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Resumo

O género Passiflora compreende mais de 600 espécies de plantas espalhadas pelo mundo,
apresentando alto potencial comercial para a produgdo de frutos, ornamentacdo e fins
medicinais. A diversidade de espécies do género e caracteristicas intrinsecas, como dorméncia
de sementes e fecundacdo cruzada, podem exigir condi¢des especificas de armazenamento e
cuidados especiais para manter a viabilidade e integridade genética ao longo do tempo
apresentando dificuldades na manutencdo nos campos de germoplasma, maneira tradicional de
conservacao. A criopreservacdo é uma pratica cada vez mais consolidada, sendo uma alternativa
para a conservacdo das espécies apresentando vantagens como a capacidade de manter o
material conservado em pouco espaco, baixa necessidade de manutencéo e livre de patdgenos.
Assim, o presente trabalho teve como objetivo promover e avaliar a criopreservacéo de gemas
axilares como explantes de plantas da espécie Passiflora gibertii em meio de cultura do tipo
Murashige e Skoog (MS) padréo acrescido de 6-benzilaminopurina (BAP) e sacarose. A técnica
criopreservadora empregada foi a droplet vitrification. Inicialmente, os explantes passaram por
um pré-tratamento em meio de cultura contendo alta concentracdo de sacarose por 24 horas.
Em seguida, foram submetidos a solucdo LS (Loading Solution) por 30 minutos para
desidratacdo. As tiras de aluminio foram preparadas a uma temperatura de 0°C e sobre elas
foram aplicadas gotas da solucdo de vitrificacdo VSL (Vitrification Solution L). Os explantes
foram imersos em nitrogénio liquido (NL) dentro de criotubos por uma hora. O processo de
reaquecimento foi realizado utilizando a solucdo RS (Recovery Solution) por um periodo de 30
minutos. Na etapa subsequente, os explantes foram reidratados em meio de pds-tratamento
contendo alta concentracdo de sacarose, durante 24 horas. Apos esse periodo, 0s segmentos
foram transferidos para um meio de regeneracdo (MS + BAP) para avaliar a taxa de
sobrevivéncia. O tratamento que apresentou a maior taxa de sobrevivéncia foi de 66,7% e
ocorreu com uma exposicao de 45 minutos a solucdo VSL. Cortes dos explantes foram feitos
para a avaliagdo anatdmica qualitativa, gemas sobreviventes do melhor tratamento e gemas
mortas foram conservadas, emblocadas e analisadas em microscopio para comparacdo. Células
rompidas com extravasamento de contetido celular foram observadas com bastante expresséo
em gemas mortas, indicando que mesmo utilizando a técnica de droplet vitrification, a
cristalizacdo ocorre em grande parte dos explantes. As analises bioguimicas, abrangendo
diversos parametros como acUcares, enzimas antioxidantes e peroxidacdo lipidica, foram
realizadas em explantes criopreservados em comparagdo aos ndo criopreservados e durante o
enraizamento, investigando aspectos fisiologicos, antioxidantes e osmorregulacdo. No processo
de criopreservacao, a exposicdo a solugcdo gerou estresse nas gemas, refletido pelo aumento de
malondialdeido (MDA). Altos niveis de MDA, combinados com a reducdo de antioxidantes
protetores, indicaram a morte celular, enquanto a aplicacdo de VSL permitiu a sobrevivéncia e
estimulou a regeneracgdo, evidenciada pelo aumento de agUcares sollveis e perdxido de
hidrogénio. O enraizamento diferiu entre as especies, com Passiflora gibertii apresentando
dificuldades, enquanto Passiflora alata demonstrou maior eficiéncia, com distin¢cbes nos
marcadores bioquimicos entre explantes enraizados e ndo enraizados.

Palavras chave: Gemas axilares. Conservacao. Cultura de tecidos. Respostas bioquimicas.



Abstract

The Passiflora genus encompasses over 600 plant species worldwide, with high commercial
potential for fruit production, ornamentation, and medicinal purposes. The diversity and
intrinsic characteristics of Passiflora, such as seed dormancy and cross-fertilization, may
require specific storage conditions and special care to maintain viability and genetic integrity
over time, posing challenges in germplasm fields, a traditional conservation method.
Cryopreservation is described as an increasingly established practice, offering an alternative for
species conservation with advantages like space efficiency, low maintenance, and pathogen-
free preservation. This study aimed to promote and assess the cryopreservation of axillary buds
as explants from Passiflora gibertii plants in Murashige and Skoog (MS) standard culture
medium supplemented with 6-benzylaminopurine (BAP) and sucrose. The cryopreservation
technique employed was droplet vitrification. Initially, the explants underwent pre-treatment in
a culture medium with a high sucrose concentration for 24 hours. Subsequently, they were
subjected to Loading Solution (LS) for 30 minutes for dehydration. Aluminum strips were
prepared at 0°C, and Vitrification Solution (VSL) drops were applied. The explants were
immersed in liquid nitrogen (LN) inside cryotubes for one hour. The re-warming process used
Recovery Solution (RS) for 30 minutes. In the subsequent stage, explants were rehydrated in
post-treatment medium with a high sucrose concentration for 24 hours. After this period,
segments were transferred to a regeneration medium (MS + BAP) to assess survival rates. The
treatment with the highest survival rate was 66.7%, achieved with a 45-minute exposure to
VSL. Explant sections were made for qualitative anatomical evaluation. Surviving buds from
the best treatment and dead buds were preserved, embedded, and analyzed under a microscope
for comparison. Cells with ruptured membranes and cellular content leakage were prominently
observed in dead buds, indicating that even with droplet vitrification, crystallization occurs in
a significant portion of the explants. Biochemical analyses, covering various parameters such
as sugars, antioxidant enzymes, and lipid peroxidation, were performed on cryopreserved
explants compared to non-cryopreserved, both during cryopreservation and rooting,
investigating physiology, antioxidants, and osmoregulation. In the cryopreservation process,
exposure to the solution induced stress in the buds, reflected by a significant increase in
malondialdehyde (MDA). High levels of MDA, combined with a reduction in protective
antioxidants, indicated cell death. However, the application of VSL allowed survival and
stimulated regeneration, evidenced by increased soluble sugars and hydrogen peroxide. Rooting
differed between species, with Passiflora gibertii facing difficulties, while Passiflora alata
demonstrated greater efficiency, supported by biochemical distinctions between rooted and
non-rooted explants.

Keywords: Axillary buds. Conservation. Tissue culture. Biochemical responses.
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1. Introducéo

O Brasil € o maior produtor e exportador de maracuja do mundo, se destacando também
por conter 0 maior numero de espécies do género em seu territério (IBGE, 2021). Essa lideranca
na producdo e diversidade de espécies ressalta o potencial comercial dessa cultura. No entanto,
algumas dificuldades enfrentadas, como doengas, pragas e a variabilidade genética limitada,
podem comprometer o crescimento e a rentabilidade dessa atividade. Plantas do género
Passiflora, ao qual 0 maracuja pertence, apresentam caracteristicas relevantes, como a producao
de compostos utilizados na industria farmacéutica para a fabricacdo de medicamentos. Além
disso, essa espécie também se destaca pela beleza de suas flores, ramos e folhas, sendo
utilizadas no setor ornamental (SANTOS et al., 2012; PACHECO et al., 2016).

Plantas nativas como Passiflora gibertii se destacam por conter belas flores e frutos
comestiveis, tendo seu potencial ornamental e econémico pouco explorado (PACHECO et al.,
2016). Além disso, essa espécie tem uma importancia como porta enxerto, € nativa do Cerrado,
apresenta resisténcia a patogenos de solo em comparagdo com cultivares de alta producéo,
destacando-se para programas de melhoramento (CAVICHIOLI et al., 2020). Programas de
melhoramento trabalham com algumas espécies do género Passiflora, mas a grande maioria é
voltada para a producdo de frutos, ou melhoramento de espécies que produzem frutos
comerciais.

A conservacao dessas espécies nativas é necessaria devido a aumento da expansdo dos
centros urbanos, intensificacdo dos desmatamentos e ocorréncia de queimadas reduzindo o
espaco de sobrevivéncia natural de espécies (PACHECO et al., 2016). O método de
conservacao tradicional de espécies nativas é a conservacao ex situ em bancos de germoplasma
gue envolve a coleta e armazenamento de sementes, esporos, embrides, tecidos vegetais em
condicdes controladas, como em bancos de sementes ou bancos de células, garantindo a
preservacao da diversidade genética.

Passiflora gibertii € uma espécie que apresenta entraves no processo de producéo e
conservacdo, pela dificuldade imposta em seu cultivo e pela maneira que as plantas sdo
tradicionalmente conservadas hoje no pais. Grande maioria dos bancos de germoplasma para
conservacao de espécies nativas, sdo mantidos em campo, em areas de instituicdes federais
ocupando um espaco consideravel, suscetivel a pragas e doencas com alta necessidade de
manejo (MIKOSVKI et al., 2019).



Para Passiflora gibertii, é descrito na literatura a técnica de crescimento lento como a
melhor forma de conservacao in vitro para a especie (FARIA et al. 2006). No entanto, essa
técnica dispGe de menor custo-beneficio uma vez que demanda maiores investimentos e
manutencdo constante, além de apresentar menor tempo de preservacdo comparado a técnica
de criopreservacdo. A criopreservacdo é considerada uma técnica que necessita de alto
investimento em sua implantagcdo, porém com relacdo ao custo-beneficio, tem-se que esta
promove uma melhor preservacao das espécies quanto ao tempo e manutencao das informacoes
celulares e teciduais (BETTONI, 2021). A criopreservacdo consiste em vitrificar o contetdo
celular e manter sua viabilidade, utilizando a desidratacdo celular para evitar a formacao de
cristais de gelo dentro da célula (COELHO et al. 2020).

Geralmente, a criopreservacao utiliza sementes como explante por serem tecidos menos
hidratados e mais protegidos fisicamente. Contudo, no género Passiflora as sementes tem como
caracteristica a tolerancia a desidratacdo, porém ndo resistem ao estoque prolongado nessa
condicdo (VEIGA-BARBOSA et al. 2013, SHEIKHOLESLAMI et al. 2020). Por outro lado,
as gemas axilares geralmente possuem maior taxa de viabilidade e sucesso na criopreservacao
em comparagdo com as sementes recalcitrantes. 1sso ocorre porque as gemas axilares contém
tecidos meristematicos, que séo responsaveis pelo crescimento e regeneracdo das plantas. Esses
tecidos possuem células em estado indiferenciado e, portanto, tém maior capacidade de
sobreviver e se recuperar ap0s 0 processo de criopreservacao.

Dessa maneira, utilizar explantes de mais facil acesso, como as gemas axilares, pode
garantir um aumento significativo na preservacdo dessa espécie. Alinhado a isso, pode-se
utilizar a droplet vitrification (PANIS et al, 2005), uma das técnicas mais eficientes da
criopreservacao, com taxa de sobrevivéncia maiores que 90% (Bl et al. 2021), formando assim
uma alternativa interessante e viavel para o sucesso da criopreservacao de Passiflora gibertii.

Porém as gemas axilares apresentam um sistema antioxidante mais ativo em
comparagao com as sementes. 1sso ocorre porque as gemas axilares sdo tecidos meristematicos
que estdo constantemente envolvidos em processos de crescimento e desenvolvimento, 0s quais
geram maior producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) como subprodutos do
metabolismo celular. Portanto, as gemas axilares possuem mecanismos de defesa antioxidante
mais eficientes para neutralizar os ROS e proteger as células contra danos oxidativos, que
podem ser causados pelos processos de criopreservacdo. Assim, 0 objetivo do presente trabalho
foi avaliar a droplet vitrification como técnica para criopreservar a espécie de Passiflora

gibertii, bem como avaliar a influéncia e as respostas histoldgicas e bioguimicas de diferentes



tempos de exposicdo dos explantes (gemas axilares) a solugdo crioprotetora e que passaram
pela vitrificagéo.

2. Referencial tedrico

2.1 Género passiflora

Passiflora € um género grande e diverso, contendo mais de 600 espécies distribuidas
por varios continentes, sendo América do Sul o destaque contendo cerca de 95% destas
(SOARES et al. 2011). O Brasil se destaca por ser o maior produtor e exportador mundial de
maracujas (GAMA et al. 2013, EMBRAPA, 2021) aproximadamente 600 mil toneladas da fruta
por ano de acordo com os dados IBGE (2018), apresentando cerca de 150 espécies com sua
distribuicdo geogréafica concentrada mais no centro norte do pais (SILVEIRA et al., 2015).

Mesmo havendo um grande nimero de espécies, poucas sdo utilizadas para o0 consumo
e comercializacdo, onde as que mais se destacam sdo 0 maracujazeiro-roxo (P. edulis Sims.) e
0 maracujazeiro-amarelo (P. edulis f. flavicarpa Degener.) (CROCHEMORE et al. 2003).
Além da producdo de frutos, o maracujazeiro é amplamente utilizado para fins medicinais
(SESAN et al. 2016) e devido a variedade de cores, tamanhos e formas de suas flores, o género
Passiflora tem revelado um potencial enorme no ramo ornamental.

O maracujazeiro é propagado de forma sexuada pelo plantio de sementes e de forma
assexuada utilizando de técnicas agrondmicas como enxertia, estaquia e cultura de tecidos. A
maioria das sementes apresentam dorméncia e essa caracteristica pode fazer com que a
germinacao somente aconteca apos trés meses. Com o prolongamento da fase de germinativa,
técnicas agronémicas sao utilizadas a fim de uniformizar e aumentar as taxas de germinacao.
Programas de melhoramento tém atuado nessa area a fim de selecionar geno6tipos com menor
indice de dorméncia (ALEXANDRE et al. 2004).

A propagagéo assexuada apresenta vantagens, como a obtengdo de um stand uniforme
e a clonagem de caracteristicas essenciais do exemplar selecionado, incluindo uniformidade de
producdo, tamanho dos frutos e flores de qualidade. Contudo, é importante salientar que a
maioria das espécies do género Passiflora possui uma caracteristica conhecida como
autoincompatibilidade, o que requer a utilizacdo de um numero de plantas enorme para
promover a fecundagdo cruzada no pomar. Além disso, devido a compartilhamento das mesmas

caracteristicas reprodutivas pelos clones, ha uma maior suscetibilidade a doencas. Nesse



sentido, diversos estudos tém sido realizados com espécies selvagens, que geralmente
apresentam boas respostas as doengas observadas. Essas pesquisas, em grande parte, sdo
direcionadas ao desenvolvimento de porta-enxertos (JUNQUEIRA et al. 2006; FALEIRO,
2019).

2.2 Cultivo in vitro de plantas

Apesar da cultura de tecidos ainda ndo ser utilizada para producdo de mudas de
maracujazeiro em maior escala, diversas espécies do género apresentam protocolos elaborados
para o estabelecimento e a multiplicacdo de explantes. Com a diferenciacdo para as espécies no
sentido de facilitar o manejo no laboratdrio e ter um resultado melhor na propagacéo das plantas
in vitro, os explantes sdo de variados tipos como: segmento nodal, gemas laterais, recorte foliar,
raizes, tecidos meristematicos, sementes, apice caulinar e calos (FALEIRO et al. 2019).

A conservacgao in vitro € uma técnica fundamental para a preservacéo de plantas por
meio da cultura de tecidos. Englobando diversas técnicas avancadas de manejo, como a limpeza
clonal de virus até a transformacdo genética de plantas. Essa abordagem também proporciona
altas taxas de multiplicacdo e apresenta facilidade na implementacéo de sistemas de cultivo,
permitindo trabalhar com processos como embriogénese somatica, organogénese e bancos de
germoplasma in vitro. A conservacdo in vitro oferece a possibilidade de conservar espécies
utilizando técnicas como o crescimento lento e a criopreservacdo. Essas metodologias
representam alternativas aos métodos tradicionais de conservacdo, como 0s bancos de
germoplasma em campo e os bancos de sementes. Ao utilizar a conservacao in vitro, é possivel
manter uma maior diversidade genética e preservar espécies de forma mais eficiente,
considerando a capacidade de regeneracdo das células e tecidos vegetais em condicdes
controladas de laboratorio (PACHECO et al. 2016).

2.3 Criopreservacao

Devido a auto incompatibilidade na reproducdo das plantas do género Passiflora, varias
espéecies sd0 mantidas em campo nos bancos de germoplasma em instituicdes para a
conservacao, porém necessita de espaco e manejo adequado para ser viavel essa manutengéo.

Com a possibilidade de doencas, acidentes e até desastres climéticos inviabilizarem o uso das



espécies preservadas, ha uma necessidade de desenvolver melhores técnicas para o
acondicionamento do material (FALEIRO, 2019).

A técnica de criopreservacdo com explantes vegetais € baseada na cultura de tecidos,
onde um explante cultivado in vitro é armazenado em temperaturas muito baixas, cerca de -
196°C em nitrogénio liquido, estando protegido do envelhecimento convencional, livre de
contaminagdes e ndo necessitando de manutencédo regularmente (PACHECO et al. 2016).

Na criopreservacdo, hd o congelamento ou vitrificacdo do explante, sendo que,
geralmente, 0s vegetais possuem uma grande quantidade de agua intracelular que pode
cristalizar e romper os tecidos causando a morte da célula. Assim, primeiramente, o explante é
submetido ao tratamento de desidratacdo evitando o0 acontecimento deste fenémeno.
Atualmente, a técnica de criopreservacdo mais utilizada é a vitrificacdo, onde o material é
submetido previamente a uma solugdo concentrada desidratante e protetora e, apos o explante
ser retirado da solucdo, ocorre rapidamente a imersdo em nitrogénio liquido, evitando que
ocorra a formac&o de cristais dentro das células, mantendo assim a viabilidade (ENGELMANN,
2011, COELHO et al. 2020).

Devido ao avanco da ciéncia e desenvolvimento de tecnologias de preservacdo de
materiais vegetais, muitas espécies de maracujazeiro ja foram criopreservadas. Além disso,
existem desafios relacionados a obtencdo de sementes de Passiflora gibertii, 0 que pode
dificultar sua propagacéo. Adicionalmente, a utilizacdo de apices como explantes também pode
resultar em um namero reduzido de material disponivel para estudos e manipulacdes genéticas
(SHEIKHOLESLAMI et al., 2020). No entanto, é importante ressaltar que a utilizacdo de
espécies selvagens em programas de melhoramento genético oferece vantagens significativas,
proporcionando oportunidades para o desenvolvimento de novas cultivares e tecnologias
agricolas (SAKALI et al., 1990). Como disse Zamecnik (2021), a técnica utilizada, o tempo de
tratamento da solucdo, concentracdo, temperatura, tamanho da ponta do broto, idade e sua

fisiologia séo fatores que devem ser levados em consideracdo no momento da criopreservacao.

2.4 Droplet vitrification

Técnicas de vitrificacdo estdo sendo amplamente testadas em diversos tipos de materiais
vegetais de diversas espécies, sdo elas o encapsulamento e vitrificagdo (MATSUMOTO et al,
1995) e a droplet vitrification (PANIS et al, 2005), os protocolos ja estabelecidos mostram
eficiéncia em conservagdo do material (PACHECO et al. 2016, SAKAI e ENGELMANN,
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2007). A droplet vitrification consiste em desidratar o explante com solugdo concentrada LS
(Loading solution), composta por sacarose e glicerol, em seguida, permanéncia na solugéo de
vitrificacdo por um determinado tempo de tratamento. O explante é entdo colocado sobre tiras
de aluminio que contem pequenas gotas da solucao de vitrificacdo que é imersa rapidamente no
nitrogénio liquido (NL). Posteriormente, o material é reaquecido rapidamente em uma solugdo
com sacarose, definida como solugdo de recuperacdo RS (Recovery solution) onde ocorre
também a reidratacdo lenta do explante (PANIS et al, 2005). Para Passiflora, a literatura cita
geralmente o uso de PVS2 e PVS3 como solugéo crioprotetora e as técnicas utilizadas sdo as
de vitrificacdo e encapsulamento vitrificacdo, porém, muita perda ocorre devido a intoxicagdo

das solugdes crioprotetoras aos explantes (PACHECO et al, 2016).

2.5 Solucdes crioprotetoras e tempo de exposicao

As solugdes utilizadas na criopreservagdo sdo compostas por agentes crioprotetores
pouco nocivos aos tecidos como: glicol (alcool contendo pelo menos dois grupos de hidroxila)
e o etilenoglicol, mas existem outros compostos crioprotetores com uma toxicidade maior como
o dimetilsulféxido (DMSO) e o glicerol, que causam riscos para 0s tecidos como degradacao
de membrana, mudanca no estado fisico da membrana, criacdo de espécies reativas de oxigénio,
aumentando a chance de ocorrer a mortalidade das células apenas pela exposi¢do do material
as solucdes (SYDYKOV et al. 2018). Muitos destes agentes crioprotetores citados atuam na
retencdo do conteddo celular ou no extravasamento do contetdo celular, pois aumentam a
distancia intermembranar, aumentam a area da parte polar da membrana, alteram a temperatura
da transicdo de membrana, mantendo o fluido celular dentro ou fora da célula (GORDELIY et
al. 1998). Contudo, com a exposi¢cdo prolongada aos agentes, rompimentos na membrana
podem ocorrer, liberando o contetdo celular para o ambiente e consequentemente matando a
célula (SYDYKOV et al. 2018), este efeito € 0 mesmo observado quando ha o congelamento
de agua dentro da célula, causando danos pela formacdo de cristais que podem romper a
membrana.

O objetivo deste trabalho foi de avaliar a droplet vitrification como técnica para
criopreservar a espécie de Passiflora gibertii, bem como estudar a influéncia e as respostas
histologicas e bioquimicas de diferentes tempos de exposicdo dos explantes (gemas axilares) a
solugéo crioprotetora VSL e que passaram pelo congelamento, avaliando o melhor meio para

enraizamento e regeneracdo das gemas.
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3. Material e Métodos

Como material vegetal, plantas com um ano de idade provenientes de segmentos nodais
estabelecidos in vitro de Passiflora gibertii, alocadas em sala de crescimento com temperatura
(25°C % 2) e luminosidade controlada (fotoperiodo de 16h) na Universidade Federal de Lavras
— Lavras -MG, Brasil localizado a 21°,22°69 S, 44°,98°14 W, foram utilizadas como doadoras
de gemas axilares. A pesquisa foi realizada no Instituto de Ciéncias Naturais, Setor de Fisiologia
Vegetal, no laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas (LCTP), da Universidade Federal de

Lavras.

3.1 Estabelecimento in vitro

3.1.1 Desinfestacdo dos explantes

Para desinfestacdo dos explantes em camara de fluxo laminar, os segmentos nodais
foram submersos por um minuto em alcool 70% e, posteriormente, em uma solucdo de
hipoclorito de s6dio comercial a 2,5% de cloro ativo por 15 minutos, enxaguadas trés vezes em
agua destilada e autoclavada, a uma temperatura de 120 °C e 1,0 atm, por 20 minutos
(DORNELAS e VIEIRA, 1994).

3.1.2 Multiplicacgéo in vitro

Apobs a desinfestacdo, os segmentos de 0,3 a 0,5 cm foram inoculados em meio de
cultura MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), com adic¢do de 30g L de sacarose, 0,1g L de
Inositol, gelificado em 7g L de agar e pH do meio ajustado para 5,8 + 0,1, com acréscimo de
2mg L de 6-benzilaminopurina (BAP) (KANTHARAJAH e DODD, 1990) e autoclavados a
120 °C e 1,0 atm, por 20 minutos. Foi inoculado um explante por tubo (Figura 1, A),
permanecendo na sala de crescimento por no minimo 30 dias, em ambiente controlado com
fotoperiodo de 16 horas a temperatura de 25°C + 2, apds esse tempo decorrido as plantas
cultivadas in vitro (Figura 1, B), foram usadas como doadoras das gemas (Figura 1, C) sendo

0S novos explantes. A regeneracdo das gemas ocorreu no mesmo meio de cultura citado para a
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inoculacdo inicial. Todo o processo de manuseio dos explantes foi conduzido na cdmara de

fluxo laminar para evitar contaminantes.

Figura 1: (A) Planta de Passiflora gibertii recém cultivada em meio de cultura. (B) Planta de
Passiflora gibertii cultivada por cinco meses. (C) Caule de Passiflora gibertii contendo
gemas que foram utilizadas no experimento (setas).

Fonte: Do autor (2022)

3.2 Criopreservacao via Droplet Vitrification
3.2.1 Pré-tratamento

Como pré-tratamento, os explantes coletados das plantas regeneradas in vitro, com
tamanho entre 1 a 3mm, foram previamente desidratados por 24 horas em meio MS padréo

gelificado e autoclavado, acrescido de 0,3 M de sacarose, adaptado Vianna et al. (2019).

3.2.2 Solugéo de vitrificagdo
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Posterior ao pré-tratamento, os explantes passaram por outro tratamento de desidratacdo
em solucdo LS (Loading Solution) [2 M glicerol e 0,4 M sacarose em meio MS padrdo (SAKAI
e ENGELMANN, 2007)] por 30 minutos em temperatura ambiente em placas de Petri.
Posteriormente, 12 gemas foram imersas em solucdo VSL em banho de gelo a 0°C por
diferentes tempos de permanéncia (15 30, 45 e 60 minutos), logo apos, expostas em tiras de
folha de aluminio estéril pré-preparadas (~ 5 x 25 mm) colocadas em uma placa de Petri, com
trés gotas de 3 uLL de VSL (Vitrification Solution L) em cada tira de aluminio. Este processo foi
repetido com outros tempos de permanéncia (40, 45 e 50 minutos). A solucdo VSL é composta
por 5% de sacarose, 20% de glicerol, 10% de DMSO (Dimetilsuféxido), 30% de etileno glicol
e 10mM de CaCl; (Cloreto de calcio) (SUZUKI et al. 2008).

Apbs o periodo de crioprotecao, as tiras de aluminio com os explantes, foram colocadas
nos criotubos ja previamente imersos em NL onde permaneceram por pelo menos uma hora e
para 0s tratamentos controle, os explantes ndo foram imersos em NL. Em seguida, houve a
retirada das tiras de aluminio do NL e a rapida insercéo na placa com a solucdo RS (Recover
Solution) contendo 1,2 M de sacarose em meio MS (GALLARD et al., 2008; BARRACO et al.
2011) por 30 minutos, voltando os explantes para temperatura ambiente com hidratacédo lenta.

Ap0s a volta a temperatura ambiente, a inoculagcdo ocorreu em meio de cultura pds-
tratamento por 24h com MS padrdo, com adicdo de 0,3 M de sacarose, 0,1g L de Inositol,
gelificado em 7g L™ de 4gar e pH do meio ajustado para 5,8 + 0,1, e autoclavado, com exposicio

direta ao fotoperiodo de 16 horas.

3.2.3 Regeneracédo pos-criopreservacao

Decorrido o tempo de pds-tratamento, a regeneracdo das gemas ocorreu em meio MS
padrdo, com adicdo de 30g L de sacarose, 0,1g Lt de Inositol, gelificado em 7g L™ de &gar e
pH do meio ajustado para 5,8 + 0,1, com acréscimo de 2mg L de 6-benzilaminopurina (BAP).
O material foi exposto ao fotoperiodo de 16 horas, com temperatura média de 25°C. Na
avaliacdo da sobrevivéncia, foi realizada uma contagem sete dias ap0s a inoculagao das gemas,
posteriormente houve o0 acompanhamento diério para observar alteracdes, até trinta dias. Para
a regeneracdo das gemas criopreservadas, foi utilizado o meio MS em placas de Petri, contendo
cinco tratamentos com diferentes concentracdes de BAP (0; 0,5; 1; 2 e 4 mg L), com seis
gemas por placa e seis placas por tratamento. Para o enraizamento, quatro repeticdes foram

avaliadas com trés gemas em cada, os meios MS foram preparados com variacdo de
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concentragdes de AlA e AIB (0; 0,25; 0,5e 1 mg L™?). A titulo de comparagdo do crescimento
de raizes, duas espécies do mesmo bioma, Passiflora gibertii e Passiflora alata foram

utilizadas.

3.3 Analises histoldgicas

Apols 14 dias do processo de criopreservacdo, foi observada a sobrevivéncia dos
tratamentos e foram coletadas amostras vivas e mortas para a realizacdo dos cortes. A
conservacao foi feita com a imersdo das gemas em recipientes com a solucéo fixadora FFA (5%
de formaldeido, 5% de acido acético e 90% de alcool 70%) (JOHANSEN, 1940) e mantidas na
geladeira. Para o seccionamento do material em estudo, foi realizado um processo de
preparacdo histologica que envolveu etapas sequenciais de desidratacdo em vacuo (Bomba a
vacuo TECNAL TE-058), utilizando-se solugdes alcodlicas de concentracBes graduadas de
70%, 92%, 100%, além de uma solu¢do composta por 50% de alcool 100% e 50% de resina
ativada, seguida da utilizacdo exclusiva de resina ativada a 100%. Em seguida, foi realizado o
processo de emblocamento. Todas as etapas foram conduzidas utilizando-se a resina histologica
Historesin® Leica. Cortes com espessura de 5 um foram realizados em micrétomo (Easypath
EP-31-20091), posteriormente corados com solucéo de azul de toluidina a 0,05% (O’BRIEN et
al., 1965) e visualizados em microscopio de luz (Zeiss, Axio Scope).

3.4 Analises Bioquimicas

As andlises bioguimicas foram realizadas em explantes coletados quatro semanas ap6s
0 estabelecimento das plantas in vitro, sendo observado e separado explantes com presenca e
auséncia de raiz.

Gemas que passaram pelo processo de criopreservacao foram coletadas para analise em
quatro tratamentos: pré-criopreservacdo, pos solucdo VSL (45 minutos), mortas pos-
criopreservacao e vivas pos-criopreservacdo. Todo o material coletado foi armazenado em
freezer a -80 °C até o momento das analises. Amostras foram submetidas a extracao etandlica,
a quente, determinando-se, na fracdo solivel em etanol, os agucares redutores e nao redutores,
proteinas totais, prolina, peroxidacéo lipidica, peréxido de hidrogénio, e atividade enzimatica
da peroxidase (POD) e da catalase (CAT).
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3.4.1 Peroxidagdo lipidica e teor de peroxido de hidrogénio

A quantificacdo de peroxidacao lipidica em plantas foi feita pelo método do acido
tiobarbiturico, descrito por HEATH E PACKER (1968) e modificado por PEIXOTO et al.
(1999). Uma aliquota do sobrenadante foi submetida ao meio de reacdo composto por &cido
tiobarbiturico 0,5% e TCA 20% e mantida em banho maria a 95 °C durante 30 min. Apo6s
resfriamento e paralizacdo da reacdo em banho de gelo, as amostras foram lidas em
espectrofotbmetro nos comprimentos de onda de 540 nm, 535 nm e 600 nm e através de calculos
especificos a peroxidacao lipidica foi estimada, utilizando o coeficiente de extracdo molar 155.

Os niveis de peroxido de hidrogénio (H202) foram quantificados pelo método de
VELIKOVA et al. (2000). Uma aliquota do sobrenadante foi submetida a reagdo com tampéao
fosfato de potassio (KH2PO4) 10 mM, pH 7,0 e iodeto de potassio (KI) a 1M. Posteriormente,
estas amostras foram analisadas em espectrofotdmetro com leitura da absorbancia a 390 nm e
os niveis de H>O> foram quantificados por meio de comparagao com curva padréo.

3.4.2 Proteinas totais e prolina

A determinacdo de proteinas se deu de acordo com o método de BRADFORD (1976),
utilizando o corante Comassie Blue G-250, H3PO4 85% (v/v) e etanol 95% (v/v). Durante o
procedimento, Comassie Blue G-250 foram diluidos em etanol 95%, acrescendo H3POa 85%.
Para a quantificacdo, 5 UL do extrato foram acrescidos de 295 pL do reagente preparado. A
absorbancia de cada amostra foi lida em um espectrofotdmetro no comprimento de onda de 595
nm. Ao final, o teor de proteinas pdde ser determinado por intermédio de curva de calibracéo,
fazendo uso de albumina de soro bovino (BSA) 1 mg. mL™ como padrao.

O método utilizado para quantificacdo de prolina foi o descrito por CARILLO E
GIBBON (2011) contendo algumas modificagdes. Em um eppendorf contendo 50 pL do
sobrenadante, foi adicionado 100 pL de meio de reag¢do contendo, ninhidrina 1% em acido
acetico 60% e etanol 20%. Posteriormente, foi aquecido por 20 minutos em banho-maria a 95°
C, seguido de resfriamento em banho de gelo. Apos resfriada, foi realizada leitura em
espectrofotdmetro a 520 nm. As absorbancias obtidas foram comparadas com uma curva-

padréo de prolina e os resultados foram expressos em pg.mg*MF
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3.4.3 Acucares soluveis e agucares redutores

A quantificacdo de acgucares soluveis totais ocorreu de acordo com o método de antrona
(hidroxiantranceno) (Miller, 1959). 100 mg de antrona foram pesadas e adicionadas a 2,5 mL
de 4gua destilada, seguido de um incremento de 50 mL de &cido sulfarico concentrado (H2SOa)
a solucdo. Posteriormente, aliquotas do extrato bruto foram submetidas a reacdo com a solucao
de antrona mantendo-se o sistema em banho de gelo. Em seguida, a solucdo resultante foi
levemente agitada e levada a banho-maria a 100 °C durante trés minutos. Por fim, fez-se a
leitura da solugdo em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 620 nm.

A quantificacdo de acucares redutores foi baseada na metodologia por DNS (MILLER
1959), que contém os seguintes reagentes: acido dinitrossalicilico (DNS), hidroxido de sodio,
tartarato de sodio e potassio (KNaCsH4O¢-4H20) (sal de Rochelle) e glicose 10 mM. Apds o
preparo da solucdo de DNS, adicionou-se 0 extrato bruto sob agitacdo em vortex.
Posteriormente, esta solugdo foi mantida em banho-maria a 100°C durante cinco minutos. Apos
o resfriamento, as leituras em espectrofotobmetro foram realizadas no comprimento de onda de
540 nm.

3.4.4 Atividade enzimatica do sistema antioxidante

O meio de reacdo para CAT consistiu em tampao fosfato de potassio 67 mM (pH 7,0),
H>02> 10 mM e a aliquota do extrato. O consumo de H2O. foi mensurado seguindo sua
absorbancia a 240 nm (ANDERSON; PRASAD; STEWART, 1995), o coeficiente de extin¢do
utilizado foi 36.

A atividade da peroxidase (POD) foi determinada em uma mistura de reagdo composta
pelo extrato, tampao fosfato de sédio (100 mM, pH 6,0) contendo peroxido de hidrogénio 0,9%
e guaiacol 0,8%. O aumento da absorbancia a 470 nm (coeficiente de extingdo molar 26,6 Mt
cm™?) foi registrado por trés minutos (FANG, KAO, 2000).

3.5 Analises Estatisticas
O experimento da criopreservagdo foi realizado em delineamento inteiramente

casualizado (DIC). Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk a 5%

de probabilidade e ao teste de homogeneidade de variancia de Levene, verificando a
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normalidade dos dados. Em seguida, foi feito a analise de variancia dos tratamentos (ANOVA),
realizando o teste F a 5% de probabilidade e posterior comparacdo das médias pelo teste Tukey.
As anélises estatisticas foram realizadas utilizando o programa R® por meio dos pacotes
tidyverse (WICKHAM, 2019), gvima (PENA, 2019), emmeans (LENTH, 2019), e car (FOX,
WEISBERG, 2019). O gréfico foi confeccionado utilizando o pacote ggplot2 (WICKHAM,
2016) do respectivo programa.

Os dados bioquimicos foram verificados quanto sua distribuicdo por meio da anélise de
variancia (ANOVA) e, em caso de normalidade, tiveram suas médias comparadas por teste de

Tukey a nivel de significancia de 5%, através do software estatistico RBio.

4. Resultados e Discusséo

4.1 Criopreservagao

Como resultado do teste inicial da criopreservacédo, utilizando os explantes que nao
passaram pelo NL, nos tempos de 15, 30, 45 e 60 minutos, verificou-se uma intoxicacdo causada
pela solugdo VSL em tempos maiores, como apresentados na Tabela 1. Com 15 e 30 minutos
néo foi observado nenhuma alteracdo em comparacao aos explantes que ndo foram imersos em
NL. Em 45 minutos foi observado que todas as gemas sobrevivem por duas semanas
aproximadamente. Todavia, com 60 minutos todas as gemas estavam mortas apds o NL. No
teste com nitrogénio liquido as gemas expostas ao VSL em 15, 30 e 60 minutos ndo

sobreviveram, porém, houve alta taxa de sobrevivéncia das gemas no tratamento de 45 minutos.

Tabela 1: Descricao dos dados obtidos no experimento de criopreservacdo da espécie Passiflora
gibertii com a solucdo VSL em diferentes tempos. NL- indica onde ndo houve a imersdo em
nitrogénio liquido e NL+ onde houve imersdo em nitrogénio liquido. Valores com *, indicam

morte do explante apos duas semanas.

Tempo na solugéo crioprotetora Sobrevivéncia (%)

(min) NL - NL +
0 100
15 100 0
30 100 0
45 100* 70

60 0 0
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Com os resultados obtidos no primeiro teste, foi realizado um novo experimento com a
faixa de tempo mais adequada, proxima ao tempo que foi verificado a sobrevivéncia, utilizando
trés repeticbes com 12 gemas em cada, adaptado de Halmagyi et al. (2020). Foi observado
diferenca significativa entre os tempos para a taxa de sobrevivéncia dos explantes, indicando
que o tempo de exposicdo das gemas em solucdo de VSL interfere completamente na
sobrevivéncia dos explantes (Tabela 2). Foi observado que no tratamento de 45 minutos em
solucdo VSL houve a maior taxa de sobrevivéncia das gemas axilares, correspondendo a 67%,
diferindo estatisticamente dos demais tempos (Figura 2). Resultados semelhantes foram
encontrados por Halmagyi et al (2020) utilizando gemas axilares de Dhiantus callizonus com a
técnica de droplet vitrification e solu¢do PVS2, obtendo taxa de sobrevivéncia de 63%. Em
contraste, em um estudo utilizando gemas axilares de Ludisia discolor em solucdo PVS2 com
a mesma técnica citada acima, obteve-se apenas 17% de sobrevivéncia (BURKHAN, 2022).
Dessa maneira, o resultado encontrado no presente trabalho indica uma 6tima alternativa, visto

a alta taxa de sobrevivéncia relatada.

Tabela 2: Descricdo dos dados obtidos no experimento de criopreservacao da espécie Passiflora
gibertii com a solucdo VSL em diferentes tempos.

Tempo na solucdo crioprotetora  Sobrevivéncia

(min) (%)
40 26
45 67

50 31
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Figura 2: Taxa de sobrevivéncia de gemas da espécie Passiflora gibertii, ap6s o processo de
criopreservacao com a solucdo VSL, nos tempos de 40, 45 e 50 minutos. As letras representam
o teste de Tukey a 5%, em que letras diferentes indicam diferenca minima significativa. As

barras representam o erro padrao da média.

Por outro lado, Lee (2021) utilizando &pices caulinares de outra espécie ornamental, a
Pogostemon yatabeanus, obteve taxa de sobrevivéncia de 80% por meio da droplet vitrification.
Delgado-Aceves (2021) com a espécie Agave tequilana alcancou taxa de sobrevivéncia de 83%
e 73% usando PVS2 e PVS3, respectivamente, mas ambas as solugdes prejudicaram o
desenvolvimento quando os explantes foram expostos a um tempo de solugéo igual ou superior
a 30 minutos. Estudando criopreservagao por meio da mesma técnica usando a espécie Agave
peacockii, Delgado-Aceves (2022) conseguiu sobrevivéncia de 80%. Para espécies frutiferas
como o kiwizeiro (ZHANG et al. 2020) e macieira (WANG, 2021) foram encontradas
sobrevivéncias de 68 e 48% respectivamente, utilizando a mesma técnica do presente trabalho,

porem com apices caulinares.
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Vale ressaltar também que para a espécie Passiflora gibertii, pequenas variagcdes no
tempo de exposicdo a solugdo crioprotetora é um fator determinante para o sucesso da técnica,
tendo em vista que 45 minutos apresentou a maior taxa de sobrevivéncia em comparacéao a 40
e 50 minutos (Figura 2). O tempo de tratamento na solucdo é um dos fatores importantes na
criopreservacdo, uma vez que os métodos de criopreservacdo nao sao universalmente
protetores, e devem ser otimizados para cada nova espécie de planta conservada (CARRA et al.
2019, SAMUELS et al 2021). Assim, tendo em vista que a protecdo através da solucdo é
alcancada pelo aumento a viscosidade da célula até o ponto em que a formacao de gelo é inibida,
tantointra quanto extracelular, um baixo tempo de exposicdo pode ndo ser suficiente para que
tal situacdo seja alcancada (BENSON, 2008). Em contrapartida, um alto tempo de exposi¢édo
em solugbes crioprotetoras ou com alta concentracdo dos agentes crioprotetores, podem ser
prejudiciais devido aos efeitos prolongados que causam na célula, como a desidratacdo ou
/hidratacdo da membrana e alteracdo da sua temperatura de transicdo de fase (SYDYKOV et
al. 2018).

Danos celulares foram observados nos tecidos através dos cortes histologicos, tendo esta
diferenca diferido entre os explantes sobreviventes e os mortos (Figura 3). Durante a
vitrificagdo, um liquido é transformado em um estado sélido ndo cristalino semelhante ao vidro
devido ao super-resfriamento sem congelamento (EROL et al., 2021), caso ndo aconteca a
vitrificacdo, cristais de gelo podem ser formada dentro e fora da célula no tecido vegetal e
causam danos fisicos (JANG et al., 2017). Os explantes mortos apresentam alta quantidade de
células vazias, evidenciando o rompimento da membrana plasmatica, parede celular e perda de

suas estruturas para o meio (Figura 3A, B e C).
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Figura 3 — Cortes anatbmicos das gemas axilares do melhor tratamento (45 minutos), uma

semana apoés a imersdo em nitrogénio liquido. A, B e C representam as gemas que ndo
sobreviveram ao teste de criopreservacao, D, E e F representam as gemas que sobreviveram

apos o tratamento com o nitrogénio liquido. Fonte: Do autor (2022)

Os explantes sobreviventes possuem maior organizacdo celular, maior volume de
solutos e de células normais (Figura 3D, E e F). Espacos vazios das gemas mortas cria um
contraste com o espago completamente preenchido das gemas sobreviventes, mostrando alto
dano sofrido no tecido. Pontuacgdes coradas presentes nas células das gemas vivas representam
a membrana plasmatica reduzida devido a desidratacdo, enquanto que ndo ha pontuacdes nos

explantes mortos.

4.2 Analises bioquimicas

A criopreservacao é um método comum para armazenamento de material bioldgico, mas
pode levar a danos celulares causados pela peroxidacao lipidica, que é medida pelo teor de
malondialdeido (MDA). Gemas de maracuja que passaram pelo processo de vitrificacdo com
solucdo VSL apresentaram a maior média de MDA, enquanto as gemas que ndo passaram pelo
processo e as gemas j& mortas apresentaram uma média intermediaria, porém, maior que as
gemas que sobreviveram ao processo de criopreservacao (Figura 4). Prudente (2019) e Xing
(2022) obtiveram resultados semelhantes, mostrando que o tratamento com melhor

sobrevivéncia apresentou uma média de MDA menor. Além disso, o tratamento com agentes
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criopreservadores promove o aumento de ROS, o que pode levar a um tempo prolongado de
recuperacdo do explante apds o reaquecimento (POPOVA, 2023).

A tabela montada por Ren et al. (2021) onde diversos estudos sobre criopreservacao
mostraram médias altas de MDA na etapa de vitrificacdo, que podem ser um indicador de danos
celulares e espécies reativas de oxigénio em maior nimero. Estudos adicionais, como o de Ren
et al. (2021), demonstraram que as atividades antioxidantes estdo diretamente ligadas ao
sucesso da criopreservacdo, correlacionando a viabilidade de pdlen ao baixo conteddo de MDA
e de POD. Ja para embrides, 0 momento de maior concentracdo de MDA é justamente na etapa

de osmoprotecéo, conforme relatado por Soonthornkalump et al. (2020).
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Figura 4: Peroxidacdo lipidica mensurada pelo marcador malondialdeido (MDA) (A), e
peroxido de hidrogénio (H202) (B), em gemas de diferentes estagios durante a criopreservacdo
de Passiflora gibertii (gemas sem nenhum tratamento, gemas apds 45 minutos de solucéo,
gemas mortas apds o processo de crio e gemas vivas apos a crio). Barras representam valores
de média + erro padrdo. Letras diferentes indicam que houve diferenca estatistica entre as

variaveis a nivel de significancia de 5% pelo teste Tukey. Fonte: Do autor (2023).

No conteddo de H20., a maior média foi encontrada nas gemas vivas apds a
criopreservacao, seguida de médias menores nas gemas naturais e pequenas nas gemas mortas
e apos o processo de desidratacdo. ALKAHTANI (2021) associou a maior quantidade de H20>
ao momento de maior estresse por desidratacdo em plantas de beterraba agucareira e com a
aplicacéo de prolina, esse estresse foi diminuido. ZHANG (2021) encontrou niveis maiores de

H>O2 na fase de descarregamento,concentragdes médias no carregamento, e baixas no pré-
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tratamento, em calos de Dendrobium. JIANG (2019) mostrou que o contetudo de H20. é menor
na etapa de vitrificagdo em relagdo ao momento de carregamento e descarregamento dos
explantes, com a mais baixa concentracao nos calos antes do processo. Resultados obtidos na
criopreservacao de Paeonia emodi por REN (2022) mostraram que 0s niveis de H20; sdo
menores antes do NL em todos os tratamentos, onde a viabilidade e umidade séo diferentes,
mostrando também que a aplicacdo externa de H20: pode interferir na produgdo interna de mais
ROS, alterando a viabilidade.
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Figura 5: Prolina (A) e proteinas (B), em gemas de diferentes estagios durante a criopreservacao
de Passiflora gibertii (gemas sem nenhum tratamento, gemas ap6s 45 minutos de solucéo,
gemas mortas apds o processo de crio e gemas vivas apos a crio). Barras representam valores
de média + erro padrdo. Letras diferentes indicam que houve diferenca estatistica entre as

variaveis a nivel de significancia de 5% pelo teste Tukey. Fonte: Do autor (2023).

O conteudo de prolina em gemas foi avaliado em diversos estudos relacionados a
estresses por congelamento e criopreservacdo. Yang (2016) correlacionou um aumento no
conteddo de prolina e agucares soltveis durante o congelamento natural, como uma maneira da
planta tolerar esse estresse. Os resultados do presente estudo (Figura 5) mostraram que gemas
ndo processadas apresentaram as maiores médias deste aminoécido, enquanto gemas apos
vitrificacdo, mortas e vivas apds criopreservagdo tiveram médias estatisticamente iguais, com
valores maiores nas gemas sobreviventes. Resultados suportados por Suzuki (2006) e James
Antony (2019), que encontraram médias semelhantes de prolina durante o inicio do processo
de criopreservacdo, médias menores apos a vitrificacao e o reaquecimento, e novamente médias

crescentes no inicio do crescimento em gemas. No entanto, BURKHAN (2022) encontrou
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resultados opostos em gemas laterais da orquidea Ludisia discolor, com médias altas de prolina
durante o processo de criopreservacgdo. Estes resultados indicam que o contetdo de prolina pode
ser um indicador importante do estresse das gemas durante e apds a criopreservacdo, embora a
correlacdo exata possa variar dependendo das condigdes experimentais e das espécies vegetais
envolvidas.

O contetdo de proteinas em gemas de diferentes condi¢fes apresentou variagao
estatistica, sendo maiores em gemas naturais, pos VSL e mortas, e menor nas gemas vivas apos
a criopreservacdo (Figura 5B). Esses resultados sdo semelhantes aos obtidos por James Antony
em 2019 em Dendrobium Sabin Blue e por POOBATHY et al. (2013) em Dendrobium Sonia-
28, indicando uma correlacdo entre a preservacdo de proteinas e a viabilidade celular ap6s o
processo de criopreservacdo. Além disso, VAN DER WALT et al. (2022) mostraram que 0

tempo de desidratacdo influencia no contetido de proteinas.
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Figura 6: AcUcares redutores totais (A) e acUcares soluveis totais (B), em gemas de diferentes
estagios durante a criopreservacao de Passiflora gibertii. Barras representam valores de média
+ erro padrdo. Letras diferentes indicam que houve diferenca estatistica entre as variaveis a

nivel de significancia de 5% pelo teste Tukey. Fonte: Do autor (2023).

Analisando o conteido de agucares redutores nas gemas, a maior media foi obtida nas
gemas naturais (Figura 6A). J& para os acucares sollveis totais as gemas vivas apos
criopreservacao apresentaram a maior média, seguido pelas gemas ap6s VSL (Figura 6B). Esses
resultados estdo em linha com outros estudos que indicaram que o estresse induzido pelo
processo de criopreservacdo pode aumentar os teores de aglcares sollveis, como demonstrado
por Bian et al. (2002) em calos de Dendrobium candidum. No entanto, outros estudos, como o
realizado por Wang et al. (2021) em Allium cepa var. aggregatum, ndo encontraram diferencas

estatisticamente significativas nos teores de aglcares soluveis entre plantas criopreservadas ou
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ndo. Além disso, estudos sobre a pré-cultura com altas concentracdes de sacarose para melhorar
a criopreservagdo de tecidos vegetais tém mostrado resultados positivos em varias espécies,
como Cleome spinosa, crisantemo e tomate (Vilardo et al., 2019; Kulus et al., 2017; Kulus,
2019), sugerindo que esse fator pode influenciar no contetdo de acUcares solUveis totais. Ja
calos criopreservados de Pleione bulbocodioides, apresentaram altos valores de agucares
sollveis em pré-tratamento e na criopreservagdo, enquanto que no controle e na regeneracao as

médias foram baixas (Cheng et al., 2020).
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Figura 7: Atividade da peroxidase (POD) (A), e catalase (CAT) (B), em gemas de diferentes
estagios durante a criopreservacao de Passiflora gibertii. Barras representam valores de média
+ erro padrdo. Letras diferentes indicam que houve diferenca estatistica entre as variaveis a

nivel de significancia de 5% pelo teste Tukey. Fonte: Do autor (2023).

As médias de conteudo de PDO ndo apresentaram diferenca estatistica, mas ao
considerar apenas os valores brutos vemos diferenca (Figura 7A). Estudos realizados por
GOETEN et al. (2023) em embrides de Butia eriospatha mostraram que o conteudo de PDO
aumentou com a desidratacdo do explante, sendo maior apos 180 minutos em relacdo aos 15
minutos de desidratagdo. Por outro lado, o contetdo de CAT foi maior nos 180 minutos de
desidratacdo, embora as médias ja fossem altas desde o inicio, exceto aos 300 minutos, quando
houve uma queda drastica. James Antony et al. (2010) tambem encontraram um aumento no
conteddo de PDO ap0s a desidratacdo em Dendrobium Sabin Blue, mas a média durante a etapa

de recuperacédo do crescimento foi baixa.
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O contetido de CAT presente nas gemas ndo apresenta diferenca estatistica significativa
(Figura 7B). James Antony (2019) analisando a orquidea Dendrobium Sabin Blue, obteve um
acréscimo no contetdo de CAT no inicio do processo de criopreservacdo. Em contraste,
POLESI (2023) estudando Guadua chacoensis, encontrou um contetdo maior de CAT no
momento do descongelamento, indicando maior estresse oxidativo nessa etapa. RUIZ-SAENZ
et al. (2022) relataram que médias maiores no contetudo de CAT e PDO estdo relacionadas a
médias menores de H20., 0 que aumenta a sobrevivéncia dos explantes. Contrario ao presente
estudo POOBATHY et al. (2013) encontrou em Dendrobium Sonia-28 médias altas no inicio e

no final do processo, com médias baixas na etapa de desidratagéo.

4.3 Enraizamento

No experimento de regeneracdo de gemas pré-crio para espécie Passiflora gibertii, a
concentracéo de 2 mg L de BAP foi a que apresentou melhores resultados, observando apenas
as medias, proporcionando a maior taxa de gemas desenvolvidas e 0 menor nimero de gemas

mortas (Figura 8).
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Figura 8: Média de gemas vivas, desenvolvidas e mortas de Passiflora gibertii em porcentagem

(%) apds o experimento de concentracgdes diferentes de BAP, para regeneracao.

No experimento de enraizamento, constatou-se que todas as concentraces de &cido

indolacético (AlA) e &cido indolbutirico (AIB) ndo foram efetivas para a enraizamento da
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espécie Passiflora gibertii. Em contraste, todas as concentraces de AIA e AIB utilizadas para

a especie Passiflora alata promoveram o desenvolvimento de raizes.
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Figura 9: Prolina (A) e proteinas totais (B), em plantas de Passiflora gibertii e Passiflora alata
enraizadas ou ndo. A letra (E) significa enraizada. Barras representam valores de média + erro
padrdo. Letras diferentes indicam que houve diferenca estatistica entre as variaveis a nivel de
significancia de 5% pelo teste Tukey. Fonte: Do autor (2023).

O contetdo de e prolina (Figura 9A) e de proteinas (Figura 9B) foi avaliado sendo o
tratamento com a Passiflora alata enraizada estatisticamente superior em relagio aos demais.
Estudos anteriores, como o de BAUDUIN em 2022 e BIANCUCCI em 2015, analisando a
planta Arabidopsis sp., sugerem que a prolina e o H2O2 podem agir de maneira conjunta ou
independente para influenciar o tamanho do meristema e o alongamento da raiz, provavelmente
controlando a proporgdo entre a diviséo e a diferenciagéo celular, independente dos fitormdonios.
Portanto, é possivel que a presenca de maior teor de proteinas e prolina na Passiflora alata

tenha contribuido para sua maior capacidade de enraizamento.
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Figura 10: Atividade de catalase (CAT) (A) e peroxidase (POD) (B), em plantas enraizadas ou
ndo de Passiflora gibertii e Passiflora alata. A letra (E) significa enraizada. Barras representam
valores de média * erro padrdo. Letras diferentes indicam que houve diferenca estatistica entre

as variaveis a nivel de significancia de 5% pelo teste Tukey. Fonte: Do autor (2023).

Plantas enraizadas ou ndo de Passiflora gibertii e Passiflora alata ndo apresentaram
diferenca estatistica para as enzimas CAT (Figura 10A) e POD (Figura 10B).

O crescimento e desenvolvimento de organismos multicelulares dependem da diviséo e
diferenciacéo celular, e a interrupcao do equilibrio entre esses eventos pode levar a terminacéo
prematura da organogénese e, consequentemente, ao crescimento (ZHANG et al., 2008). As
células meristematicas presentes no meristema apical da raiz (MAR) sdo organizadas em uma
zona central (CZ) em torno de uma zona organizadora (OZ) ou centro quiescente (QC)
(YADAV et al., 2009). A manutencdo do meristema depende da interacdo entre 0 OZ/QC e a
zona central, bem como tecidos diferenciados (SCHERES et al., 2002). As diferencas no
desenvolvimento do meristema da raiz e do caule estdo relacionadas as redes génicas que
regulam a sua atividade e a resposta aos horménios de crescimento. A atividade do MAR ¢
afetada pela interacdo entre ROS, componentes redox e fitohormdnios (SCHIPPERS et al.,
2016).

As celulas QC dos meristemas apicais de plantas sdo expostas a um ambiente altamente
oxidado, onde formas oxidadas de glutationa e ascorbato estdo presentes, enquanto o NADPH
¢ mal detectavel. Por outro lado, células adjacentes apresentam maiores capacidades
antioxidantes e um ambiente mais redutor (TOGNETTI et al., 2017). A expressao diferencial
de genes associados a ROS (espécies reativas de oxigénio) tambem foi observada em
meristemas apicais do caule e da raiz e a atividade interrompida da glutaredoxina (GRX) esta
intimamente associada com deficiéncias do meristema (CHOUDHARY et al. 2020). Em
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Arabidopsis, GRXS17 controla a translocacdo e a sensibilidade da auxina (CHENG et al.,
2011). A enzima flavina monooxigenase YUCCAG®, que é responsavel pela sintese de auxinas,
possui atividade de tiol redutase, sugerindo a existéncia de uma conexao entre o sistema redox

e a sinalizacdo da auxina (Cha et al., 2015).
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Figura 11: Conteudo de peroxido de hidrogénio (H202) (A) e peroxidacdo lipidica (B)
mensurada pelo marcador malondialdeido (MDA), em plantas enraizadas ou ndo de Passiflora
gibertii e Passiflora alata. A letra (E) significa enraizada. Barras representam valores de média
+ erro padrdo. Letras diferentes indicam que houve diferenca estatistica entre as variaveis a

nivel de significancia de 5% pelo teste Tukey. Fonte: Do autor (2023).

As médias do contetudo de MDA (Figura 11B) foram maiores nas plantas enraizadas in
vitro em comparacdo com as ndo enraizadas, indicando um possivel estresse causado pela
remocao ou realocacdo de paredes celulares, realocacdo de recursos e intensa divisdo celular
para a formacdo de novos tecidos. Em relacdo ao conteudo de perdéxido (Figura 11A) nas raizes,
a espécie Passiflora alata apresentou médias significativamente maiores em ambas as
condicdes de enraizamento em comparacdo com a Passiflora gibertii.

A atividade do MAR é influenciada por mudancas no estado redox celular. Um exemplo
disso é a reducgdo do nimero de células meristeméticas no MAR por aplicacdo de H>O2 exdgeno
(TSUKAGOSHI et al., 2010). Ademais, o dano ao DNA leva ao acumulo de H>O> pela
FLAVIN-CONTAINING MONOOXYGENASE 1, resultando em uma diminui¢ao no tamanho
do meristema da raiz, indicando que o H20. atua como um regulador negativo da manutengéo
do MAR. Estudos de gradiente de ROS em diferentes zonas de raizes revelaram que H2O, tem
picos na zona de alongamento, enquanto O2" tem picos na zona de diviséo celular (RUBIO-
DIAZ et al., 2012; TSUKAGOSHI, 2016). Essas distribuicdes sugerem que Oz e H2O2 atuam
antagonicamente (ZENG et al., 2017).
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A homeostase de ROS regula a transi¢do da proliferacdo para o alongamento celular
durante a diferenciacéo inicial, em que H202 se acumula na regido de alongamento e O2- na
regido meristematica em Arabidopsis raiz (DUNAND et al., 2007; TSUKAGOSHI et al., 2010).
A regido de transicdo, entretanto, apresenta uma sobreposicdo de O2- e H202, e o equilibrio
entre essas duas ROS € controlado por UPBEAT1 (UPB1), um fator de transcri¢do regulado
positivamente na regido de transicdo das raizes (TSUKAGOSHI et al., 2010). A expressao
génica de peroxidases € mediada pelo UPB1, que regula negativamente os genes que codificam
para um conjunto de peroxidases, mantendo o equilibrio necessario entre radicais de oxigénio
e H202 (TSUKAGOSHI et al., 2010). Além disso, a diferenciacdo de pelos radiculares é
regulada por PFT1/MED25 e MEDS8, em que PFT1/MED25 é responsavel pela producéo de
ROS durante a diferenciacdo, enquanto MEDS8 regula independentemente o crescimento de
Orgaos e a homeostase de ROS em raizes (XU and LI, 2011). Dessa forma, a producdo de ROS
é necessaria para manter o equilibrio na diferenciacdo celular, e o perfil transcricional é
importante para elucidar o papel de fatores de transcricdo e peroxidases na regulacdo da

homeostase de ROS durante o crescimento e desenvolvimento de organismos multicelulares.
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Figura 12: Acucares redutores totais (ART) (A) e acUcares soluveis totais (AST) (B), em plantas
enraizadas ou ndo de Passiflora gibertii e Passiflora alata. A letra (E) significa enraizada.
Barras representam valores de média + erro padrdo. Letras diferentes indicam que houve
diferenga estatistica entre as varidveis a nivel de significancia de 5% pelo teste Tukey. Fonte:
Do autor (2023).

Os resultados mostraram que a Passiflora alata enraizada apresentou um contetdo
estatisticamente superior de acUcares sollveis em relagdo aos demais tratamentos (Figura 12B).

Ja em relagéo aos agucares redutores, ndo houve diferenca estatistica (Figura 12A).
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De forma geral, a formacéo de raizes adventicias em tecidos in vitro é influenciada por
fatores enddgenos ou exdgenos. Dentre os enddgenos, destaca-se 0s niveis hormonais e a
realocacdo adequada de recursos entre os tecidos existentes e as novas células radiculares em
formacédo (DRUEGE et al., 2019). Inicialmente na formacao de raizes ha uma fase de atraso
anatomico desprovida de alteragOes celulares, durante a qual ocorre a reprogramacao celular
inicial, onde as células sdo convertidas diretamente em células fundadoras de raiz por meio de
um sinal de inducdo de raiz, sendo este sinal geralmente associado a presenca de auxina
(IKEUCHI et al., 2016). Apds este momento, as novas células potenciais de raiz apresentam
mudancas celulares a nivel morfologico e fisioldgico que resultam na diferenciacdo dos
primérdios em células radiculares completas, com conexdo vascular ao tecido original
(DRUEGE et al., 2019).

Verstraeten e colaboradores (2014) constataram o acumulo de auxina nas fases iniciais
da formacdo de raizes adventicias. Li et al. (2018) também observaram um aumento nos niveis
de acucares sollveis totais nesta fase. Tahir et al. (2021) verificaram a ativagdo de genes
relacionados ao metabolismo de agUcares induzida pela auxina nas fases iniciais de inducéo de
raizes adventicias.

De fato, aglcares sdo considerados tanto como fonte energética como moléculas
sinalizadoras envolvidas na formacéao deste tipo de raizes. EI-Banna et al. (2023) verificaram
uma correlacdo positiva entre 0 aumento de auxina e niveis de agUcares sollveis e fendis em
Zanthoxylum beecheyanum K. Koch. Além disso sugere-se a atuacdo destas moléculas como
fonte de energia e com papel estrutural celular na formacdo dos primordios radiculares.
Komami e Sugimoto (2012) descrevem que agucares atuam como importantes reguladores do
ciclo celular, estimulando ciclinas e fatores de transcricdo durante a fase de inducédo de raizes
gue levam a um aumento da divisao e expansao celular nas fases seguintes.

Dessa forma, a maior capacidade da espécie Passiflora alata em enraizar pode ser
devido a maior proporc¢do de conversdo de células diferenciadas em primérdios radiculares,
induzida pelos maiores niveis de aclcares soluveis totais (AST). Além disso, 0 aumento de
AST pode ter estimulado o aumento da divisdo celular e fornecido maiores quantidades de
carbono como energia que resultaram em maior formagao de raizes. Essa maior facilidade de
enraizamento também pode estar relacionada a maior sinalizacdo redox, também induzida pela
presenca de auxina, evidenciada pelos maiores niveis de perdxido de hidrogénio nesta espécie.

Da mesma forma, a dificuldade da espécie Passiflora gibertii pode estar associada a baixos
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niveis de ROS e AST que atrasaram ou ndo foram suficientes para sinalizarem para converséo

dos primérdios radiculares e consequentemente, formacéo de raizes adventicias.
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5. Conclusotes

Concluiu-se com o presente trabalho que a técnica modificada droplet vitrification é
eficiente na criopreservacdo de gemas axilares de Passiflora gibertii, juntamente com a
concentracdo de 2mg de BAP em meio MS 100% para sua regeneragdo. Além disso, foi
constatado que o tempo de 45 minutos de exposicéao a solugdo VSL é o de maior eficiéncia para
a respectivas espécie e técnica. Durante o processo de criopreservacgdo, a exposic¢ao a solucéo
ocasionou um certo grau de estresse as gemas, evidenciado pelo aumento significativo de MDA.
A manutencdo de altos niveis de MDA juntamente com a redugdo de mecanismos antioxidantes
protetores (como agucares redutores e prolina) resultaram na morte celular dessas gemas, como
observado nas gemas mortas. Por outro lado, apos a aplicacdo da solucéo de VSL, quando houve
reducdo do conteldo de MDA, as gemas puderam se manter vivas e investir no processo de
regeneracdo, sendo o aumento de agUcares sollveis e peroxido de hidrogénio provavelmente
relacionados a obtencéo de energia e sinalizacao, respectivamente.

O enraizamento das duas espécies de Passiflora ndo aconteceu da mesma forma em
nenhuma concentracdo dos reguladores de crescimento testados e o0s testes bioquimicos
serviram para nos esclarecer possiveis razdes para este acontecimento. No caso de Passiflora
gibertii, houve uma aparente dificuldade de enraizamento, ndo havendo diferengca em nenhum
marcador bioquimico analisado, que pode ter refletido, mesmo nos explantes enraizados dessa
espécie, em raizes curtas ou calos com pouca diferenciacdo em raiz. Por outro lado, a espécie
Passiflora alata, apresentou maior facilidade de enraizamento. Além disso, ha claramente
diferengas nos marcadores bioquimicos avaliados que explicam a diferenca de explantes

enraizados dos ndo enraizados.
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Material Suplementar

Passiflora gibertii ndo enraizada 5E_i
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Figura 1 suplementar: Esquema com tabela de resultados das analises bioquimicas do

experimento de enraizamento.
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Figura 2 suplementar: Esquema do material analisado com tabela de resultados das analises

bioguimicas do experimento de criopreservacao.



