que
colabore para o sucesso da técnica.

A solucdo vitrificante PVS2 pode ser tdxica para muitas espécies,
principalmente devido a presenca do DMSO (Heringer et al., 2013; Best, 2015),
embora, para Passiflora, ainda ndo tenha sido relatado nenhuma reacao fitotoxica
(Garcia et al., 2011b; Merhy et al., 2012; Soares, 2013). No presente estudo
também foi observado que o PVS2 ndo apresentou toxicidade em segmentos
nodais de P. setacea. Pois foram constatadas a sobrevivéncia, formacao de calos
e brotacbes em segmentos nodais de Passiflora setacea expostos a solucéo
contendo DMSO.

O protocolo de encapsulamento-vitrificacdo vem mostrando eficiéncia
para a criopreservacao de muitas espécies (Wang et al., 2004; Viana et al., 2012;
Wang et al., 2014). As varias etapas sdo muito minuciosas e o0 menor erro pode
comprometer todo 0 processo e 0 sucesso da técnica. O protocolo utilizado para
criopreservacdo por meio de encapsulamento-vitrificacdo do presente trabalho
nao foi eficiente para regeneracdo de plantas apos a criopreservagao. O tamanho
dos explantes excisados (excessivamente grande) e a solucdo de pré-cultivo que
poderia ser substituida por uma solu¢cdo com maiores concentracfes de sacarose

podem ter contribuido para o insucesso da técnica.

3.2.4.2. Vitrificacdo em goticulas de gemas axilares de P. setacea DC.

Para a criopreservacdo por vitrificacdo em goticulas de gemas axilares
extraidas de segmentos nodais de P. setacea, foram observadas diferencas
significativas (p<0,05) para sobrevivéncia, formacéo de calos e brotacdes (Tabela
14).
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Tabela 14. Resumo da analise de variancia com o grau de liberdade e quadrados
médios sobre a porcentagem de sobrevivéncia, formacdo de calos e brotacdes
em gemas axilares de segmentos nodais de Passiflora setacea DC., submetidos a
criopreservacdo por vitrificacdo em goticulas. Campos dos Goytacazes - RJ,
2017.

Fonte de Sobrevivéncia Formacdo de Formagcéo de
Variacio CF Calos Brotacdes
¢ QM QM QM
Tratamento 5 5443,981481** 4782,870370** 1645,370370**
Residuo 21 127,976190 199,404762  157,738095

**|ndica significancia P <0,01.

Para a variavel sobrevivéncia foi observada diferenca significativa
(p<0,05) entre os tratamentos criopreservados ou ndo. A maior porcentagem de
sobrevivéncia (85%) foi obtida quando as gemas foram submetidas a PVS2 por
60 minutos, sem imersdo em NL (C3). Foi observado que ndo houve diferenca
significativa (p<0,05) quando as gemas ndo foram submetidas a PVS2 e NL (C1)
e no tratamento em que as gemas foram submetidas a PVS2 por 30 minutos e
imersas no NL (T3). Nao foi observada sobrevivéncia e nem formacéo de calos e

brotagbes para os demais tratamentos (Tabela 15).

Tabela 15. Porcentagem de sobrevivéncia do explante, formacdo de calos e
brotacbes em gemas de segmentos nodais de Passiflora setacea. Campos dos
Goytacazes - RJ, 2017.

Tratamentos Sobrevivéncia Formacéao de Formacéao de
PVS2 NL do explante Calos BrotagoOes
Cl - - 42,50 b 42,50 a 7,50 b
C2 - 24h. 0,00 c 0,00 b 0,00 b
C3 60 min. - 85,00 a 77,50 a 47,50 a
T1 60 min. 24h 0,00 c 0,00 b 0,00 b
T2 45 min. 24h 0,00 c 0,00 b 0,00 b
T3 30min. 24h 17,50 b 10,00 b 7,50 b
CV(%) 35,81 43,48 75,41

Médias seguidas por letras iguais mindscula na coluna néo diferem entre si (p<0,05) pelo teste de
Tukey.

Para variavel formacdo de calos, foi observada diferenga significativa
(p<0,05) entre tratamentos (Tabela 15). As maiores porcentagens de formacao de

calos foram obtidas quando as gemas foram submetidas a PVS2 por 60 minutos
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sem imersédo no NL (C3) e, quando as gemas nao foram submetidas a PVS2 e ao
NL (C1). As gemas que foram submetidas a PVS2 por 30 minutos antes da
imersdo em NL (T3) foram as uUnicas que apresentaram formacéo de calos ap0s
criopreservacao (Tabela 15).

Para a formacdo de brotacOes foi observada diferenga significativa
(p<0,05) entre os tratamentos, onde as gemas que foram submetidas a PVS2 por
60 minutos sem imersdo em NL obtiveram maior porcentagem de formacdo de
brotacdes por explante (C3). As gemas que nao foram submetidas a PVS2 e ao
NL (C1l) e o tratamento em que as gemas foram submetidas a PVS2 por 30
minutos antes da imersdo em NL (T3) formaram brotac¢des (7,50%), embora nao
diferindo estatisticamente dos tratamentos que nao apresentaram nenhuma
formacéo de brotacfes (Tabela 15).

E crescente o nimero de espécies criopreservadas com sucesso pela
técnica de vitrificacdo em goticulas (Panis et al., 2005; Barraco et al., 2011; Zhang
et al., 2015; Wang et al., 2017). Embora sua aplicabilidade pareca ser promissora
para as espécies de Passiflora, ainda sdo poucos os trabalhos utilizando essa
técnica. Soares (2013) conseguiu regenerar até 50% de gemas apicais
criopreservadas de P. setacea, utilizando vitrificacdo em goticulas. As gemas
apicais possuem alto poder regenerativo, o que pode favorecer a recuperacao
desses explantes. Ja para o presente estudo, apos a criopreservacao de gemas
axilares, as taxas de sobrevivéncia, formacé&o de calos e brota¢des foram de 17%,
10% e 7,5%, respectivamente.

Ao avaliar as duas técnicas aplicadas no presente trabalho, foi observado
que a vitrificacdo em goticulas apresentou melhores perspectivas para o uso na
criopreservacdo em detrimento do encapsulamento-vitrificacdo para a espécie P.
setacea. Apesar de resultados promissores na criopreservacdo de muitas
espécies utilizando a técnica de encapsulamento-vitrificagdo (Ming-Hua e Sen-
Rong, 2010; Wang et al., 2014; Jeon et al., 2015), as especificidades do processo
de cada etapa para essa técnica devem ser otimizadas para a eficiéncia na
criopreservacédo de P. setacea. Pois, a combinacdo dos efeitos de cada etapa
esta diretamente ligada ao sucesso da criopreservacao (Park e Kim, 2015).

Os efeitos resultantes de cada etapa, desde o tamanho do segmento
nodal excisado, o pré-cultivo, encapsulamento, osmoprotecdo, vitrificacéo,

descongelamento e regeneracdo ndo mostraram taxas de sobrevivéncia com o
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uso da técnica de encapsulamento-vitrificagdo, embora tenha sido observada a
sobrevivéncia quando usado o protocolo de vitrificacdo em goticulas. De acordo
com esses resultados é necessario incorporar novas modificacdes a técnica de
encapsulamento-vitrificacdo para obtencdo de melhores respostas e garantir o
sucesso da criopreservacdo, além de otimizar o protocolo de regeneracdo de
gemas axiliares criopreservadas por meio da técnica de vitrificagdo em goticulas,

a fim da garantia do sucesso da criopreservacgao.

3.2.5. CONCLUSAO

O protocolo de encapsulamento-vitrificacdo utilizado néo foi eficiente para
a criopreservacao de segmentos nodais de P. setacea DC.
No protocolo de vitrificacdo em goticulas, as gemas axilares de P. setacea

DC. apresentaram 17,50% de sobrevivéncia, apés a criopreservacao.
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