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RESUMO

A fragmentacdo e perda de habitats provenientes das atividades humanas tém ameacado cada
vez mais espécies, principalmente as silvestres como Passiflora gibertii, um maracujazeiro
nativo do Cerrado que possui potenciais alimenticio, ornamental e terapéutico. Nesse contexto,
torna-se importante o uso das ferramentas de conservacdo para esses individuos, como as
alternativas in vitro. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi estabelecer um protocolo de
conservacao in vitro para a espécie P. gibertii, a partir do uso de segmentos nodais, por meio
da técnica de armazenamento via crescimento lento. Para a indugéo do crescimento lento, foram
utilizados segmentos nodais de 0,5 cm de comprimento, previamente isolados de brotacoes
micropropagadas com 2 mg L™ de 6 — benzilaminopurina (BAP) e posteriormente inoculados
em meio de cultivo variando nas concentragdes de sacarose (0, 15, 30, 45 ou 60 g L) e nos
tipos de luminosidade durante o armazenamento (normal, com densidade de fotons de 50,71
UM m2s?, ou reduzida, com densidade de fotons de 16,66 UM m2 s1). Ao longo de 180 dias,
as plantas foram avaliadas quanto a sobrevivéncia, nimero e comprimento de brotos, nimero e
comprimento de raizes, numero de folhas e indice de senescéncia. Ap6s 90 e 180 dias de
crescimento, os apices caulinares foram retirados e transferidos, para verificar a capacidade de
retomada do crescimento. Ao final dos 180 dias, os brotos enraizados foram submetidos a
aclimatizacdo por 60 dias, para avaliacdo do peso fresco, comprimento de brotos, raizes e
nimero de folhas. Recomenda-se o cultivo de segmentos nodais em 45 g L™ de sacarose e
armazenamento em luminosidade normal, para obter melhores parametros de crescimento nas
trés etapas, simultaneamente. Com a finalizacdo deste trabalho, foi possivel estabelecer um
protocolo de conservacao in vitro para P. gibertii, a partir do uso de segmentos nodais, por meio
da técnica de armazenamento via crescimento lento, que permitiu a retomada do crescimento
dos apices caulinares e aclimatizacdo das plantas resultantes, ap6s um ciclo de 240 dias.

Palavras-chave: Maracuja silvestre. Armazenamento. Crescimento lento. Conservacdo a
médio prazo. Potencial osmético.



ABSTRACT

Fragmentation and loss of habitats resulting from human activities have increasingly threatened
species, especially wild ones such as Passiflora gibertii, a passionfruit plant native to Cerrado
that has food, ornamental and therapeutic potential. In this context, the use of conservation tools
for these individuals, such as in vitro alternatives, becomes important. Thus, the objective of
this work was to establish an in vitro conservation protocol for the species P. gibertii, using
nodal segments, through the technique of storage via slow growth. For the induction of slow
growth, 0,5 cm long nodal segments were used, previously isolated from micropropagated
shoots with 2 mg L™ of 6 — benzylaminopurine (BAP) and subsequently inoculated in a culture
medium varying in sucrose concentrations (0, 15, 30, 45 or 60 g L) and types of luminosity
during storage (normal, with a photon density of 50,71 uM m s, or reduced, with a photon
density of 16,66 pM ms%). Over 180 days, seedlings were evaluated for survival, number and
length of shoots, number and length of roots, number of leaves and senescence index. After 90
and 180 days of growth, the shoot tips were removed and transferred to verify the ability to
resume growth. At the end of 180 days, the rooted shoots were submitted to acclimatization for
60 days, to evaluate fresh weight, shoot length, roots and number of leaves. It is recommended
the cultivation of nodal segments in 45 g L™ of sucrose and storage in normal light, to obtain
better growth parameters in the three stages, simultaneously. With the completion of this work,
it was possible to establish an in vitro conservation protocol for P. gibertii, from the use of
nodal segments, through the technique of storage via slow growth, which allowed the
resumption of shoot apices growth and acclimatization of the resulting seedlings, after a 240-
day cycle.

Keywords: Wild passion fruit. Storage. Slow growth. Medium-term conservation. Osmotic
potential.
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1 INTRODUCAO

O género Passiflora possui cerca de 500 espécies, dentre as quais 157 ocorrem no Brasil
e 87 sdo endémicas, contribuindo para que o pais possua a maior diversidade genética desses
individuos, conhecidos como “maracujas”. As espécies estdo distribuidas em quase todos 0s
estados e em maior abundancia na Mata Atlantica, Amazénia e Cerrado (ULMER &
MACDOUGAL, 2004; BERNACCI et al., 2020).

Seu valor econdmico € proveniente de aspectos nutricionais, ornamentais e medicinais,
sendo P. edulis o mais comercializado, representando mais de 95% da producdo. Além das
comercializadas, o interesse pelas espécies silvestres tem aumentado cada vez mais, ja que
muitas apresentam caracteristicas vantajosas de producdo e diversos potenciais econémicos.
Um exemplo é a P. gibertii, ou “maracuja do campo”, planta nativa do Cerrado brasileiro
(FALEIRO et al., 2019; SOARES et al., 2021).

Aumentar o conhecimento sobre as espécies silvestres também contribui para a sua
preservacdo, principalmente em um contexto de fragmentacdo e perda de habitats nos biomas
mais biodiversos (CERQUEIRA-SILVA et al., 2016). No caso do género Passiflora, o
desmatamento crescente para fins agricolas e expansdo urbana é uma das principais causas da
erosao genética, tornando-se importante 0 uso das ferramentas de conservacdo para esses
individuos (PACHECO et al., 2016; FALEIRO et al., 2019).

A conservacdo de recursos genéticos é dividida nos modelos in situ, quando a populacéo
¢ mantida no seu ecossistema natural, e ex situ, quando a conservacdo é fora do ambiente
natural, incluindo os bancos de sementes, cole¢cfes de campo e armazenamento in vitro
(O’DONNELL & SHARROCK, 2017; LIU et al., 2018). Dentro do género Passiflora, a
conservacao de algumas espécies é feita pelas cole¢bes de campo e bancos de sementes, apesar
das dificuldades de armazenamento (VEIGA-BARBOSA et al., 2013; PACHECO et al., 2016).
Sendo assim, as metodologias in vitro representam uma importante alternativa a ser utilizada.

Suas vantagens incluem a producdo e armazenamento de explantes com alta taxa de
multiplicacdo, de forma asséptica e em espaco reduzido, que pode ser feita por varios periodos
de tempo, via alteracGes nas condigdes de cultura (PACHECO et al., 2016; SILVA et al., 2019).
A producéo de sementes sintéticas e o crescimento lento sdo formas de armazenamento a curto
e médio prazo, respectivamente. Ja a conservacao a longo prazo € obtida pela criopreservacao
em nitrogénio liquido (ENGELMANN, 2011; DA SILVA et al., 2019).
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Em Passiflora spp., a conservacao é feita majoritariamente por meio da criopreservacao,
utilizando sementes e embrides (MERHY et al., 2014; PACHECO et al., 2016; PRUDENTE et
al., 2019). Outras técnicas como a de crescimento lento e producdo de sementes sintéticas sao
menos relatadas para o género (DA SILVA etal., 2015; PACHECO et al., 2016). Em P. gibertii,
ha apenas um trabalho de criopreservacao de sementes e um de armazenamento por crescimento
lento (FARIA et al., 2006; VEIGA-BARBOSA et al., 2013).

Além da reducdo da taxa metabdlica, a técnica do crescimento lento resulta no
prolongamento do tempo entre subcultivos e tem como objetivo manter a capacidade de
retomada de crescimento das plantas na pds-conservacio (KAMINSKA et al., 2018;
CHAUHAN; SINGH; QURAISHI, 2019). Como é um método capaz de ser otimizado por meio
de varios fatores e/ou condicdes de cultivo, representa inimeras possibilidades para se avancar
nos estudos de conservacao in vitro, tendo em vista 0s poucos trabalhos relatados para o género

e sendo ainda mais escassos para P. gibertii.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Passiflora spp. (Passifloraceae Juss. ex Roussel)

A familia botanica Passifloraceae pertence ao Filo Magnoliophyta, a Classe
Magnoliopsida e 8 Ordem Malpighiales. Nela estdo incluidas cerca de 700 espécies, distribuidas
principalmente nos climas tropicais e subtropicais. Sua ocorréncia é maior nas Américas
Central e do Sul, sendo 30% da riqueza de espécies pertencente a Coldmbia e Brasil, com menor
abundancia na Africa, Asia e Australia. A familia se subdivide em duas tribos e dezessete
géneros, sendo quatro deles de ocorréncia nacional: Ancistrothyrsus spp., Dilkea spp.,
Mitostemma spp. e Passiflora spp., este ultimo de maior abundéncia e importancia dentro da
familia (ULMER & MACDOUGAL, 2004; CERQUEIRA-SILVA et al., 2016).

O género Passiflora spp. inclui trepadeiras herbaceas ou lenhosas, arvores e arbustos;
com ou sem estipulas, do tipo lineares ou foliaceas; presenca de gavinhas axilares (podem estar
ausentes nas espécies arbdreas); folhas inteiras ou lobadas, com ou sem glandulas nectariferas
nos peciolos; as flores sdo actinomorfas, pentdmeras, com um a varios filamentos na corona e
androgindforo tipico; os frutos sdo indeiscentes do tipo baga (raramente deiscente tipo capsula),
contendo polpa mucilaginosa e sementes envolvidas por um arilo também mucilaginoso
(PAIVA et al. 2014; BERNACCI et al., 2020).
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Apesar de possuir aspectos morfoldgicos tipicos, existe uma ampla plasticidade
fenotipica entre seus individuos, como a forma e tamanho das folhas e coloracéo das flores,
resultando em uma alta variabilidade intraespecifica (BORGES et al., 2020). As espécies de
Passiflora spp. se adaptam bem aos diversos tipos de solos brasileiros, desde que possuam
umidade adequada, além de dependerem principalmente de luz solar em abundancia, chuvas
bem distribuidas e ventos moderados, caracteristicas dos tropicos que habitam. A temperatura
média ideal para o desenvolvimento das plantas possui amplitude elevada, variando entre 15 a
25 °C (FISCHER & MIRANDA 2021).

Passiflora spp. € o maior género de trepadeiras e lianas da regido Neotropical,
compreendendo mais de 530 espécies, dentre as quais 166 ocorrem no Brasil e 90 sdo
endémicas. Assim, o territorio brasileiro € o maior centro de diversidade genética do género,
cujos individuos séo conhecidos popularmente como “maracujas”’, nome de origem Tupi, que
significa “alimento em formato de cuia”. Seus individuos estéo distribuidos em todas as regides
biogeograficas, sendo a Mata Atlantica, Amazonia e o Cerrado 0s biomas com maior
abundancia de maracujazeiros. S6 no estado de Minas Gerais, existem cerca de 52 espécies
distribuidas (ULMER & MACDOUGAL, 2004; IMIG; MILWARD-DE-AZEVEDO; CERVI,
2018; BERNACCI et al., 2020).

A cultura do maracuja comecgou a ganhar importancia econdmica entre as décadas de
1960 e 1970 no pais, que é hoje seu maior produtor e consumidor mundial (MADALENA;
COSTA; LIMA, 2013; BERNACCI et al., 2020). As plantacdes se encontram em quase todos
os estados brasileiros, destacando Bahia e Ceara como seus principais produtores, com 168.457
e 145.102 toneladas produzidas em 2019, respectivamente, seguido de Santa Catarina, Minas
Gerais e Séo Paulo (IBGE, 2019).

E apesar de toda a riqueza existente no pais, sua biodiversidade ainda é muito pouco
conhecida. A espécie P. edulis representa mais de 95% da producéo, de grande relevancia para
a economia brasileira, devido & colheita continua da safra ao longo do ano todo. E mais
reconhecido pela populacdo nas suas variedades de “maracuja-amarelo” ou “azedo” (P. edulis
f. flavicarpa Degener), principalmente, e também de “maracuja-roxo” (P. edulis f. edulis Sims)
(FALEIRO et al., 2019).

A segunda espécie mais cultivada € a P. alata Curtis, ou “maracuja doce”, que possuli
menor comercializacdo devido a sua popularidade mais restrita (BERNACCI et al., 2003;
MUNHOZ et al., 2018). Também a espécie P. incarnata Linnaeus, ou “maracuja-vermelho”,
ainda mais rara de ser comercializada e que, embora ndo seja nativa nem possua frutos

comestiveis, é bastante utilizada pela industria farmacéutica (LEE et al., 2020). Por fim, a
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espécie P. cincinnata Mast., ou “maracuja-do-mato”, que tem se popularizado no mercado,
especificamente na regido semidrida, seu local de ocorréncia natural (CARMO et al., 2017).

O valor comercial das espécies estd associado principalmente aos aspectos nutricionais
dos seus frutos, ornamentais de suas flores e medicinais de suas folhas, sementes e raizes. Os
frutos do maracuja-amarelo possuem polpa rica em nutrientes e vitaminas, sendo consumidos
in natura ou processados de forma integral, incluindo sementes, casca e albedo (SOZO et al.,
2016; DE MOURA et al., 2021). Ja as suas folhas sdo utilizadas para fins farmacologicos, pois
apresentam principios ativos com diversas propriedades benéficas, com destaque para as acdes
sedativas, ansioliticas e anti-inflamatorias (LEAL, 2016; RAVI et al., 2021).

Além disso, as espécies silvestres tém apresentado cada vez mais potencialidades de
interesse, além de possuirem caracteristicas vantajosas de producdo (FALEIRO et al., 2018).
Dentre estas, destaca-se P. gibertii N. E. Brown, ou “maracuja-do-campo”, nativa do Cerrado,
muito produtiva e de facil adaptacdo, com potenciais alimenticio, ornamental e terapéutico
(ARTIOLI-COELHO et al., 2015), ainda pouco explorados (FIGURA 1).

Figura 1 — Flor e fruto de P. gibertii N. E. Brown.

Fonte: Da autora (2022). Barra=1 cm.

O interesse pela producdo de frutos de espécies silvestres tem aumentado
significativamente devido as potencialidades nutricionais, sensoriais e terapéuticas cada vez
mais evidenciadas nos estudos. Também a maior longevidade, adaptacéo a condi¢des climéticas
adversas e periodo de florescimento sdo caracteristicas vantajosas que estas espécies
apresentam, de grande importancia para a producdo. Atrelado a isso, sdo fonte de genes
resistentes aos principais patdgenos da cultura, com varias aplicacGes para 0s programas de
melhoramento genético. Sendo assim, a grande variabilidade existente no pais fornece recursos
suficientes para o desenvolvimento de novas alternativas de producdo e uso dos maracujas
silvestres (CARVALHO et al., 2013; FALEIRO et al., 2019; SOARES et al., 2021).
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Além disso, aumentar o conhecimento sobre espécies silvestres é uma das formas de
contribuir com a sua preservacdo. Diversas espécies de maracujas encontram-se ameacadas
devido as diversas pressdes antropicas como fragmentacao, perda de habitats e desmatamento
extremo, principalmente as espécies silvestres, que ocorrem nos biomas mais impactados.
Como consequéncia, a crescente expansdo agricola e urbana pode levar a erosdo genética dessas
espécies e seus polinizadores, causando sua extingdo (CERQUEIRA-SILVA et al., 2016;
FALEIRO et al., 2019).

Desse modo, é de grande importancia o uso das ferramentas de conservacdo para esses
individuos. A conservacao da diversidade garante tanto a fonte de genes e produtos naturais a
serem estudados como também € necessaria devido ao seu valor ecoldgico, pois se trata de
plantas nativas pertencentes as regides mais biodiversas do pais. Alguns recursos genéticos de
Passiflora spp. ja sdo conservados em bancos de germoplasma, por meio de estratégias de
conservacao ex situ (ENGELMANN, 2011; PACHECO et al., 2016; FALEIRO et al., 2019).

2.1.1 Conservacao ex situ

As mudancas climaticas e a perda de biodiversidade sdo os dois maiores desafios
ambientais dos tempos atuais (WATSON & VENTER, 2017). A biodiversidade mundial, por
exemplo, estd decrescendo a uma taxa sem precedentes. De 2019 para 2020, cerca de 3.668
espécies vegetais foram adicionadas a The Red List of Threatened Species, refletindo um
aumento de 191% e 263% nas categorias “ameagada” e “criticamente ameagada” de extingdo,
respectivamente (IUCN, 2021). Adicionalmente, pela portaria n°® 443 do Ministério do Meio
Ambiente, cerca de 2.113 espécies, estdo incluidas na “Lista Nacional Oficial de Espécies da
Flora Ameagadas de Extingdo" (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2014). Tendo em vista
a gravidade desse cenario, estabelecer prioridades para conservar espécies € um desafio tanto
cientifico quanto pratico (SOUZA & BERNARD, 2019).

Assim, cada vez mais estratégias de conservacdo de germoplasma tém sido
desenvolvidas nesse contexto. A conservacdo de recursos genéticos tem como objetivo
primordial manter uma ampla diversidade de espécies, sejam de valor econémico, cultural,
conhecido ou potencial, incluindo espécies cultivadas, silvestres, medicinais e ornamentais. Os
métodos para a conservacao de germoplasma dividem-se em in situ, quando uma populacao é
mantida em seu ecossistema de desenvolvimento natural, e ex situ, quando a conservacao é

realizada fora do ambiente natural (ENGELMANN, 2011). Apesar de possuirem caracteristicas
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proprias, a combinagdo dos modelos in situ e ex situ tem sido determinada como a chave para
a conservacdo de espécies (NADARAJAN et al., 2018).

A conservacdo in situ mantém as especies dentro do seu ambiente natural, favorecendo
a regeneracdo individual por sementes. Sua principal vantagem € permitir a continuidade dos
processos evolutivos diante das pressoes seletivas, tanto de ocorréncia natural quanto induzidas,
pois garante que os materiais conservados (populagGes em equilibrio com o ecossistema)
permanecam parte do ambiente natural em constante alteracdo. Diferente das colecGes ex situ
que, apesar do seu valor, possuem a limitacdo de refletirem apenas a estrutura e variagédo
genética das populagdes em um dado momento, ndo representando toda a realidade (BELLON
etal., 2017; GALLO-CAJIAO et al., 2018; ENGELS & EBERT, 2021).

A conservacao in situ tem sido ha tempos foco da conservacdo pelo mundo. Entretanto,
0 requerimento de espaco amplo, alto custo e riscos bioticos e abioticos levaram a busca por
outras estratégias (VOLIS, 2017; CHAUHAN; SINGH; QURAISHI, 2019). Além disso, com
0 aumento das praticas agricolas, cresceu também a preocupacdo referente a eliminacdo da
biodiversidade no campo, expandindo a criacdo dos bancos ex situ (FAO, 2014). Suas colecbes
fornecem germoplasma para reintroducdo aos habitats originais ou ambientes restaurados,
possibilitando a conservacdo de espécies ja extintas na natureza e assegurando a protecdo das
plantas contra erosdo genética e ameacas naturais e antrOpicas, como poluicdo, guerras,
conflitos politicos e queimadas (O’DONNELL & SHARROCK, 2017).

Na conservacdo ex situ, as areas onde as populacdes serdo mantidas sdo previamente
identificadas e protegidas, por meio de medidas de gestdo cuidadosamente projetadas (VOLIS,
2017; BIDAK et al., 2021). Suas vantagens incluem: a capacidade de estocar varios acessos em
uma colecdo; a reprodutibilidade e padronizacdo de procedimentos para grandes culturas; a
manutencdo de genotipos especificos ao longo do tempo; o acesso rapido ao germoplasma para
caracterizacdo, pesquisa e intercambio; maior seguranca e condi¢fes sanitarias do material
conservado, reduzindo o risco de doencas (FAO, 2014; ENGELS & EBERT, 2021).

O modelo ex situ inclui os bancos de sementes, bancos génicos, cole¢des de campo,
jardins boténicos e armazenamento in vitro (O’DONNELL & SHARROCK, 2017; LIU et al.,
2018). A maioria das plantas é encontrada nas cole¢des dos jardins botanicos, mantidas por
instituicOes agrondmicas e florestais do pais. As maiores cole¢des pertencem aos cereais como
milho e trigo, sendo apenas 10% das colecdes globais representado pelas frutiferas. Nesse
grupo, a conservacéo é feita majoritariamente no campo (93%), sendo 7% voltada aos bancos
de sementes e conservacao in vitro (FERREIRA et al., 2011; SILVEIRA et al., 2018).
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A fragmentacdo e perda de habitats provenientes das atividades humanas tém ameacado
cada vez mais espécies. E, apesar dos avangos recentes, a conservacado ex situ de espécies
ameacadas ainda é uma questdo negligenciada no Brasil. Recentemente, um estudo de
levantamento verificou que 452 espécies ameacadas de exting¢do sao conservadas pelo modelo
ex situ, correspondendo a cerca de 21% da Brazilian Red List, sendo 440 delas mantidas em
casas de vegetacdo, 52 em bancos de sementes, 18 em bancos no campo e 8 séo conservadas in
vitro (SILVEIRA et al., 2018).

Estima-se que 75% da superficie terrestre esteja sofrendo pressdes humanas, sendo 40%
atribuido a agricultura. Nesse contexto, para plantas de ocorréncia natural em ambientes
impactados, a conservacdo ex situ pode representar sua Unica forma de sobrevivéncia
(MOUNCE; SMITH; BROCKINGTON, 2017). De acordo com o Centro Nacional de
Conservacao da Flora (CNCFlora), dentro da familia Passifloraceae, 35% das espécies
encontram-se “em perigo” e outras 5% “criticamente em perigo”. Além disso, para o género
Passiflora, o desmatamento crescente nas regides Centro-Norte para fins agricolas é uma das
principais causas da perda de diversidade, principalmente de espécies silvestres, que pertencem
aos biomas mais biodiversos (CERQUEIRA-SILVA etal., 2016; FALEIRO et al., 2019). Desse
modo, fica nitida a importancia das ferramentas de conservacdo para esses individuos.

Os primeiros projetos de conservacdo das espécies de Passiflora spp. datam de 1980,
quando foi criado o primeiro banco de germoplasma para o género, e tais cole¢des foram se
expandindo com o tempo e envolvendo Vvarias instituicdes. J& em ambito nacional, em 1990, a
Embrapa Cerrados deu inicio as pesquisas com espeécies silvestres e comerciais. Posteriormente,
em 2005, foi criado o Banco Ativo de Germoplasma de Passiflora spp. “Flor da Paixao”, que
abriga até hoje uma das maiores cole¢des de maracujas do mundo. S&o cerca de 50 colecBes
mundiais, com 1235 acessos distribuidos em 32 paises. S6 no Brasil, ha 8 cole¢bes e 500
acessos do género (FALEIRO et al., 2019).

A conservacao ex situ do maracujazeiro envolve, principalmente, a manutencdo dos
individuos nas cole¢des de campo, mantidas por instituices de pesquisa do pais (FALEIRO et
al., 2019). Também pode ser feita nos bancos de sementes, apesar da falta de conhecimento
sobre a melhor maneira de armazenamento para algumas espécies, ja que muitas produzem
sementes recalcitrantes, intolerantes a dessecacdo, ou intermediarias, que toleram a dessecagéo,
mas ndo as temperaturas baixas por longos periodos, alem de outras ainda ndo possuirem
informagdes suficientes disponiveis (VEIGA-BARBOSA et al., 2013; PACHECO et al., 2016).

O modo convencional de conservacdo do germoplasma é feito atualmente pela

manutencdo da planta no campo e também pelos bancos de sementes (PATHIRANA et al.,
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2016; WERDEN et al., 2020). Porém, tendo em vista os riscos de doencas, ataque de patégenos
no campo e perdas devido a desastres ambientais e acdo humana, além dos desafios que algumas
espeécies apresentam, impossibilitando o armazenamento de suas sementes, tem-se aumentado
0 interesse pelos métodos alternativos, ofertados principalmente pela biotecnologia. O uso do
sistema in vitro, como a cultura de tecidos, permitiu o desenvolvimento de ferramentas eficazes
utilizados atualmente para a conservagédo (CHAUHAN; SINGH; QURAISHI, 2019).

2.1.2 Conservacao in vitro

Baseada na cultura de tecidos, a conservacdo in vitro é uma estratégia complementar
aos métodos convencionais e uma ferramenta eficiente para conservar especies, especialmente
as de origem tropical, sendo crescente o nimero de protocolos estabelecidos para varias
espéecies (CHAUHAN et al., 2016; DA SILVA et al., 2018). Suas vantagens incluem a producéo
de plantas livres de doencas e com altas taxas de multiplicacdo, além de permitir a manutencéo
dos explantes de forma asséptica e em espaco reduzido (PACHECO et al., 2016; SHARMA et
al., 2018). Além disso, a conservacdo do material pode ser feita por véarios periodos de tempo,
a partir de alteracdes nas condicGes de cultura (SILVA et al., 2019).

Existem diferentes métodos in vitro para se empregar na conservacao dos explantes, de
acordo com a duracdo de armazenamento. A curto prazo, também chamada estratégia ativa,
objetiva-se reduzir o metabolismo vegetal permitindo um armazenamento de alguns meses,
como ocorre no crescimento lento e na producéo de sementes sintéticas (KAMINSKA et al.,
2018; QAHTAN et al., 2019). Ja a conservacdo a longo prazo, que é uma estratégia de base, é
realizada pela criopreservacdo em temperaturas ultrabaixas, visando a paralisacdo dos
processos metabdlicos, teoricamente, por tempo indeterminado (COELHO et al., 2017;
NORMAH; SULONG; REED, 2019).

A conservacao in vitro de Passiflora spp. € feita majoritariamente pela criopreservacédo
de sementes e embrides, somaticos ou zigéticos (MELLETI et al., 2007; GONZALEZ-
BENITO et al., 2009; VEIGA-BARBOSA et al., 2013; ARAUJO et al., 2019; PRUDENTE et
al., 2019) e, em menor nivel, de outros propagulos, como segmentos nodais (MERHY et al.,
2014), apices radiculares (SIMAO et al., 2018) e caulinares (GARCIA et al., 2011; VIANNA
et al., 2019). O crescimento lento é relatado em poucos trabalhos (PACHECO et al., 2016). E
em relagéo a producédo de sementes sintéticas, ha um trabalho com embrides somaticos e outros
que utilizaram a técnica associada a criopreservacdo (GARCIA et al., 2011; MERHY et al.,
2014; DA SILVA et al., 2015).
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A conservagdo in vitro a curto prazo pode ser obtida via encapsulamento de propagulos,
pela formacgdo da chamada “semente sintética”, ou semente artificial. Esse foi um conceito
abordado pela primeira vez em 1977 e os primeiros protocolos datam de 1980, utilizando
embrides somaticos (QAHTAN et al., 2019). Para o encapsulamento é frequentemente usado o
alginato de sodio, devido a sua baixa toxicidade, baixo custo e alta biocompatibilidade que, ao
se juntar com os ions de cloreto de célcio, sofre uma reacdo quimica de complexagédo, formando
capsulas cuja consisténcia dependera da concentracdo das solucdes e tempos de complexacao
(BENELLI et al. 2017; MICHELI & BENELLI, 2019).

Atualmente, a producdo de sementes sintéticas € uma técnica que permite encapsular
ndo s6 embrides, mas apices caulinares, gemas laterais, segmentos nodais, grdos de pdlen e
meristemas (STEWART, 2016). Os segmentos nodais sdo 0s mais utilizados, devido a
facilidade de manuseio e regeneracgéo, que sdo cultivados visando regenerar uma planta viavel
apos o armazenamento (MAGRAY et al., 2017; QAHTAN et al., 2019). Essa tecnologia é cada
vez mais relevante para a conservagdo ex situ, cujo tamanho reduzido das cépsulas torna mais
facil seu armazenamento, transporte e intercambio. Por ser a curto prazo, podem ser mantidas
em condicBGes assépticas por varios meses ou mais, quando associadas a criopreservagao
(JAVED et al., 2017; PRUDENTE; DE SOUZA,; PAIVA, 2019).

Vaérios fatores contribuem para o sucesso da producdo de sementes sintéticas,
principalmente a concentracdo de alginato, a composi¢cdo do meio e o tipo de explante. As
condic¢des de armazenamento também podem influenciar no crescimento das sementes, como a
temperatura, qualidade de luz, disponibilidade de oxigénio e de acucares (FAISAL &
ALATAR, 2019). Sementes sintéticas tém sido aplicadas para a conservacdo de espécies
medicinais, ornamentais, frutiferas e lenhosas (QAHTAN et al., 2019). Em Passiflora, poucos
trabalhos foram realizados (GARCIA et al., 2011; MERHY et al., 2014; DA SILVA et al.,
2015), nenhum deles para a espécie P. gibertii.

J& para 0 armazenamento in vitro a longo prazo, a criopreservacdo em temperaturas
ultrabaixas (nitrogénio liquido a -196° C) é o Unico método atualmente conhecido. O
armazenamento de tecidos vegetais em nitrogénio liquido tem o potencial de manter o material
biolégico viavel e estavel, em um processo no qual todas as divisdes celulares e demais
atividades metabolicas cessam, teoricamente, por tempo indeterminado (COELHO et al., 2017;
NORMAH; SULONG; REED, 2019). Na criopreservacéo ndo € necessario realizar subcultivos,
como ocorre em outras técnicas, dependendo da espécie. Com isso, diminui-se o risco de
variacdo somaclonal e contaminacdo do material, além de possibilitar o armazenamento em um

espaco limitado pelo tamanho reduzido dos explantes e criotubos (ENGELMANN, 2011).
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A maioria dos explantes usados na criopreservacdo, como embrides, apices caulinares,
gemas laterais e meristemas, possuem niveis elevados de &gua intracelular, sendo suscetiveis
aos danos por cristalizacdo apos o armazenamento em temperaturas ultrabaixas. Sendo assim,
¢ necessaria uma etapa de desidratacdo do tecido antes de criopreserva-lo, que deve reduzir o
estado hidrico de forma suficiente e ndo prejudicial as células (MATHEW et al., 2018;
PRUDENTE; DE SOUZA; PAIVA, 2019). Assim, a técnica da vitrificacdo, uma das mais
utilizadas, permite a conversdo da solucao aquosa das células para um estado vitreo, a partir do
uso de substancias crioprotetoras (ENGELMANN, 2011; MATSUMOTO, 2017).

A criopreservacdo de Passiflora spp. é feita, principalmente, com sementes inteiras ou
apenas embries zigoticos (MELLETI et al., 2007; GONZALEZ-BENITO et al., 2009;
VEIGA-BARBOSA et al., 2013; ARAUJO et al., 2019; PRUDENTE et al., 2019). Segmentos
nodais geralmente ndo sdo utilizados, pelo seu tamanho maior que pode impedir a completa
vitrificacdo dos tecidos, apesar das vantagens de se utilizar esse explante, como a facilidade de
manuseio e de regeneracdo (PACHECO et al., 2016; QAHTAN et al., 2019). O primeiro e Unico
protocolo de criopreservacdo de segmentos nodais foi estabelecido para P. pohlii, pela técnica
de vitrificacdo, com 65% de regeneracao dos brotos (MERHY et al., 2014).

Diante desse contexto, nota-se que os dados sobre conservagdo in vitro para o género
Passiflora spp. sdo escassos €, mais ainda, para a espécie P. gibertii. Para esta Ultima, destaca-
se um trabalho de criopreservacdo de sementes (VEIGA-BARBOSA et al., 2013), onde foi
possivel verificar sua tolerancia a dessecacao e ao nitrogénio liquido, sem afetar a germinacéo.
Além disso, existe apenas um trabalho envolvendo a técnica de crescimento lento (FARIA et
al., 2006), que é um método de conservacgdo capaz de ser otimizado por meio de varios fatores
e/ou condicdes de armazenamento, representando inimeras possibilidades para se avangar nos

estudos de conservacdo in vitro, ainda incipientes.

2.1.3 Crescimento lento

Além da conservacéo a curto e longo prazo, existe 0 método a medio prazo, como por
exemplo o crescimento lento, também denominado “crescimento minimo”. Essa técnica é
baseada ndo apenas na reducédo do crescimento das culturas, mas também no prolongamento do
tempo entre subcultivos (ou mesmo na eliminacao dessa necessidade), economizando reagentes
e diminuindo os custos, sem prejudicar a capacidade de retomada de crescimento e a
uniformidade genética das plantas na pés-conservacio (KAMINSKA et al., 2018; CHAUHAN;
SINGH; QURAISHI, 2019). Ao diminuir a taxa metabolica, o crescimento lento pode garantir
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0 armazenamento por varios meses ou anos (OZUDOGRU et al., 2017; HAMMOND et al.,
2019), minimizando a méo de obra para manuteng&o e os riscos de contaminagao, sendo uma
excelente alternativa para as espéecies que ndo suportam a criopreservacao, por exemplo.

Para o crescimento lento utiliza-se principalmente apices caulinares e gemas laterais
como fonte de explantes, sendo que a diminui¢do da taxa metabdlica pode ser alcancada por
diversas modificagbes no meio e/ou nas condigdes de cultivo e aramzenamento. Entre essas
alteracdes, destacam-se a diminuicdo da temperatura (SHAHZAD et al., 2017; OZUDOGRU
et al., 2017), uso de diferentes tipos e concentracdes de aclcares (KLAVINA & KLAVINA,
2018; MUNOZ et al., 2019; GOMES et al., 2021), retardantes de crescimento (BANASIAK &
SNYMAN, 2017; TONGSAD et al., 2020), mudancgas na qualidade ou intensidade luminosa
(RODRIGUES et al., 2021), nos componentes do meio de cultura, como nutrientes e
reguladores de crescimento (MANCILLA-ALVAREZ et al., 2019) e até mesmo na
disponibilidade de oxigénio dentro dos recipientes (DE LACERDA et al., 2021).

Além dos fatores externos, o sucesso dessa técnica depende das caracteristicas
intrinsecas da espécie, sele¢do dos explantes e seu estado fisioldgico (ENGELMANN, 2011).
O crescimento lento tem sido usado para a conservacao de espécies de propagacdo clonal,
frutiferas, cultivadas, medicinais e ornamentais, pelo seu baixo custo de manutencéo, facil
armazenamento e manipulacdo, em comparacao a outras técnicas. Apesar de ser uma opc¢ao
mais simples e pratica de conservacdo, requer adequacdo para as espécies, Como ocorre na
maioria das metodologias in vitro, principalmente em relacdo as limitacdes de crescimento que
possam ter. Assim, ndo € sempre possivel aplicar o mesmo protocolo para espécies ou genotipos
dentro de uma colecéo, ainda que similares (QURAISHI et al., 2017; EL-DAWAYATI, 2020).

Uma das abordagens mais utilizadas para se induzir o crescimento lento é o uso de
agentes osmoticos, como a sacarose, sejam em concentra¢des mais altas ou baixas que o padréo.
Sua diminuicdo no meio de cultivo reduz a disponibilidade de carbono como fonte de energia,
garantindo o crescimento lento. J& as maiores concentracfes reduzem o potencial hidrico do
meio, restringindo a absorcdo de &gua e nutrientes para a atividade metabdlica, também
limitando o crescimento (HUANG et al., 2014; ALVIM et al., 2020). Além disso, outro aspecto
pouco relatado nos trabalhos é a modificagcdo da qualidade ou intensidade luminosa durante o
armazenamento, sendo que a reducdo de irradiancia também pode ser uma forma de atenuar o
metabolismo vegetal, promovendo o crescimento minimo (RODRIGUES et al., 2021).

Sé&o poucos os protocolos de crescimento lento determinados para espécies de Passiflora
spp. (FARIA et al., 2006; GARCIA et al., 2011; SOUZA et al., 2021), incluindo o uso de

diferentes concentragdes, tipos de agucares e componentes do meio de cultivo. Em P. gibertii,
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apenas um trabalho utilizou a técnica, no qual se verificou o efeito da sacarose e sorbitol no
meio de cultivo, durante quatro meses (FARIA et al., 2006). Utilizando meio MS suplementado
com 10 ou 20 g L™* de sorbitol, na auséncia de sacarose, ou 20 g L de sorbitol com 15 g L™ de
sacarose, foi possivel obter crescimento reduzido das plantulas, adquirindo bom
desenvolvimento radicular e foliar ao mesmo tempo.

Outro trabalho mais recente com P. gibertii ndo aplicou diretamente a técnica de
crescimento lento, porém investigou a influéncia do nitrato de prata durante o desenvolvimento
de plantulas in vitro, ao longo de trés meses (FARIA et al., 2017). O uso de meio de cultivo
suplementado com 2 mg L de nitrato de prata, foi capaz de mitigar a perda de vigor das
plantulas e desacelerar a senescéncia in vitro, além de promover maior nimero de raizes e folhas
em comparacdo com o tratamento controle, possuindo diversas aplicacbes para a
micropropagacao e conservacdo dessa espécie de maracujazeiro.

Tendo em vista os poucos trabalhos de conservagéo in vitro relatados para o género, e
ainda mais para a espécie P. gibertii, torna-se necessario, portanto, a realizacdo de novos
estudos, visando ampliar o conhecimento sobre a conservacdo dessa espécie silvestre, bem

como sobre o desempenho de apices caulinares e aclimatizacdo das plantas ap0s a conservacao.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estabelecer um protocolo de conservacgao in vitro para a espécie P. gibertii, a partir de
segmentos nodais, por meio da técnica de armazenamento via crescimento lento, que permita a

retomada do crescimento dos apices caulinares e aclimatizacdo das plantas resultantes.

3.2 Objetivos especificos

e Estabelecer um protocolo de desenvolvimento in vitro de segmentos nodais para P.
gibertii, que permita a multiplicacdo eficiente dos explantes;

e Definir a concentragdo de sacarose e tipo de intensidade luminosa mais adequadas para
promover melhores resultados durante 0 armazenamento in vitro via crescimento lento.

e Definir a concentragdo de sacarose e tipo de intensidade luminosa mais adequadas para

promover melhores resultados de retomada, apds 0 armazenamento in vitro;
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e Definir a concentragdo de sacarose e tipo de intensidade luminosa mais adequadas para

promover melhores resultados de aclimatizacdo, ap0s o armazenamento in vitro.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local de realizacdo dos experimentos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Cultura de Tecidos de Plantas
(LCTP — UFLA), situado no Setor de Fisiologia Vegetal do Instituto de Ciéncias Naturais da
Universidade Federal de Lavras, localizada na cidade de Lavras — MG, Brasil.

4.2 Obtencao do material vegetal

Foram utilizadas plantas de P. gibertii de 3 anos de idade (provenientes de sementes
germinadas ex vitro) cultivadas em estufa a 25 + 1 °C, como fonte de explantes para a realizagdo
deste trabalho. Os segmentos nodais necessarios para os experimentos foram coletados no
sentido apical-basal de crescimento da planta, com preferéncia para 0s ramos mais jovens.

Apds a coleta nas plantas-matriz, os explantes foram pré lavados em agua corrente e,
posteriormente, levados a camara de fluxo laminar para a desinfestacdo. Foi feita a imersdo do
material em alcool 70% durante 1 minuto e, em seguida, hipoclorito de sédio 2,5% durante 15
minutos. Ao final, foi feita lavagem por 3 vezes em agua destilada autoclavada, para a retirada
dos produtos excedentes.

Depois da desinfestacéo, foram excisados, com auxilio de um bisturi, segmentos nodais

de aproximadamente 1 cm e contendo 1 gema, que foram usados nos experimentos seguintes.

4.3 Desenvolvimento e multiplicacdo dos segmentos nodais

Os segmentos nodais foram inoculados em tubos de ensaio contendo meio MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962) acrescido de 30 g L™ de sacarose, 0,1 g L™* de mio-inositol,
solidificado com 7 g L de &gar e suplementado com 1, 2, 4 ou 8 mg L de 6 —
benzilaminopurina (BAP), além do tratamento controle, sem a adigdo deste regulador de
crescimento. O pH do meio foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a 121° C, por 20
minutos. A finalidade dessa etapa foi verificar qual o melhor meio para o desenvolvimento dos

segmentos nodais, para auxiliar na obtencdo de brota¢Oes para 0s experimentos seguintes.
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Foram utilizadas 15 repeti¢des por tratamento, sendo cada tubo de ensaio 1 repeti¢do
contendo 1 segmento nodal cada. Os tubos foram mantidos por 30 dias em sala de crescimento
a 25 * 1°C e fotoperiodo de 16h. Apds esse periodo, foram avaliados os seguintes parametros:
sobrevivéncia, numero e comprimento de brotos e formacéo de calos.

O melhor tratamento foi utilizado para a realizagcdo dos proximos subcultivos, feitos a
cada 30 dias, consistindo na transferéncia dos explantes em novo meio de cultura, seguindo as

mesmas condicBes descritas anteriormente, visando a multiplicacdo dos segmentos nodais.

4.4 Crescimento lento

4.4.1 Indugéo e armazenamento

Para a inducdo do crescimento lento, foram utilizados segmentos nodais de
aproximadamente 0,5 cm de comprimento e contendo pelo menos 1 gema lateral, isolados das
brotacdes micropropagadas anteriormente.

Os explantes foram inoculados em meio MS variando nas concentragdes de sacarose (0,
15, 30, 45 ou 60 g L), acrescido de 0,1 g L™ de mio-inositol, solidificado com 7 g L™ de agar
e sem a adicdo de reguladores de crescimento. O pH do meio foi ajustado para 5,8 antes da
autoclavagem a 121° C, por 20 minutos.

Os tubos foram primeiro mantidos na sala de crescimento a 25 + 1 °C, fotoperiodo de
16h e densidade de fotons de 50,71 uM m2 s, durante 1 semana. Depois desse prazo, metade
do experimento foi mantida nas mesmas condic@es e outra foi transferida a uma condicdo de
irradiancia reduzida a 16,66 uM de fotons por m? s, sendo utilizada uma tela sombrite ao
redor dos tubos. A irradiancia de fotons foi medida com um luximetro digital LI-COR® (modelo
L1-1400).

Foram utilizadas 30 repeti¢cdes por tratamento, sendo cada tubo de ensaio 1 repeti¢do
contendo 1 segmento nodal cada. Todos os tratamentos permaneceram nas condic¢des descritas
anteriormente durante 180 dias.

A cada 30 dias foram avaliados 0s seguintes parametros: sobrevivéncia, nimero e
comprimento de brotos, numero e comprimento de raizes, nimero de folhas e indice de
senescéncia (razao entre o nimero de folhas senescidas e o nimero total de folhas). Para a etapa
de inducdo e armazenamento, foi considerado um fatorial triplo 5x5x2, sendo 5 tempos de

cultivo, 5 concentragdes de sacarose e 2 intensidades luminosas.



24

4.4.2 Retomada do crescimento

Apo6s 90 e 180 dias de armazenamento, 10 explantes de cada tratamento tiveram os
apices caulinares excisados e transferidos para novo meio de cultura, para verificar a capacidade
de retomada do crescimento a partir do desenvolvimento do meristema caulinar.

Apices caulinares de aproximadamente 0,3 cm foram isolados desses explantes e
inoculados em tubos de ensaio contendo meio MS acrescido de 30 g L™ de sacarose, 0,1 g L™
de mio-inositol, solidificado com 7 g L™ de &gar e suplementado com BAP, na melhor
concentracdo obtida anteriormente para desenvolvimento dos segmentos nodais. O pH do meio
foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a 121° C, por 20 minutos.

Os tubos foram mantidos em sala de crescimento a 25 + 1 °C e fotoperiodo de 16h, por
60 dias. Aos 30 e 60 dias, foram avaliados 0s seguintes parametros: sobrevivéncia,
comprimento de brotos e nimero de folhas. Para a etapa de retomada do crescimento, foi
considerado um fatorial triplo 2x5x2, sendo 2 tempos de cultivo, 5 concentracdes de sacarose

e 2 intensidades luminosas.

4.4.3 Aclimatizacéo

Apds 180 dias de armazenamento, 10 plantas provenientes apenas dos tratamentos que
apresentaram formacao de raizes foram submetidas a aclimatizacdo, para verificar a capacidade
de crescimento no substrato e potencial de transferéncia para o campo. Primeiramente foram
retirados os apices caulinares dessas plantas, na cdmara de fluxo laminar, para serem utilizados
no experimento de retomada do crescimento, descrito anteriormente.

Posteriormente, as plantas foram transferidas dos tubos de ensaio para copos plasticos
contendo o substrato comercial Tropstrato® e foram cobertas com sacos plasticos transparentes,
permanecendo em sala de crescimento a 25 + 1 °C e fotoperiodo de 16h. O saco plastico foi
removido gradativamente, tendo as pontas superiores cortadas a cada semana até a sua retirada
completa, aos 30 dias. As plantas foram regadas com agua destilada a cada 3 dias.

Aos 30 e 60 dias, foram avaliados o0s seguintes parametros: peso fresco, comprimento
de brotos, comprimento de raizes e nimero de folhas. Para a etapa de aclimatizagdo de explantes
cultivados sob luminosidade normal foi considerado um fatorial triplo 3x3, sendo 3 tempos de
cultivo e 3 concentracOes de sacarose. J& para os cultivados sob luminosidade reduzida, foi

considerado outro fatorial triplo 3x2, sendo 3 tempos de cultivo e 2 concentracfes de sacarose.
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Todos os experimentos foram montados de acordo com o delineamento inteiramente

casualizado. Os dados foram submetidos a analise de variancia com uso do software estatistico
SISVAR® (FERREIRA, 2014) e as médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott, a 5%

de probabilidade.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Desenvolvimento e multiplicacdo dos segmentos nodais

Apds 30 dias de cultivo de segmentos nodais submetidos a diferentes concentracdes de

BAP (FIGURA 2), foram observadas diferencas estatisticas (p < 0,05) para todas as variaveis de

crescimento analisadas, com 100% de sobrevivéncia para todos os tratamentos testados.

Figura 2 — Segmentos nodais ap06s 30 dias de crescimento, submetidos a diferentes concentragdes de

BAP no meio de cultivo.
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Letras representam concentracdes de BAP no meio de cultivo: 0 mg L (A), 1 mg L1 (B), 2 mg L*(C), 4 mg
L*(D) e 8mgL*(E). Barras = 1 cm. Fonte: Da autora (2022).

As maiores concentracdes de BAP (2, 4 e 8 mg L) promoveram maior ndimero de

brotos (2,77), em comparagdo com as demais concentrac¢des (1,78). Por outro lado, foi visto

que as menores concentracdes de BAP (1 e 2 mg L) e o tratamento controle promoveram

maior comprimento de brotos (2,15 cm), em compara¢do com as demais concentragfes (1,11

cm) (FIGURA 3). Desse modo, foi possivel verificar que, quanto maior a concentracdo de BAP

utilizada no meio de cultivo, maior foi 0 nimero de brotacdes e, consequentemente, menor foi

0 seu comprimento, atribuindo-se uma relagdo inversamente proporcional entre as duas

variaveis (FIGURA 4).
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Figura 3 — NUmero e comprimento de brotos de segmentos nodais apds 30 dias de desenvolvimento,
submetidos a diferentes concentracdes de BAP.
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Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. Fonte: Da autora (2022).

Figura 4 — Numero e comprimento de brotos de segmentos nodais apés 30 dias, em funcédo da
concentracdo de BAP no meio de cultivo.
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Meédias segundo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Fonte: Da autora (2022).

Em relacdo a porcentagem de calos, foi visto que apenas a maior concentracdo de BAP
(8 mg L) promoveu maior calogénese (70,00%), em comparacdo com as demais concentracdes
(9,00%), que ndo diferiram entre si. Ndo houve formacio de calos utilizando 4 mg L de BAP
no meio de cultivo (FIGURA 5).
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Figura 5 — Porcentagem de formacéao de calos em segmentos nodais ap6s 30 dias, submetidos
a diferentes concentracGes de BAP.
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Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Scott-Knott a 5%
de probabilidade. Fonte: Da autora (2022).

Com base nos resultados observados para as variaveis de crescimento, concluiu-se que
2 mg Lt de BAP foi o melhor tratamento para o desenvolvimento e multiplicagio dos
segmentos nodais de P. gibertii. Nessa concentracdo, foi possivel ao mesmo tempo a obtencéo
de maior comprimento e nimero de brotos, possibilitando melhor extragdo de segmentos nodais
por explante, com menor formagdo de calos ao mesmo tempo.

Em concentragdes maiores de BAP (4 e 8 mg L), o maior nimero de brotos foi também
acompanhado de menor espaco entrends, o que prejudicaria a extracdo de segmentos nodais das
plantas in vitro em comprimentos vidveis para os futuros subcultivos necessarios. Além disso,
a auséncia ou menor concentracio de BAP (1 mg L) foram tratamentos que, apesar de terem
possibilitado maior comprimento de brotos, ndo resultaram na multiplicacdo eficiente dos
explantes, em relacdo ao numero de brotos, como era o0 objetivo esperado nessa etapa.

A regeneracdo in vitro ocorre por meio de duas vias morfogenéticas principais:
embriogénese somatica, quando células somaticas originam estruturas similares a um embrido
zigotico, e a organogénese de novo, quando ocorre o estimulo para a produgédo de novos 6rgaos
(ROCHA et al., 2018). A competéncia para regeneracdo varia entre espécies, gendtipos e
explantes, sendo os reguladores de crescimento 0s principais agentes promotores desses
processos (ZHANG et al., 2018; BIDABADI & JAIN, 2020).

Para a organogénese de novo, o BAP é uma das citocininas mais utilizadas, devido a sua
maior estabilidade quimica, sendo a que melhor promove as respostas em Passiflora spp.
(OTONI et al., 2013; PHILLIPS & GARDA, 2019). Dentro do género, seu uso ja foi relatado

para diferentes espécies e explantes, incluindo apices caulinares, segmentos nodais, foliares e
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até mesmo raiz e estruturas da semente, como o endosperma (DE CARVALHO et al., 2017,
HUH; LEE; NAM, 2017; ANTONIAZZI et al., 2018; DE FARIA et al., 2018).

Segmentos nodais sdo 0s mais utilizados para a multiplicacdo clonal, pela ativacdo
meristematica da gema preexistente (HARTMANN; KESTER; GENEVE, 2010; ROCHA et
al., 2018). A medida que se aumenta a concentracio exdgena de BAP, aumenta-se a proporgio
de citocinina para auxina no meio e, consequentemente, a inducdo de brotos, uma tendéncia
observada nesse trabalho. Além disso, a eficacia do BAP na multiplicacdo de P. gibertii também
foi verificada, uma vez que a organogénese ndo é tdo efetiva no tratamento controle, em
comparagdo com os tratamentos na presenca de BAP, que obtiveram quase o triplo de brotos.

Em P. caerulea, 0 maior nimero de brotacdes em explantes cotiledonares (8,86) e
nodais (9,86) foram obtidos em meio MS com 1,5 mg L™ de BAP e 0,15 mg L de AIB,
indicando a necessidade também de auxina exogena para essa espéecie (JAFARI;
DANESHVAR; LOTFI, 2017). Ja P. cincinnata obteve o maior nimero de brotac6es (24,85)
com 1,6 mg L de BAP (DA SILVA et al., 2020). A concentragdo de 2 mg L™! de BAP, assim
como nesse trabalho, foi melhor na inducdo de gemas adventicias em cultura de endosperma de
P. cristalina e para formacao de calos, facilitando a organogénese indireta (DE FARIA et al.
2018). Ja na espécie comercial P. edulis, a multiplicagdo de brotos foi favorecida com 3 mg L™
de BAP, uma dose um pouco maior em comparacdo com as espécies silvestres citadas
(ASANDE et al., 2020).

Outra consequéncia do uso de BAP nesse trabalho foi a correlagdo inversa entre nUmero
e comprimento de brotos, associada a concentra¢do do regulador no meio de cultivo. Em
segmentos nodais de P. gibertii, é possivel verificar que o nimero de brotos é maior quando se
aumenta as concentra¢des de BAP e menor quando se diminui as doses, e 0 contrario € visto
para o comprimento de brotos. Em P. edulis, efeito similar foi observado em segmentos nodais
na presenca de BAP, sendo que as menores concentrages (0,1 e 0,2 mg L) resultaram no
alongamento do broto, mas ndo foram eficazes na multiplicagdo (CHEN; CHANG,; LIN, 2020).

Além do maracuja, o efeito do BAP é amplamente investigado em diversas especies.
Em Citrus lemon, por exemplo, essa correlacdo inversa também foi vista apds 30 dias de cultivo,
com maior niimero de brotos (5,8) aos 0,75 mg L™ de BAP e maior comprimento de brotos (5,7
cm) no tratamento controle (NOORI et al., 2020). BAP, como qualquer citocina, possui papel
na quebra da dominancia apical, promovendo as ramificacGes da parte aérea. No entanto, a
adicdo de doses exoOgenas de reguladores pode resultar em respostas inversas de alguns
pardmetros controlados, devido & busca pela estabilizacdo e balan¢o hormonal interno nos

tecidos (FENTAHUN et al., 2017), o que pode auxiliar a explicar esse comportamento.
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Além disso, apesar de seu efeito benéfico, o BAP pode promover anormalidades nos
explantes in vitro, principalmente em maiores concentragdes. Consequéncias adversas incluem:
clorose, hiperidricidade, necrose e retardo do crescimento (CHEN; CHANG; LIN, 2020). Neste
trabalho, ndo foi visto nenhum comportamento atipico nos explantes, exceto pelo fato de que a
dose mais alta de BAP resultou em maior calogénese, uma resposta indesejada ao esperado.

E bem estabelecido o fato de que uma raz&o mais equilibrada entre niveis de citocininas
e auxinas podem resultar na proliferacdo de uma massa celular denominada calo (SKOOG &
MILLER, 1957). Nesse contexto, a alta concentracdo de BAP aplicada pode ter desencadeado
desvios metabolicos na tentativa de se buscar a homeostase celular, que possivelmente causou
0 aumento da producgdo enddgena de auxina para essa regulagdo hormonal (GEORGE; HALL,;
KLERK, 2008; FEHER et al., 2019), resultando na calogénese mais evidenciada. Apesar dos
diversos potenciais da cultura de calos, sua formacdo ndo € almejada durante a regeneracao in

vitro direta, quando se tem como objetivo o desenvolvimento de plantulas normais.
5.2 Crescimento lento
5.2.1 Inducéo e armazenamento
Apds 180 dias de crescimento lento dos segmentos nodais, submetidos a diferentes tipos
de luminosidade e concentracbes de sacarose (FIGURAS 6A e 6B), foram observadas

diferengas estatisticas e interacdo tripla significativa entre os fatores tempo de cultivo,
concentracdo de sacarose e intensidade luminosa (p < 0,05), para todas as variaveis.
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Figura 6A — Segmentos nodais aos 60, 120 e 180 dias de crescimento lento, submetidos a
luminosidade normal e diferentes concentracdes de sacarose.
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Primeira, segunda e terceira linhas representam plantas aos 60, 120 e 180 dias de crescimento lento,
respectivamente. Letras representam concentracdes de sacarose no meio de cultivo: 0 g L™ (A), 15g L*(B),
30gL*(C),45gL*(D)e60gL*(E). Barras = 1 cm. Fonte: Da autora (2022).
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Figura 6B — Segmentos nodais aos 60, 120 e 180 dias de crescimento lento, submetidos a
luminosidade reduzida e diferentes concentracdes de sacarose.
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Primeira, segunda e terceira linhas representam plantas aos 60, 120 e 180 dias de crescimento lento,
respectivamente. Letras representam concentracdes de sacarose no meio de cultivo: 0 g L™ (A), 15 g L (B),
30gL*(C),45¢gL*(D)e60gL™(E). Barras = 1 cm. Fonte: Da autora (2022).

Para os explantes armazenados em condi¢do normal de luminosidade, a porcentagem de
sobrevivéncia inicial (82,51%) diminuiu a partir dos 150 dias (52,40%), periodo no qual foi
observada maior sobrevivéncia dos explantes quando cultivados em 15, 30 e 45 g L de

sacarose (68,00%), em comparagdo com as concentracdes de 0 e 60 g L™ (29,00%).
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J& para os explantes armazenados em condicdo de luminosidade reduzida, a
porcentagem de sobrevivéncia inicial (74,37%), diminuiu a partir dos 120 dias (49,29%),
periodo no qual foi observada maior sobrevivéncia dos explantes quando cultivados em 30, 45
e 60 g L' de sacarose (61,96%), seguido de 15 g L™ (43,86%), com a menor taxa de
sobrevivéncia vista para o tratamento controle (16,72%) (FIGURA 7).

Figura 7 — Porcentagem de sobrevivéncia dos segmentos nodais ao longo de 180 dias de crescimento lento,
submetidos a diferentes tipos de luminosidade e concentragdes de sacarose.
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Médias seguidas de letras maitsculas iguais ndo diferem estatisticamente dentro do mesmo tempo de cultivo e médias
seguidas de letras minasculas iguais ndo diferem dentro da mesma concentragdo de sacarose, para cada tipo de
luminosidade, pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Fonte: Da autora (2022).

Para os explantes armazenados em condi¢cdo normal de luminosidade, o nimero de
brotos por explante foi maior aos 180 dias de crescimento (1,87), em comparagdo com 120 e
150 dias (1,46), com o menor valor ate 90 dias (1,09). Aos 120 dias, foi observado maior
niimero de brotos em explantes cultivados em 45 g L™ de sacarose (1,80), em comparagio com
as demais concentragdes (1,27). Aos 180 dias, foi visto maior valor para 45 g L™ (2,80), sequido

de 30 g L (2,24), em comparagdo com as demais concentracdes (1,44).
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J& para os explantes armazenados em condi¢do de luminosidade reduzida, o nimero de
brotos por explante foi maior aos 180 dias de crescimento (1,51), em comparagdo com 120 e
150 dias (1,19), com o menor valor até 90 dias (1,01). Além disso, a partir dos 150 dias, foi
observado maior niimero de brotos em explantes cultivados em 60 g L de sacarose (2,00), em

comparacdo com as demais concentracoes (1,23) (FIGURA 8).

Figura 8 — NUmero de brotos por segmento nodal ao longo de 180 dias de crescimento lento, submetidos a
diferentes tipos de luminosidade e concentragdes de sacarose.
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Médias seguidas de letras maitsculas iguais ndo diferem estatisticamente dentro do mesmo tempo de cultivo e médias
seguidas de letras minasculas iguais ndo diferem dentro da mesma concentracdo de sacarose, para cada tipo de
luminosidade, pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Fonte: Da autora (2022).

Para os explantes armazenados em condi¢do normal de luminosidade, o comprimento
inicial dos brotos (2,14 cm) aumentou aos 90 dias (3,13 cm) e novamente a partir de 150 dias
(4,08 cm). Aos 60 dias, os maiores valores foram vistos para as concentragdes de 30 e 45 g L™
de sacarose (3,26 cm), em comparacdo com as demais (1,40 cm). Aos 90 dias, também foram
observados maiores valores para 30 e 45 g L™ de sacarose (4,60 cm), em comparagio com as
demais (2,15 cm). A partir de 150 dias, o maior valor foi obtido pela concentragdo de 45 g L*
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de sacarose (7,42 cm), seguido de 15 e 30 g L™ (4,61 cm) e o menor valor para as demais

concentragdes (1,89 cm).

Ja para os explantes armazenados em condicdo de luminosidade reduzida, o

comprimento inicial dos brotos (1,23 cm) aumentou aos 90 dias (1,82 cm) e novamente a partir

de 150 dias (3,23 cm). A partir de 150 dias, os maiores valores foram vistos para as

concentracdes de 30, 45 e 60 g L™ de sacarose (4,19 cm), em comparagdo com as demais (1,80

cm) (FIGURA 9).

Figura 9 — Comprimento de brotos por segmento nodal ao longo de 180 dias de crescimento lento,
submetidos a diferentes tipos de luminosidade e concentracdes de sacarose.
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Médias seguidas de letras maitsculas iguais ndo diferem estatisticamente dentro do mesmo tempo de cultivo e médias
seguidas de letras minasculas iguais ndo diferem dentro da mesma concentracdo de sacarose, para cada tipo de
luminosidade, pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Fonte: Da autora (2022).

Para os explantes armazenados em condi¢do normal de luminosidade, o namero inicial
de raizes (0,90) aumentou aos 90 dias (1,91) e novamente a partir de 150 dias (2,46). Aos 60

dias, ndo houve diferenca entre as concentracdes de sacarose para 0 nimero de raizes. Ja aos

90 dias, os maiores valores foram obtidos nas concentracdes 30 e 45 g L™ de sacarose (3,40),
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seguido de 15 e 60 g L™ (1,38). Aos 120 dias, 45 g L™* promoveu o maior niimero de raizes
(4,28), em comparagdo com as demais (1,50). A partir dos 150 dias, os maiores valores foram
vistos para 15, 30 e 45 g L (3,59), em comparacio com 60 g L (1,56). Ndo houve
enraizamento no tratamento controle.

J& para os explantes armazenados em condi¢do de luminosidade reduzida, o nimero
inicial de raizes (0,48) aumentou aos 90 dias (0,95) e novamente a partir de 150 dias (2,17).
Aos 60 e 90 dias, ndo houve diferenca entre as concentracdes de sacarose para 0 numero de
raizes. Ja aos 120 dias, a concentragdo de 60 g L™ de sacarose promoveu 0 maior niimero de
raizes (3,7), em comparacdo com as demais (0,94). Aos 180 dias, 0os maiores valores foram
observados nas concentracdes 45 e 60 g L (4,36), seguido de 15 e 30 g L™ (1,9). N&o houve

enraizamento no tratamento controle (FIGURA 10).

Figura 10 — NUmero de raizes por segmento nodal ao longo de 180 dias de crescimento lento, submetidos
a diferentes tipos de luminosidade e concentracGes de sacarose.
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Médias seguidas de letras maitsculas iguais ndo diferem estatisticamente dentro do mesmo tempo de cultivo e médias
seguidas de letras minasculas iguais ndo diferem dentro da mesma concentracdo de sacarose, para cada tipo de
luminosidade, pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Fonte: Da autora (2022).
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Para os explantes armazenados em condi¢do normal de luminosidade, o comprimento
das raizes foi maior a partir dos 120 dias (1,19 cm), em comparagdo com o valor de até 90 dias
(0,52 cm). Aos 90 dias, 0 maior comprimento de raiz foi visto na concentracio de 45 g L™ de
sacarose (1,34 cm), em comparacdo com as demais (0,46 cm). A partir dos 120 dias, 0 maior
comprimento de raiz também foi visto na concentragdo de 45 g L de sacarose (2,54 cm), em
comparagdo com as demais (0,85 cm).

Ja para os explantes armazenados em condi¢cdo de luminosidade reduzida, o
comprimento das raizes foi maior a partir dos 120 dias (0,85 cm), em comparacgdo com o valor
de até 90 dias (0,32 cm). A partir dos 90 dias, 0 maior comprimento de raiz foi visto na
concentracéo de 60 g L de sacarose (1,84 cm), em comparagio com as demais concentragoes
testadas (0,47 cm) (FIGURA 11).

Figura 11 — Comprimento de raizes por segmento nodal ao longo de 180 dias de crescimento lento,
submetidos a diferentes tipos de luminosidade e concentragdes de sacarose.
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Médias seguidas de letras maitsculas iguais ndo diferem estatisticamente dentro do mesmo tempo de cultivo e médias
seguidas de letras minasculas iguais ndo diferem dentro da mesma concentracdo de sacarose, para cada tipo de
luminosidade, pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Fonte: Da autora (2022).
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Para os explantes armazenados em condicdo normal de luminosidade, o numero de
folhas foi maior a partir dos 150 dias (7,87), em comparacdo com o valor de até 120 dias (4,21).
Em todos os tempos de cultivo foi observado maior numero de folhas por explante nas
concentragdes 15, 30 e 45 g L™ de sacarose (7,85), em comparagdo com 0 e 60 g L™ (2,41).
Além disso, o indice de senescéncia inicial (20,97%) aumentou a partir de 150 dias (26,31%),
sendo maior com 30 e 45 g L (38,62%), em comparagdo com as demais (23,28%). Aos 180
dias, foi maior com 15, 30 e 45 g L™ (32,04%), em comparagdo com as demais (11,32%).

Ja para os explantes armazenados em condicao de luminosidade reduzida, o nUmero de
folhas foi maior a partir dos 150 dias (6,30), em comparagdo com o valor de até 120 dias (2,42).
Até 120 dias, houve maior nimero de folhas na presenca de sacarose (2,87) em relagcdo ao
tratamento controle (0,62). A partir dos 150 dias, as concentracdes 30, 45 e 60 g L™* de sacarose
promoveram maior niimero de folhas por explante (8,92), seguido de 15 g L™ (3,82) e 0 menor
valor obtido pelo tratamento controle (0,93). Além disso, o indice de senescéncia inicial
(10,45%) aumentou a partir de 150 dias (24,25%), sendo maior com 30, 45 e 60 g L de
sacarose (36,75%), em comparagdo com as demais (11,75%) (FIGURA 12).



38

Figura 12 — Namero de folhas por segmento nodal ao longo de 180 dias de crescimento lento, submetidos
a diferentes tipos de luminosidade e concentracGes de sacarose.
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Médias seguidas de letras mailsculas iguais ndo diferem estatisticamente dentro do mesmo tempo de cultivo e médias
seguidas de letras minusculas iguais ndo diferem dentro da mesma concentracdo de sacarose, para cada tipo de
luminosidade, pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Fonte: Da autora (2022).

Com base nos resultados observados para as variaveis de crescimento, concluiu-se que

0 armazenamento em luminosidade normal, com 45 g L de sacarose no meio de cultivo, foi a

melhor combinacdo para o crescimento lento de segmentos nodais de P. gibertii, ap6s 180 dias.

Geralmente, tecidos vegetais sdo subcultivados em novo meio a cada trés ou quatro

semanas, dependendo da taxa de crescimento, tipo de explante e caracteristicas da espécie.

Como ja foi dito, um dos propositos do crescimento lento é prolongar esse periodo,

economizando gastos. E, apesar de o objetivo primario ser a reducdo do metabolismo, o

armazenamento ndo deve prejudicar a capacidade de retomada de crescimento apés a
conservacdo (KAMINSKA et al., 2018; PHILLIPS & GARDA, 2019). Nesse tipo de

luminosidade e dose de sacarose, foram favorecidas tanto a retomada do crescimento dos apices

caulinares quanto a aclimatizacdo das plantas resultantes, respondendo ao objetivo proposto

mesmo sem realizar subcultivos ao longo do tempo.
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Nessas condicdes, houve melhor desempenho em relagdo a quase todas as variaveis
avaliadas. Foi observada maior sobrevivéncia ap6s 180 dias de cultivo, tanto para o crescimento
lento quanto para a retomada do apice, ap6s 60 dias. Também houve maior formacéo e
comprimento de raizes, 0 que garantiu, consequentemente, melhor estabelecimento durante a
aclimatizacdo, sendo confirmado pelo maior comprimento de plantas ex vitro, ap6s 60 dias.
Apesar disso, também foi uma das combinagdes que resultaram em maior comprimento e
numero de brotos, folhas e indice de senescéncia durante 0 armazenamento in vitro, parametros
que indicam taxa metabdlica elevada, o contrario do que se espera no crescimento minimo.

Maiores concentracGes de sacarose resultaram em maior nimero e comprimento de
brotos nesse trabalho. Em doses menores de sacarose (15 e 30 g L) e luminosidade normal,
apesar de terem sido observadas respostas positivas como sobrevivéncia e enraizamento apés o
crescimento lento, houve maior desenvolvimento da parte aérea e menor desenvolvimento das
plantas ex vitro. J4 na maior concentracio de sacarose (60 g L), ndo houve boa formagdo de
raizes em luminosidade normal, impossibilitando a aclimatizacéo. No entanto, em luminosidade
reduzida, foi a dose que melhor favoreceu essa etapa.

O uso de agentes osmdticos, como a sacarose, resulta em diminuicdo do potencial
hidrico do meio de cultivo, restringindo a absor¢do de &gua e, com isso, a assimilagdo de
nutrientes para os processos metabolicos (HUANG et al., 2014; ALVIM et al., 2020). No
entanto, em P. gibertii, existe um limite em relacdo a dose necessaria para que iSsSo ocorra,
sendo verificado que o nimero e comprimento de brotos, raizes e folhas sdo maiores até 45 g
L de sacarose, com a reducio desses parametros de crescimento a partir do uso de 60 g L.

Adicionalmente, notou-se que a luminosidade normal foi capaz de promover maiores
valores para todos os parametros estudados durante o crescimento lento, em comparagédo com
a reduzida, incluindo aqueles ndo desejados para o armazenamento em longo prazo, mas
também maior sobrevivéncia e formacao de raizes, importante para o sucesso da aclimatizacéo.
Além disso, possibilitou maior sobrevivéncia de apices caulinares ap6s 60 dias de retomada,
em comparacdo com a luminosidade reduzida.

A reducdo da luminosidade pode ser uma forma de atenuar a taxa metabolica, resultando
no crescimento minimo (RODRIGUES et al., 2021). Nos experimentos in vitro, mudancas
nesse parametro sdo utilizadas para se analisar as consequéncias da radiacdo em um processo
bioldgico, principalmente em valores entre 45 a 50 uM m s, podendo variar de 25 a 85 uM
m2 st (BARCELO-MUNOZ et al., 2022). Nesse trabalho, reduzir a irradiancia luminosa gerou
diferengas entre as variaveis de crescimento. Respostas a diminui¢cdo da irradiancia no

armazenamento ainda néo tinham sido relatadas para a espécie P. gibertii.
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Em outro trabalho de crescimento lento de P. gibertii, verificou-se o efeito da sacarose
e sorbitol no meio de cultivo, apos quatro meses (FARIA et al., 2006). Os autores observaram
que todos os tratamentos apresentaram comprimento das brotacdes e raizes menor que o
controle, e que o uso de 20 ou 40 g L™ de sorbitol, na auséncia de sacarose, resultou em menor
comprimento de brotos (1,18 cm). No entanto, ao se utilizar 15 ou 30 g L™ de sacarose, maiores
valores foram observados para os parametros de crescimento, indicando que a presenca desse
acucar é essencial para o desenvolvimento nessa espeécie.

Em P. suberosa, ap6s 12 meses de crescimento lento (GARCIA et al., 2011), verificou-
se maior comprimento de brotos (8,0 cm) em meio com metade da concentragdo padrdo de
sacarose, e menor valor (2,7 cm) em explantes na concentracdo normal, porém acrescido de
ABA. Apesar de reduzir o crescimento, que é favoravel para se aumentar o periodo de
armazenamento in vitro, a presenca de ABA também levou a reducdo da sobrevivéncia e
capacidade de retomada de crescimento em 50%, apds 12 meses e 30 dias, respectivamente.
Embora alguns retardantes vegetais sejam aplicados durante o crescimento minimo
(BANASIAK & SNYMAN, 2017; TONGSAD et al., 2020), esses resultados indicam que seu
uso pode ndo ser adequado para algumas espécies de Passiflora spp.

Ja em P. edulis, ap6s quatro meses de crescimento lento (SOUZA et al., 2021),
verificou-se menor comprimento de brotos (5,13 cm) em meio com um quarto da concentragdo
de sais e 15 ou 30 g L* de sacarose. Além disso, essas condicdes possibilitaram 100% de
sobrevivéncia apos aclimatizacdo, o que também foi obtido nesse trabalho, apds 180 dias de
cultivo, na presenca de maiores concentracdes de sacarose.

A sacarose é metabolizada para prover energia necessaria para a sintese de esqueletos
de carbono durante o crescimento, sendo uma molécula sinalizadora influenciada por diversas
condicdes externas, como a intensidade luminosa (TOGNETTI; PONTIS; MARTINEZ-NOEL,
2013; YOON et al., 2021). O efeito da luz em associacdo a sacarose ja foi estudado para
algumas variaveis de crescimento, destacando o crescimento radicular, e tem sido amplamente
relacionada com esse processo (WALTER & NAGEL, 2006; WINGLER et al., 2018).

Durante o crescimento lento de P. gibertii utilizando sacarose e sorbitol, os autores
verificaram que apenas os tratamentos na presenca de sacarose favoreceram o enraizamento dos
explantes (FARIA et al., 2006), mostrando a facilidade dessa espécie em enraizar sem a
presenca de reguladores de crescimento. Isso também foi comprovado no presente trabalho,
apesar de ndo ter ocorrido de forma homogénea para os tratamentos. Em P. edulis, os maiores
valores de nimero e comprimento de raiz foram obtidos com 15 e 30 g L™ de sacarose sendo

que, na auséncia desse agucar, o enraizamento foi inexistente (SOUZA et al., 2021), assim como
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nesse trabalho com P. gibertii, mostrando a importancia desse agucar para o desenvolvimento
radicular do maracuja.

No presente trabalho, também foi possivel perceber a influéncia da sacarose no
enraizamento, que foi intensificado em altas concentracdes: aos 45 g L%, em luz normal, e aos
60 g LT na luz reduzida. Altas razbes de auxina para citocinina sdo promotoras do
desenvolvimento radicular. Adicionalmente, estudos recentes apontam para uma rede
sinalizatoria durante o enraizamento, envolvendo micro-RNAs no aumento na expressao de
genes de biossintese de auxina a partir da modulacdo do metabolismo da sacarose, auxiliando
no entendimento das respostas na raiz em rela¢éo aos niveis desse agucar (ROCHA et al., 2018;
GADDAM et al., 2021), um processo complexo que ainda precisa ser melhor compreendido.

Além de auxiliar no desenvolvimento radicular, a sacarose esta envolvida diretamente
na sobrevivéncia dos explantes. Alguns autores afirmam que o enraizamento menos acentuado
é capaz de aumentar a longevidade durante o armazenamento in vitro, atrasando o periodo em
que os recursos do meio passam a ser limitantes para o crescimento (NASIRUDDIN & ISLAM,
2018). Nesse trabalho, utilizar 45 g L™ de sacarose resultou em maior crescimento da raiz e
ainda assim permitiu maior porcentagem de sobrevivéncia. Porém, concentracfes menores
desse agticar, como 15 g L™, também resultou em sobrevivéncia estatisticamente igual ao 45 g
L%, mas com menor desenvolvimento radicular.

Nesse contexto, também € preciso enfatizar que existe um nivel 6timo de crescimento
radicular para garantir maior sobrevivéncia (NASIRUDDIN & ISLAM, 2018), em uma
associacdo com o indice de senescéncia foliar observado. Com 45 g L, apesar de alta
sobrevivéncia e enraizamento ap6s 180 dias, também foi o tratamento que obteve maior indice
de senescéncia, podendo inferir que a maior taxa metabdlica pode ter contribuido para esgotar
mais rapido os recursos do meio, que poderia prejudicar o armazenamento in vitro por mais
tempo. Além disso, nesse trabalho observou-se que outras doses de sacarose que resultaram em
menor comprimento de raiz, ndo necessariamente tiveram melhores indices de sobrevivéncia,
por exemplo 60 g L.

Um dos principais fatores que prejudicam 0 armazenamento in vitro e,
consequentemente, a longevidade dos explantes, é a senescéncia. As espécies de Passiflora spp.
sdo reconhecidas como produtoras naturais de etileno durante o cultivo in vitro, prejudicando a
conservacao a longo prazo na auséncia de subcultivos (REIS et al., 2003). Seu acumulo reduz
a expansao foliar e comprimento de brotos, o que poderia até ser um aliado durante o
crescimento minimo. No entanto, sua acdo inibe a regeneracdo de brotos e promove abscisao

foliar, acelerando os processos senescentes que podem prejudicar a retomada e aclimatizagdo
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(TREVISAN & MENDES, 2005; FARIA et al., 2017). Uma forma de evitar esses danos €
realizar subcultivos espacados, aumentando o prazo de estoque sem o seu acimulo indesejado.

Nesse trabalho, o indice de senescéncia foi maior aos 15, 30 e 45 g L* de sacarose. Ja
no crescimento lento de P. edulis, os autores observaram pouca senescéncia foliar, porém ja
evidente aos 60 dias de cultivo, mostrando o rapido acumulo do etileno nas espécies do género.
Apos 120 dias, o menor numero de folhas senescentes foi observado em meio de cultura com
um quarto das concentracdes de sais e 30 g L™ de sacarose, ndo sendo verificadas folhas
senescentes na auséncia de sacarose (SOUZA et al., 2021). O fato de que os tubos de ensaio
séo fechados impede as trocas gasosas com 0 meio externo, blogueando a liberacéo do etileno
e resultando na presenca de folhas senescidas (ALVIM et al., 2020).

Nesse trabalho, a concentracdo de 15 g L™ alcancou o mesmo nimero de folhas
senescidas que 30 e 45 g L aos 150 dias, levando 30 dias a mais que esses tratamentos.
Portanto, apesar de ser a mesma taxa aos 180 dias, ela é mais rapida com 30 e 45 g L%,
comparado com 15 g L1, Durante a senescéncia foliar, os nutrientes s&o reciclados das folhas
mais velhas, modificando as relacdes fonte e dreno. No entanto, na auséncia de tecidos-dreno,
os aglcares e demais nutrientes podem se acumular (WINGLER et al., 2018). Aos 15 g L™,
como também houve menor crescimento dos brotos, gerou menor demanda por recursos na
parte aérea do que as demais doses, resultando na senescéncia menos acelerada ao longo do
armazenamento, indicando haver uma relagao entre as diferentes concentragdes de sacarose na
regulagdo dos processos senescentes.

Diversas evidéncias sustentam o papel do acumulo de sacarose em desencadear a
senescéncia foliar (WINGLER et al., 2018), o que poderia ajudar a explicar o observado nesse
trabalho. No entanto, em contraste com as folhas, sintomas de senescéncia sdo retardados nas
raizes quando se aumentam 0s niveis de sacarose no meio, sugerindo diferentes respostas
desencadeadas pelo status de agucar nos tecidos. No trabalho atual, observou-se que aumentar
a concentracdo de sacarose resulta em maior desenvolvimento radicular, a0 mesmo tempo que
promove senescéncia foliar nas plantas de P. gibertii. A senescéncia é indesejavel no
crescimento in vitro, principalmente objetivando a conservacéo, devido ao risco de perda de
vigor das plantas ap6s 0 armazenamento (SILVA et al., 2019).

Para o cultivo de P. gibertii apds trés meses (FARIA et al., 2017), os autores estudaram
uma possivel solucio para esse problema. Nesse trabalho, foi visto que 2 mg L™ de nitrato de
prata, um conhecido inibidor da acéo do etileno, foi capaz de mitigar a perda de vigor das
plantas e desacelerar os processos senescentes. Esses resultados poderiam ser aprofundados em

relacdo a influéncia do nitrato de prata em conjunto com diferentes concentracdes de sacarose
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e tipos de luminosidade, ap6s maior tempo de armazenamento dos explantes, contribuindo no

avanco do conhecimento sobre a conservagao in vitro dessa espécie de maracujazeiro.
5.2.2 Retomada do crescimento

Apobs 90 e 180 dias de retomada do crescimento dos apices caulinares, submetidos a
diferentes tipos de luminosidade e concentragcdes de sacarose (FIGURAS 13A e 13B), foram
observadas diferencas estatisticas e interacdo tripla significativa entre os fatores tempo de
cultivo, concentracdo de sacarose e intensidade luminosa (p < 0,05), para todas as variaveis

(sobrevivéncia, comprimento de brotos e nimero de folhas).

Figura 13A — Apices caulinares apds 90 dias de crescimento lento, submetidos a diferentes tipos
de luminosidade e concentracGes de sacarose, ap6ds 60 dias de retomada em 2 mg
L de BAP.
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Primeira e segunda linhas representam plantas armazenadas em luminosidade normal e reduzida,
respectivamente. Letras representam concentracdes de sacarose no meio de cultivo: 0 g L* (A), 15 g L*
(B),30g L*(C),459g Lt (D) e60gL™(E). Barras = 1 cm. Fonte: Da autora (2022).



44

Figura 13B — Apices caulinares apds 180 dias de crescimento lento, submetidos a diferentes
tipos de luminosidade e concentracdes de sacarose, apos 60 dias de retomada em
2 mg L de BAP.

A | B | ¢ | D | =

:
B 4 ] ke

Primeira e segunda linhas representam plantas armazenadas em luminosidade normal e reduzida,
respectivamente. Letras representam concentracdes de sacarose no meio de cultivo: 0 g L* (A), 15 g L*
(B),30g L*(C),459g L*(D)e60gL™(E). Barras = 1 cm. Fonte: Da autora (2022).

Apbs 90 dias de crescimento lento, ndo houve diferenca na porcentagem de
sobrevivéncia entre os tipos de luminosidade, com diminui¢do dos 30 (82,00%) aos 60 dias
(68,00%) de retomada. Apds 60 dias, foi observada maior sobrevivéncia dos explantes quando
cultivados em 15 e 60 g L™ de sacarose (90,00%), em comparag¢do com as demais (53,00%),
em luminosidade normal. Em luminosidade reduzida, a sobrevivéncia foi a mesma para todos
o0s tratamentos (68,00%).

Ap0s 180 dias de crescimento lento, a sobrevivéncia foi maior em luminosidade normal
(67,00%), do que em reduzida (56,00%), com diminuicdo dos 30 (68,00%) aos 60 dias (55,00%)
de retomada. Apds 60 dias, foi observada maior sobrevivéncia dos explantes quando cultivados
na presenca de sacarose em comparagdo com o controle, tanto em luminosidade normal
(73,00%) quanto reduzida (58,00%) (FIGURA 14).
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Figura 14 — Sobrevivéncia dos apices caulinares ap6s 90 e 180 dias de crescimento lento (CL), submetidos
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a diferentes tipos de luminosidade e concentracGes de sacarose, aos 30 e 60 dias de retomada.
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Médias seguidas de letras maiusculas iguais ndo diferem estatisticamente dentro do mesmo tempo de crescimento
lento e médias seguidas de letras minusculas iguais ndo diferem entre as concentracfes de sacarose, para cada tipo
de luminosidade, pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Fonte: Da autora (2022).

Apds 90 dias de crescimento lento, ndo houve diferenca no comprimento de brotos entre
os tipos de luminosidade nem entre os tempos de retomada. Ap6s 60 dias, 0 comprimento de
brotos foi maior nas concentragdes 30, 45 e 60 g L™ (1,47 cm), em comparagdo com as demais
(0,95 cm), em luminosidade normal. Em luminosidade reduzida, o comprimento de brotos foi
maior na presenca de sacarose (1,32 cm), em comparagdo com o controle (0,69 cm).

Apos 180 dias de crescimento lento, ndo houve diferenga no comprimento de brotos
entre os tipos de luminosidade, com aumento dos 30 (0,66 cm) aos 60 dias (0,75 cm) de
retomada. Apds 60 dias, 0 comprimento de brotos foi maior na presenca de sacarose (0,88 cm),
em comparacdo com o controle (0,41 cm), em luminosidade normal. Em luminosidade
reduzida, o comprimento de brotos foi maior nas concentragdes 30, 45 e 60 g L™ (0,85 cm), em

comparagao com as demais (0,54 cm) (FIGURA 15).



Figura 15 — Comprimento de brotos apds 90 e 180 dias de crescimento lento (CL), submetidos a diferentes

2,1
1,8
15
1,2
0,9
0,6
0,3

2,1
1,8
15
1.2
09
0,6

Médias seguidas de letras maiusculas iguais ndo diferem estatisticamente dentro do mesmo tempo de crescimento
lento e médias seguidas de letras minusculas iguais ndo diferem entre as concentracfes de sacarose, para cada tipo
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tipos de luminosidade e concentracGes de sacarose, aos 30 e 60 dias de retomada.
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de luminosidade, pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Fonte: Da autora (2022).

Apds 90 dias de crescimento lento, foi visto maior nimero de folhas em luminosidade
normal (5,09) do que em reduzida (4,06), com aumento dos 30 (3,88) aos 60 dias (5,27) de
retomada. Apos 60 dias, o nimero de folhas foi maior com 60 g L™ de sacarose (9,4), em
comparagdo com as demais (4,85), em luminosidade normal. Em luminosidade reduzida, houve
maior nimero de folhas com 15, 30 e 45 g L™ (5,83), em comparagdo com as demais (3,2).

Ap0s 180 dias de crescimento lento, ndo houve diferenca no nimero de folhas entre os
tipos de luminosidade, com aumento dos 30 (2,73) aos 60 dias (3,62) de retomada. Apos 60
dias, o numero de folhas foi 0 mesmo para todas as concentragdes de sacarose, tanto em
luminosidade normal (4,9) quanto reduzida (4,42), sendo ausente no tratamento controle para
ambas as condicOes (FIGURA 16).



Figura 16 — Numero de folhas ap6s 90 e 180 dias de crescimento lento (CL), submetidos a diferentes tipos
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Médias seguidas de letras maiusculas iguais ndo diferem estatisticamente dentro do mesmo tempo de crescimento
lento e médias seguidas de letras minusculas iguais ndo diferem entre as concentracfes de sacarose, para cada tipo
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de luminosidade e concentracdes de sacarose, aos 30 e 60 dias de retomada.
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de luminosidade, pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Fonte: Da autora (2022).

Com base nos resultados observados para as varidveis de crescimento, concluiu-se que
0 armazenamento em luminosidade normal, na presenca de sacarose no meio de cultivo, foi a
melhor combinacdo para a retomada de crescimento dos apices caulinares, apés 180 dias de
crescimento lento de segmentos nodais de P. gibertii e 60 dias de retomada.

O melhor tratamento foi nas condi¢Ges de luminosidade normal, pois resultou em maior
sobrevivéncia dos explantes do que na reduzida. Em relacdo a sacarose, foi visto maior
comprimento de brotos na presenca desse agucar no meio, em comparagdo com o controle, apds
60 dias de retomada e 180 dias de crescimento lento, com destaque para 60 g L™ em relagio ao
namero de folhas, que foi maior apds 60 dias de retomada e 90 dias de crescimento lento.

Como dito anteriormente, um dos propositos durante 0 armazenamento in vitro é que 0s
explantes regenerados continuem apresentando capacidade de retomar o crescimento apés a

conservacao, para que seja considerado um processo eficiente (KAMINSKA et al., 2018). Para
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verificar a habilidade de retomada dos explantes apds o armazenamento, 0s apices caulinares
podem ser subcultivados em novo meio, em condi¢des que otimizem o crescimento ideal para
cada espécie (GARCIA et al., 2011). Nesse trabalho, o meio de cultivo mais adequado para o
desenvolvimento e multiplicacdo de segmentos nodais de P. gibertii foi com a presenca de 2
mg L de BAP, concentragio que também foi escolhida para o subcultivo dos &pices.

Para avaliar a capacidade de retomada apds o crescimento lento de P. suberosa
(GARCIA et al., 2011), os apices foram retirados e subcultivados em meio MSM, cuja
formulacdo € baseada na composi¢cdo mineral das folhas do maracuja-amarelo, variando nos
tratamentos com 15 ou 7,5 g L™ de sacarose, sem citocininas. Apos 30 dias, foi visto 100% de
recuperacdo dos apices em todos os tratamentos, exceto na presenca de ABA, que reduziu a
sobrevivéncia em 50% dos explantes. Além disso, ndo foram avaliados parametros de
crescimento, que poderiam ser otimizados com o uso do BAP, como no presente trabalho.

Da mesma forma durante a etapa de desenvolvimento e multiplicacdo de segmentos
nodais nesse trabalho, foi possivel observar que a competéncia para a regeneracdo via
organogénese de novo varia entre tipos de explantes (ROCHA et al., 2018; BIDABADI &
JAIN, 2020). As respostas de crescimento foram distintas entre segmentos nodais e apices
caulinares de P. gibertii, na presenca da mesma concentra¢do de BAP no meio de cultivo. Além
disso, foi possivel observar diferencas nas variaveis de crescimento em relacdo ao tipo de
luminosidade e presenca de sacarose, principalmente apés 180 dias, indicando também que o
periodo de retirada dos apices influencia no seu desempenho apds armazenamento.

Nesse trabalho, a eficiéncia do processo de regeneracdo do apice pode ser confirmada
observando o comprimento de brotos. Para esse parametro houve aumento dos 30 aos 60 dias,
indicando alta capacidade regenerativa, uma vez que as plantas dos quais esses apices foram
retirados j& estavam a 180 dias em armazenamento in vitro, um resultado satisfatorio, apesar de
terem atingido pouca altura. Nesse contexto, uma etapa pode ser adicionada ao protocolo de
retomada. Muitos trabalhos realizam subcultivos em meio livre de reguladores ou na presenca
de giberelinas, visando o alongamento de brotos (PHILLIPS & GARDA, 2019), o que poderia
ser utilizado para otimizar essa etapa.

A proliferacgdo celular que resulta em crescimento e alongamento, indica a viabilidade
do meristema caulinar em retomar o desenvolvimento a partir da gema apical (ROCHA et al.,
2018), o que foi representado pela producgéo de novos brotos e folhas nesse trabalho. Além da
importancia do BAP no cultivo in vitro, foi verificado também que a sacarose é fundamental
para permitir a retomada do crescimento, como era esperado. N&do houve diferenga entre as

doses de sacarose para 0 comprimento de brotos em luminosidade normal. No entanto, em
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luminosidade reduzida, o comprimento de brotos foi maior nas concentracbes maiores de
sacarose, representando a necessidade de haver maior fonte de carbono em situagdes adversas,
ja que nesse caso a atividade fotossintética é ainda mais reduzida.

A adicdo exdgena de citocinina no meio € fundamental para o desenvolvimento de
brotacbes em algumas espécies, pois tecidos isolados in vitro sdo incapazes de sintetizar o
suficiente para assegurar 0 crescimento, como € o caso dos apices caulinares (GEORGE;
HALL; KLERK, 2008; OROS et al., 2020). No entanto, a concentracdo de BAP deve ser
reduzida para permitir o alongamento dos brotos (OZAROWSKI & THIEM, 2013; DE FARIA
etal., 2018), tendo em vista 0 menor comprimento obtido nesse trabalho. Nesse contexto, novos
estudos podem ser realizados investigando diferentes concentragdes de BAP juntamente com
os melhores tratamentos para a retomada, na tentativa de otimizar a organogénese também apds

0 armazenamento in vitro.

5.2.3 Aclimatizacao

Apo6s 60 dias de aclimatizacdo das plantas, provenientes do crescimento lento em
diferentes tipos de luminosidade e concentracfes de sacarose (FIGURA 17), foram observadas
diferencas estatisticas e interacdo dupla significativa entre os fatores tempo de cultivo e
concentracdo de sacarose (p <0,05), para todas as variaveis (peso fresco, comprimento de brotos,

comprimento de raizes e nimero de folhas).
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Figura 17 — Plantas ao longo de 60 dias de aclimatizagéo, provenientes do crescimento lento
em diferentes tipos de luminosidade e concentragdes de sacarose por 180 dias.
'

[— = —" — ! — ]

Primeira, segunda e terceira linhas representam plantas aos 0, 30 e 60 dias de aclimatizacdo. Letras
representam concentragdes de sacarose no meio de cultivo sob luminosidade normal: 15 g L™ (A), 30 g L
1(B) e 45 g L1 (C); e sob luminosidade reduzida: 45 g L (D) e 60 g L (E). Barras = 1 cm. Fonte: Da
autora (2022).
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Em luminosidade normal, para o peso fresco, houve aumento aos 60 dias (0,77 g), em
comparagio com o valor inicial (0,32 g), sendo maior com 45 g L™ de sacarose (1,10 g), em
comparagdo com as demais (0,59 g). Para o comprimento de raizes, também houve aumento
aos 60 dias (12,02 cm), em comparagdo com o valor inicial (5,61 cm), sendo maior com 45 g
L de sacarose (17,26 cm), em comparagdo com as demais (9,67 cm). Para o comprimento de
brotos, também houve aumento aos 60 dias (18,25 cm), em comparacdo com o valor inicial
(12,02 cm), sendo maior com 45 g L de sacarose (23,30 cm), em comparacdo com as demais
(15,73 cm). Para o numero de folhas, houve reducéo a partir dos 30 dias (6,13), sem diferencas
entre as concentragOes de sacarose, em comparagdo com o valor inicial (14,03), que foi maior
com 30 g L™ de sacarose (16,54), em comparagdo com as demais (12,78) (FIGURA 18).

Figura 18 — Peso fresco, nimero de folhas e comprimento de brotos e raizes de plantas apds crescimento
lento sob luminosidade normal e diferentes concentracGes de sacarose, aos 0, 30 e 60 dias de
aclimatizacéo.
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Bb Bb Bb 6 Bb Bb
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I 3
0 0
15 30 15 30 45 15 45
Inicial 30 dias 60 dias Inicial 30 dias 60 dias
Comprimento de brotos (cm) Comprimento de raizes (cm)
25 20 Aa
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20 Ba 16
Ab
15 Ba Ba 12
Ba Ba Ba
w0 Lo 8
Ba
5 4 I Ba '
0 0
15 30 45 15 30 45 15 30 45 15
Inicial 30 dias 60 dias Inicial 30 dias 60 dias

Médias seguidas de letras maiusculas iguais ndo diferem estatisticamente entre tempos de cultivo e médias seguidas
de letras minusculas iguais ndo diferem entre concentracdes de sacarose dentro do mesmo tempo de cultivo, pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Fonte: Da autora (2022).
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Ja em luminosidade reduzida, para o peso fresco, houve aumento significativo aos 60
dias (0,61 g), em comparacdo com o valor inicial e aos 30 dias (0,27 g), sem diferengas entre
as concentracGes de sacarose. Para 0 comprimento de raizes, também houve aumento aos 60
dias (11,34 cm), em comparacdo com o valor inicial e aos 30 dias (5,13 cm), sem diferencas
entre as concentracfes. O mesmo foi visto para o comprimento de brotos, com aumento aos 60
dias (13,30 cm), em comparagdo com os demais tempos (8,46 cm), sendo maior para as plantas
cultivadas em 60 g L de sacarose (15,35 cm), em comparagio com 45 g L™ (10,25 cm). Para
o numero de folhas, foi observada reducéo a partir dos 30 dias (5,65), em comparagdo com o

valor inicial (10,58), sem diferencas entre as concentracdes (FIGURA 19).

Figura 19 — Peso fresco, nimero de folhas e comprimento de brotos e raizes de plantas apds crescimento
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lento sob luminosidade reduzida e diferentes concentrac6es de sacarose, aos 0, 30 e 60 dias de
aclimatizacdo.
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Médias seguidas de letras maiusculas iguais ndo diferem estatisticamente entre tempos de cultivo e médias seguidas
de letras minusculas iguais ndo diferem entre concentracdes de sacarose dentro do mesmo tempo de cultivo, pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Fonte: Da autora (2022).
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Comparando-se as plantas cultivadas em 45 g L™ de sacarose, foram observadas
diferengas estatisticas e interacdo dupla significativa entre os fatores tempo de cultivo e
intensidade luminosa (p < 0,05). Para o peso fresco, houve aumento aos 60 dias (0,82 g), em
comparacdo com o valor inicial (0,30 g), sendo maior em luminosidade normal (1,10 g), do que
em reduzida (0,54 g). Para o comprimento de raizes, também houve aumento aos 60 dias (13,53
cm), em comparagdo com o valor inicial (6,57 cm), sendo maior em luminosidade normal
(17,23 cm), do que em reduzida (9,83 cm). Para o comprimento de brotos, houve aumento do
valor inicial (8,65 cm) para os 30 (12,58 cm) e 60 dias (16,77 cm), sendo maior em
luminosidade normal (16,86 cm), do que em reduzida (8,47 cm), para todos os tempos
observados. Para o niumero de folhas, houve reducéo a partir dos 30 dias (5,74), em comparacao

com o valor inicial (11,42), sem diferenca entre os tipos de luminosidade (FIGURA 20).

Figura 20 — Peso fresco, nimero de folhas e comprimento de brotos e raizes de plantas apds crescimento
lento sob diferentes tipos de luminosidade e 45 g L de sacarose, aos 0, 30 e 60 dias de
aclimatizacéo.
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Médias seguidas de letras mailsculas iguais ndo diferem estatisticamente entre os tempos de cultivo, para cada tipo
de luminosidade, e médias seguidas de letras minusculas iguais ndo diferem entre os tipos de luminosidade, pelo teste
de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Fonte: Da autora (2022).
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Com base nos resultados observados para as variaveis de crescimento, a aclimatizacao
foi melhor sucedida para plantas cultivadas em 45 g L' e 60 g L*, provenientes do
armazenamento em luminosidade normal e reduzida, respectivamente, ap6s 180 dias de
crescimento lento e 60 dias de cultivo ex vitro. No entanto, considerando os demais parametros
avaliados anteriormente, concluiu-se que 45 g L™ em luminosidade normal foi a melhor
combinacéo para garantir resultados satisfatorios em relagéo as trés etapas, simultaneamente.

As técnicas de micropropagacéo de espécies de Passiflora spp. tém sido estudadas desde
a década de 60, quando foi realizado o primeiro cultivo de segmentos nodais de P. caerulea
(MIKOVSKI et al., 2019). Durante esse processo, 0s objetivos principais sdo o estabelecimento
dos explantes e desenvolvimento dos brotos, seguido pelo seu enraizamento. Nesse contexto,
uma das etapas mais criticas é a aclimatizagdo, o Ultimo estagio que representa a transi¢do do
cultivo in vitro para ex vitro (ISUTSA et al., 2004). Dentro do género, alguns estudos refletem
dificuldades nessa etapa, no que se refere a viabilidade das plantas (GARCIA et al. 2011;
MANOKARI & SHEKHAWAT, 2017), o que nédo foi observado nesse trabalho, havendo 100%
de sobrevivéncia para todos os tratamentos.

Diferentes concentragdes de sacarose podem influenciar o desempenho de plantas na
aclimatizacdo, o que foi confirmado nesse trabalho e também para outras espécies. Apds
aclimatacdo de plantas de P. edulis (SOUZA et al.,, 2021), os autores observaram
desenvolvimento radicular adequado, condicdo necessaria para sua sobrevivéncia no campo.
Além disso, foi visto que a adi¢do de sacarose resultou em maior nimero de folhas e raizes,
quando comparado com plantas cultivadas sem sacarose. Em plantas de videira cultivadas em
doses crescentes de sacarose e aclimatizadas por 35 dias (TANNO & BIASI, 2013), os autores
observaram que, nas concentragdes 15 e 30 g L, 100% das plantas desenvolveram raizes, com
maior comprimento e nimero de folhas do que na auséncia de sacarose.

Nas duas condig¢Ges luminosas durante o armazenamento in vitro, a concentragao de 45
g L* favoreceu o estabelecimento de plantas com raizes e sua aclimatizagdo. No entanto, existe
nesse trabalho uma interacdo significativa em relagéo ao tipo de luminosidade, ja que melhores
parametros de crescimento foram obtidos em luminosidade normal. Para o peso fresco e o
comprimento de raizes, o efeito da luminosidade so € observado aos 60 dias, quando a diferenca
passa a ser significativa, sendo maior em luz normal. Para o comprimento da parte aérea, ha
diferengas em todos os tempos de avaliagdo, indicando que o crescimento é mais acelerado em
luminosidade normal. Ja para o namero de folhas, o valor € o0 mesmo, independentemente da

condicgéo luminosa.
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Nesse trabalho, o uso de 45 g L™* promoveu melhor desenvolvimento de plantas durante
a aclimatizacdo, em luminosidade normal. Em luz reduzida, a melhor concentragéo foi 60 g L
! indicando que, havendo reducio de luz, se faz necessario aumentar a concentragio de
sacarose para manter a viabilidade das plantas. A importancia de concentracdes maiores de
sacarose para a aclimatizacao de plantas de P. gibertii foi confirmada, refletindo os resultados
ao longo do crescimento lento. Isso implica afirmar que os explantes com 180 dias ndo perdem
a viabilidade apds a transicdo para o cultivo ex vitro, nos melhores tratamentos utilizados
durante o armazenamento, reforcando que é possivel o crescimento lento de P. gibertii durante
pelo menos 180 dias, sem afetar o metabolismo das plantas pds conservacéo in vitro.

Em relacdo ao numero de folhas, percebe-se um decréscimo ao longo da aclimatizagéo,
ao mesmo tempo que hd aumento no comprimento da parte aérea. 1sso pode ser explicado
devido ao comportamento desses individuos in vivo. A medida que o maracujazeiro cresce em
altura, seu espaco entrend aumenta, diminuindo a quantidade de noés de insercdo foliar e
resultando em menor nimero de folhas nessa transicéo para o cultivo ex vitro. Assim, ocorre a
perda de suas pequenas e numerosas folhas desenvolvidas in vitro para originar folhas maiores
ao longo do desenvolvimento (SANTOS et al., 2012; BERNARDES et al., 2020). Em resumo,
a reducdo do namero de folhas indica, portanto, que houve crescimento das plantas.

Além disso, em luminosidade normal, o nimero de folhas decresce a partir dos 30 dias,
porém o comprimento de brotos s6 aumenta estatisticamente aos 60 dias. Isso pode indicar uma
adaptacdo gradual ao substrato e condicGes ex vitro, sendo que as folhas desenvolvidas nas
plantas in vitro sdo primeiramente perdidas e, com isso, a planta desvia recursos metabdlicos
para 0 alongamento celular, resultando no crescimento mais tardio de brotos (BERNARDES et
al., 2020). Esse comportamento foi independente da concentracdo de sacarose, apesar de ter
sido visto maior crescimento dos brotos na dose 45 g L.

Existem varias maneiras de realizar a aclimatizacdo, garantindo uma transi¢ao saudavel
das plantas para as condi¢Oes ex vitro. Apesar de ter o ambiente controlado em sala de cultivo,
é necessaria a adaptacdo para uma condi¢do de umidade mais baixa e maior luminosidade,
fatores criticos para o estabelecimento. Nesse contexto, a formacao de raizes in vitro é benéfica
e favoravel para a sobrevivéncia das plantas (ISUTSA et al., 2004). Nesse trabalho, foi visto
gue 0s mesmos tratamentos que promoveram maior enraizamento durante o crescimento lento
foram também os que se desenvolveram melhor na aclimatizagéo.

Sem um sistema radicular eficaz, a aclimatizacdo se torna um processo dificil,
impossibilitando o estabelecimento da planta e impedindo sua transferéncia ao campo

(SHEKHAWAT et al., 2015). Dentre os fatores internos que regulam o enraizamento, o papel
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mais importante é atribuido as auxinas. Apés aclimatizacdo de P. caerulea (JAFARI;
DANESHVAR; LOTFI, 2017), foi obtida porcentagem maxima de enraizamento (90%) e maior
numero de raizes (9,83) na presenca de 1,0 mg L de AIB, o que poderia ser utilizado em uma
etapa adicional nesse trabalho, visando otimizar o enraizamento em P. gibertii e a aclimatizagdo
de mais plantas, ja que o melhor tratamento gerou 60% de raizes nos explantes, apds 180 dias.

Existem poucos relatos sobre diferencas na irradiancia luminosa influenciando no
estabelecimento e desempenho de plantas ao longo da aclimatizacdo em Passiflora spp. Em um
trabalho utilizando plantulas de uma espécie hibrida entre P. sublanceolata e P. foetida, 0s
autores investigaram as variaveis de crescimento em relagdo a diferentes niveis de
sombreamento. Foi visto que 0s gendtipos hibridos sob 75 % de sombreamento tiveram maior
namero de folhas, aumento da distancia entrends e maior didametro do caule, apresentando
tolerancia a sombra moderada (SANTOS et al., 2012).

Além disso, alguns estudos ja verificaram que a qualidade da luz é outro fator que pode
otimizar o crescimento. Em P. edulis, os autores notaram que a aclimatizacéo foi bem sucedida
utilizando uma tela sombrite vermelha ao redor das plantas, que obtiveram maior didametro do
caule, numero de folhas e massa seca ap0ds 60 dias (DE OLIVEIRA et al., 2020). Isso também
foi visto durante micropropagacao de P. edulis, usando uma alta proporc¢éo de luz vermelha
durante o cultivo (CHEN; CHANG; LIN, 2020), resultando em plantas de alta qualidade e até
mesmo com maior teor de clorofila (2,71 mg g L), apds 3 meses. Isso revela o potencial de se
estudar respostas a luz como uma forma de melhorar os protocolos existentes. Adicionalmente,
percebe-se a falta de estudos com espécies silvestres novamente na etapa de aclimatizacéo.

Diferencas morfolégicas também acompanham a aclimatizacdo. Em Passiflora spp., as
folhas desenvolvidas in vitro sdo geralmente pequenas, raramente trilobadas e de coloragéo
verde-clara. No campo, possuem folhas mais brilhantes, indicando melhor atividade
fotossintética (MANOKARI & SHEKHAWAT, 2017). Durante a aclimatizacdo de P. gibertii,
notou-se caracteristicas transicionais entre as condi¢des in vitro e no campo, com folhas
trilobadas, porém em verde mais claro. Os ajustes morfologicos sdo consequéncia da adaptacédo
aos ambientes de cultivo (GEORGE; HALL; KLERK, 2008), o que ajuda a explicar porque
houve modificagdo nas varidveis de crescimento apds 60 dias de aclimatacdo, em relagdo ao
observado apés 180 dias de armazenamento.

Por fim, em relagdo ao crescimento geral, destaca-se a importancia da funcéo
meristematica em brotos e raizes, que sdo capazes de manter suas atividades mesmo apds a
remocdo de parte de sua estrutura. E mesmo quando os meristemas sdao totalmente excisados,

as células vegetais possuem capacidade de produzir novos brotos e raizes laterais, via
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organogénese de novo (BIDABADI & JAIN, 2020). Assim como visto durante as etapas de
desenvolvimento, multiplicacdo e retomada de crescimento, 0s segmentos nodais e apices
caulinares foram capazes de se regenerar in vitro. Além disso, apos 180 dias, as plantas
doadoras dos apices foram as mesmas que foram submetidas a aclimatizacao, apresentando
bom desenvolvimento ex vitro. Isso mostra o potencial de multiplicacdo de P. gibertii e
aclimatizacdo de plantas resultantes, sem haver perda de viabilidade ap6s o armazenamento,
um dos objetivos da conservacao in vitro a partir da técnica utilizada.

Ao final da aclimatizacdo, foram obtidas novas plantas-matrizes a partir do
desenvolvimento de segmentos nodais armazenados via crescimento lento, ap6s um total de
240 dias de experimento (FIGURA 21).

Figura 21 — Crescimento lento de segmentos nodais, submetidos a diferentes tipos de
luminosidade e concentracbes de sacarose e aclimatizacdo das plantas
resultantes, apos 240 dias.

e W Nt | W L. .|
Segmento nodal inoculado em meio de cultivo para inducdo de crescimento lento. Barra = 1 cm (A).

Segmentos nodais armazenados em diferentes tipos de luminosidade: normal e reduzida (B). Plantas apds
180 dias de crescimento lento, no dia inicial da aclimatizacéo (C). Plantas ap6s 30 (D) e 60 (E, F) dias de
aclimatizacdo. Letras mindsculas representam concentragcbes de sacarose no meio de cultivo sob

luminosidade normal: 15 g L? (a), 30 g L (b) e 45 g L (c); e sob luminosidade reduzida: 45 g L™ (d) e 60
g L (e). Barras = 5 cm. Fonte: Da autora (2022).
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6 CONCLUSAO

Com a finalizacdo deste trabalho, foi possivel estabelecer um protocolo completo de
conservacao in vitro para a espécie P. gibertii, a partir do uso de segmentos nodais, por meio
da técnica de armazenamento via crescimento lento, que permitiu a retomada do crescimento
dos apices caulinares e aclimatizacdo das plantas resultantes, em um periodo de 240 dias.

Conclui-se que 2 mg L™ de BAP é tratamento mais adequado para o desenvolvimento e
multiplicacdo dos segmentos nodais. Alem disso, o armazenamento em luminosidade normal,
com 45 g L de sacarose, é a combinacdo mais adequada para o crescimento lento, apos 180
dias. J& o armazenamento em luminosidade normal, na presenca de sacarose, € a combinacao
mais adequada para a retomada de crescimento dos &pices caulinares, apds 60 dias. Por fim, a
aclimatizacdo é melhor sucedida para plantas cultivadas em 45 g L™ e 60 g L™, provenientes
do armazenamento em luminosidade normal e reduzida, respectivamente, apds 60 dias de
cultivo ex vitro.

De forma geral, recomenda-se o cultivo de segmentos nodais de P. gibertii em 45 g L™
de sacarose e armazenamento em luminosidade normal, para obter melhores parametros de

crescimento nas trés etapas do protocolo de conservacao in vitro, simultaneamente.
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