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As espécies de maracujazelrassiflora cincinnata, Passiflora gibesei
Passiflora setaceado nativas do Brasil e, apesar da baixa prodatiégdessas
espécies apresentam potencial de mercado, em fudgfocaracteristicas
medicinal, alimenticia e ornamental. Além dissog sésistentes a algumas
doencas as quais 0Ss maracujazeiros comerciaisusaetiveis, o que faz delas
fontes de material genético para uso em prograreasahoramento e como
porta-enxerto. A micropropagacao é uma técnic&zatia para a producdo em
larga escala de material vegetal em condicfes ticss®pe a criopreservacao é o
armazenamento de material biol6gico em nitrogéitjaido (NL) a -196 °C.
Sendo assim, este trabalho foi realizado com o tigbjede estudar a
micropropagacdo e a criopreservacado para as tmcies. A inducdo de
brotac6edn vitro, a partir de segmentos nodais das trés espéciesydtiada,
utiizando diferentes concentracbes de benzilamiriop (BAP), e o
enraizamento d@. gibertifoi estudado com diferentes concentracdes de acido
indolbutirico (AIB) assim como a presenca e ausédei carvao ativado (CA).
Um meio de cultivo, para regeneracao de apicesneaes e gemas laterais de
P. setacea utilizando meio MS com diferentes concentracdesBaAP, foi
estabelecido. Para a criopreservacao das trésiespépices caulinares foram
tratados por diferentes tempos de exposicdo a&wlde vitrificagdo (PVS2)
antes da imersdo em NL. Para a regeneracdo dosséapalinares dé.
cininnata, ap6s a criopreservacado, diferentes concentracogeriedos de
tratamento de acido giberélico (gAoram testados. Foi observado que a maior
inducdo de brotacBes d setaceaP. cincinnatae P. giberti foi obtida em
meio MS, contendo 2,0 mg'Lde BAP, entretanto, o0 maior comprimento foi
obtido na auséncia deste regulador. O enraizameeo,como o crescimento da
parte aérea de. gibertj é favorecido pelo tratamento prévio com 2,0 ritfgle
AIB antes da transferéncia para meio contendo CAnalor sobrevivéncia de
apices caulinares ou de gemas lateraiB.dsetacea obtida em meio de cultivo
MS acrescido de 1,0 mglLde BAP, e a utilizagdo de 0,5 m'd teste regulador
promove uma maior formagdo de cluster de gemasenptantes. Para a
criopreservacao das trés espécies, a sobrevivlac#pices caulinares nao foi
afetada pelos diferentes tempos de exposicéo a,RviB2tanto, na comparacao
entre as espécieB, cincinnatae P. giberti apresentaram maiores porcentagens
de sobrevivéncia comparadaPa setaceaA utilizacdo de GA ndo promoveu
gualquer efeito na regeneracdo dos apices caugir@®. cincinnataapds a
criopreservacao.

Palavras-chave Criopreservacad?assiflora Micropropagacéo. Espécie nativa.
Ultra-baixa temperatura.
GENERAL ABSTRACT



Passiflora cincinnata Passiflora setaceaand Passiflora giberti are
passion flower species, native to Brazil, that bg to Passiflora genus.
Despite the low productivity, these species hawvarnercial potential due to the
ornamental and medicinal characteristics, and thigles fruits. Moreover, they
are resistant to some diseases that commercialopaBsits are susceptible,
what makes them a possible source for using indimgeprograms and/or as
rootstock. Micropropagation is a technique for éasgale production of plant
material under aseptic conditions and cryopresimvais the storage of
biological material in liquid nitrogen (LN) at -196C. Thus, in vitro
conservation is a viable alternative for the praduncand conservation of plant
species for prolonged periods. Therefore, this walkned to study
micropropagation and establish a cryopreservatiostopol for these three
speciesin vitro shoot induction from nodal segments of the thpexies was
evaluated using different concentrations of bemayf@purine (BAP), and the
rooting of P. giberti was studied with different concentrations of irednltyric
acid (IBA). The presence and absence of activatedcoal (AC) were also
studied for rooting. Before cryopreservation, ctumedium for apical and
lateral buds oP. setaceaegeneration, using MS medium with different BAP
concentrations, was established. For the threeiespetyopreservation, shoot
tips were treated with vitrification solution (PVSfor different times, before
plunge into LN. For shoot tips ofP. cininnata regeneration after
cryopreservation, different concentrations andquksiof treatment of gibberellic
acid (GAs) were tested. It was observed that a greater timuof shoots of.
setacea, P. cincinnatandP. giberti was obtained on MS medium containing
2.0 mg L* BAP, however, the greatest length was obtaingtérabsence of the
regulator. Shoots rooting and growth Rf giberti are favored by pretreatment
with 2.0 mg L* IBA before transfer to medium containing AC. ThigHer
survival of P. setaceashoot tips or lateral buds is obtained on MS mmediu
supplemented with 1.0 mg*LBAP, and the use of 0.5 mg'lof this regulator
promotes higher bud cluster formation in explaft. cryopreservation of the
three species, shoot tips survival was not affedttedhe different times of
exposure to PVS2, however, in the comparison betvgpeciesP. cincinnata
andP. giberti presented higher survival percentages thasetaceaThe use of
GA; did not promote any effect on the shoot tips regation ofP. cincinnata
after cryopreservation.

Keywords: Cryopreservation.Passiflora Micropropagation. Native species.
Ultra-low temperature.
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1 INTRODUCAO

O maracujazeiro pertence a familia Passifloraecagénerd’assiflora
apresenta diversas espécies com grande importaacimdmica, sendo
considerado o mais importante e, de acordo com Riarchida et al. (2013), no
Brasil existem 140 espécies natives, sendo 83 @ndénDe forma geral, os
frutos de espécies do géndrassiflorasdo consumidom naturaou utilizados
para producdo de sucos e doces, e muitas espésisgem valor ornamental,
em funcdo da vistosidade e exuberancia de suasflalém de apresentarem
propriedades medicinais (CERQUEIRA-SILVA et al..120 PEREIRA et al.,
2008).

As espéciefassiflora cincinnataMast., popularmente conhecida como
maracuja-do-matoRassiflora gibertiN.E. Brown, de nome popular maracuja-
do-campo, éPassiflora setace®C, chamada de maracuja-do-sono, sdo nativas
do cerrado (CERQUEIRA-SILVA et al., 2012; KIILL et., 2010), possuem
baixa produtividade e seus frutos sdo coletadododma extrativista por
populacdes locais (PAULL; DUARTE, 2012). As trépdses sao, de forma
geral, resistentes a doencas as quais 0s mardoogazéo mais suscetiveis,
caracteristica esta favoravel a utilizacdo em pimogs de melhoramento
genético e como porta-enxerto p&assiflora eduligmaracuja-azedo), que é a
espécie mais cultivada e comercializada (AGUIARIgt2010; CERQUEIRA-
SILVA et al., 2012; MELETTI et al., 2005).

O Brasil possui condi¢es climatolégicas favoraysisa o cultivo do
maracujazeiro e a cultura esta presente em quases @s regides (MELO;
MANICA; JUNQUEIRA, 2001). O pais €&, também, o maiprodutor e
consumidor do fruto e seus derivados (LIMA et2013). Nos ultimos 30 anos,
o cultivo de maracujazeiros vem crescendo e, d@ 499996, a area de cultivo

aumentou em, aproximadamente, 75% (MELETTI, 20#pesar disso, a
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produtividade, ainda, é considerada baixa em rela@ seu potencial de
mercado, principalmente, em virtude da carénciairdermacdes técnico-
cientificas e do baixo nivel tecnolégico dos prodes no manejo da cultura
(MELO; MANICA; JUNQUEIRA, 2001). Além disso, a praddo de materiais
isentos de contaminantes e a propagacdo vegetiivelones elites podem
auxiliar no incremento da producéo desta cultura.

A cultura de tecidos constitui-se como uma ferrameara obtencao de
plantas sadias e vigorosas em escala comerciap semicropropagacdo, uma
das mais importantes técnicas de cultimovitro. A partir dela é possivel
propagar espécies com sementes que apresentam aaldifituldade de
germinacgdo por métodos convencionais, produzir naateegetal em condicdes
assépticas e em larga escala independente da dpogao, além de facilitar
trocas de materiais genéticos entre instituicbepeatruisa (PINHAL et al.,
2011). Além disso, o cultivan vitro pode contribuir para programas de
melhoramento genético e constitui-se como um irapbet método de
conservacao, por viabilizar a inclusdo e manutenighespécies em bancos de
germoplasmén vitro (KELLER et al., 2013).

A utilizacdo em equilibrio de substancias regulagdale crescimento é
um dos fatores que afetam o sucesso do cuHiviiro. As auxinas e citocininas
sdo as classes de reguladores de crescimento tiiaedas e o balango destes
dois ird conduzir o desenvolvimento do explante. Daneira geral, as
citocininas estéo relacionadas com a inducao deaftéio de brotos e as auxinas
com a inducao da rizogénese (EDWIN et al., 2008NEAt al., 2013).

Outro problema acerca das trés espécies em quéstidato de o
cerrado, bioma considerado ameagado, ser um dalemigios fitogeograficos
(BERNACCI et al., 2013; CENTRO NACIONAL RECURSOS BETICOS -
CENARGEN, 2013). Sendo assif, setaceaP. cincinnata e P. giberti estdo,
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também, sujeitas as pressdes antropicas exeradbes s cerrado, aumentando a
necessidade de encontrar alternativas para coggerdassas especies.

Dentre as formas de conservacédo da biodiversidadeppreservacao
tem se mostrado um método eficiente e pratico, geimateriais armazenados
apresentam-se em volumes pequenos e exigem pouvatemgéo, além do
baixo custo (PENCE, 2011). Por conservar o mateggetal em nitrogénio
liquido, a -196° C ou em sua fase de vapor, a -I500 metabolismo e a
degradacao celular sdo praticamente paralisadesntgado a preservacdo em
longo prazo. Além disso, a repetibilidade do métadagarantida apds a
determinacéo do protocolo apropriado para a esfieEED, 2008).

A droplet vitrification € uma das técnicas de criopreservacao
recentemente desenvolvidas e que envolvem o usecdia de vitrificacdo, na
gual a solidificagdo dos liquidos ocorre sem papsta fase de cristalizacao.
Isso é possivel, em virtude da utilizagdo de s@sicrioprotetoras muito
concentradas as quais as amostras sdo expostagartaersdo em nitrogénio
liquido (NL). Nesta técnica, os explantes sdo useate pré-cultivados em
meios com altas concentracdes de sacarose (073W)0sendo, posteriormente,
tratados em solugéo de carregamento e imersos ensaolmcdo de vitrificacao
de plantas conhecida como PVS2 a 0° C. Antes des#fimeem NL, os explantes
(4pices caulinares) sao dispostos em uma folhaplel pluminio com uma gota
de PVS2 e, entdo, rapidamente congelados. O desdaomgnto é efetuado em
uma solucdo de descarregamento rica em sacarose@eratura ambiente
(ENGELMANN, 2011). Esta técnica é uma alternatimsapconservacéa vitro
das trés espécies de maracujazeiro, sendo compbemien outras formas de
preservacao.

Diante do exposto, este trabalho foi realizado coobjetivo de estudar
a micropropagacao e estabelecer protocolos deresepvacédo de trés espécies

de maracujazeiro nativ®. setaceaP.cincinnatae P. giberti
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Maracujazeiro

A familia dos maracujazeiros (Passifloraceae) é pomta por,
aproximadamente, 18 géneros e 530 espécies, quedesae herbaceas a
arvores, sendo estas raras, e trepadeiras lenfidadiiL; DUARTE, 2012).
Quatro géneros sdo reconhecidos no BrasilcistrothyrsusHarms, Dilkea
Mast, MitostemmaMast. ePassifloraL. (BERNACCI et al., 2013), sendo este
Ultimo o género mais importante da familia (PAUDLJARTE, 2012). No pais,

0 géneroPassiflorainclui 140 espécies nativas e 83 endémicas e uiseds
dominios fitogeogréficos é o cerrado (BERNACCIlet2013).

Segundo Paull e Duarte (2012), aproximadamentesg@cees do género
Passiflora, produzem frutos comestiveis, mas geralmente s&oodbecidos
fora de sua area de origem ou cultivados apenagpellacéo local de sua area
de ocorréncia. No Brasil, a espécie mais cultivAdaPassiflora edulisSims
(maracuja-azedo) com o Nordeste sendo o responpaxehproximadamente,
73% da producdo, seguida pelo Sudeste, com 15%otdb (ANUARIO...,
2012). Entretanto, apesar da cultura estar presemiguase todas as regides, em
razdo das condi¢Bes climéticas favoraveis paraltivasua produtividade, em
geral, é baixa (SILVEIRA et al., 2012).

A baixa produtividade dB. edulisocorre, principalmente, pela elevada
dependéncia da polinizagdo causada pela auto-iratitidade da espécie e
por problemas fitossanitarios como doencas prowaxadr patégenos do solo
(SILVEIRA et al., 2012). Ainda assim, o Brasil énaior produtor e consumidor
das frutas e de seus derivados (EMPRESA BRASILEIBA PESQUISA
AGROPECUARIA - EMBRAPA, 2013). Nos dltimos 30 andspuve um
aumento no cultivo do maracuja de um modo geralfulegdo do progresso
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tecnoldgico, permitindo o uso de sementes seledam& cultivares hibridas,
além da qualidade das mudas (MELETTI, 2011).

Dentre as espécies de maracujazeiro, encontraPassflora setacea
DC que, ndo somente € nativa, como € uma espétfengca do Brasil, tendo o
cerrado como um de seus dominios fitogeograficBR(BACCI et al., 2013). O
maracuja-do-sono, como é popularmente chamadoseaqeealto potencial de
mercado, apesar de sua producdo ser, ainda, lan#aeiktracdo em éareas de
ocorréncia. Um dos aspectos que favorecem a inapfo desta espécie ao
mercado, além de potencial ornamental, € que séu fiode ser consumido
natura ou em forma de doces (CERQUEIRA-SILVA et al., 201Rossuli,
também, caracteristica medicinal, em razédo da ckitede taninos e alcaloides
em suas folhas, podendo ser utilizado no contralehippertensdo e como
calmante (PEREIRA et al., 2008). Além disso, apresdolerancia a morte
precoce, a fusariose e a doencas das partes aé&@as, a antracnose
(JUNQUEIRA; BRAGA, 2005; OLIVEIRA; RUGGIERO, 2005).

Passiflora cincinnataMast. € uma espécie, também, nativa do Brasil e
encontrada no cerrado (BERNACCI et al., 2013). Romente conhecida como
maracuja-do-mato, atualmente é explorada de fontratwista ou é cultivada
em escala doméstica, sendo seus frutos vendiddeiexs livres de cidades do
interior (CORREIA; ARAUJO; ARAUJO, 2010). Entretantpossui potencial
de mercado por apresentar fruto de sabor caraiterie diferenciado do
maracuja-azedo, além de possuir vantagens no@gltiv sua natureza perene e
resisténcia a seca (KIILL et al., 2010). Suas #osfio vistosas, grandes e
perfumadas, tornando-a uma espécie com potenciahmmntal. Além disso, a
espécie possui resisténcia a doencas e pragas,acoausada pelanthomonas
campestris f. sp. passifior& (SAO JOSE, 1994) ePhytophtora sp.
(JUNQUEIRA; BRAGA, 2005). Apresenta, ainda, amplceripdo de
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florescimento, longevidade e maior concentracdoca®ponentes quimicos
destinados a industria farmacéutica (MELETTI et2005).

Outra espécie nativa do Brasil e do cerraddRaasiflora giberti é
popularmente denominada maracuja-do-campo (BERNAECIal., 2013).
Possui potencial alimenticio e ornamental, send®m @lanta rdstica, muito
produtiva e de facil adaptacdo (AGUIAR et al., 20&presenta resisténcia a
bactériaXanthomonas campestiw. passiflorag a morte precoce, d@usarium
oxysporumalém de toleréncia deusariumsolani e Phytophtorasp. (AGUIAR
et al., 2010; MENEZES et al., 1994).

Em funcéo de suas caracteristicas, as esp@cigacinnata P. setacea
e P. giberti sdo recomendadas como fonte de resisténcia aaengragas e
podem ser utilizadas como porta-enxerto dos maaaeips comerciais ou em
programas de melhoramento genético. Entretantajosaativas do cerrado,
bioma considerado ameacado, pela expansdo daifeoatgicola, queimadas e
crescimento ndo planejado das éareas urbanas (CEENRQ@O005), estdo
sujeitas a erosao genética (FARIA et al., 2007)® aumenta a necessidade de
concentrar esforcos visando a conservagao destas.

2.2 Cultivoin vitro

A cultura de tecidos é uma alternativa para a gag@o de espécies
vegetais por meio de diferentes técnicas. Essanfiemta permite a propagacao
de espécies que apresentam dificuldade de germinagioducdo de mudas em
larga escala, a inclusdo de espécies em bancosmeogasma, além de
aumentar a facilidade de trocas de materiais gerg(PINHAL et al., 2011). A
micropropagacdo é a técnica da cultura de tecidosndior impacto, com
resultados mais concretos e tem sido utilizada platencdo de plantas sadias e
em larga escala (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).
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Diferentes etapas, desde o estabelecimento darauftuvitro até o
enraizamento, finalizando com a aclimatizacdo dantpl devem ser
estabelecidas em um eficiente protocolo de micpgyacdo. Um sistema
radicular bem desenvolvido, assim como uma bogaelaaiz/broto, é de suma
importancia para a sobrevivéncia das plantas, ipahoente, para a
aclimatizacéo e transplantio para o campo (KLERIQZ2.

Entre os fatores que afetam o sucesso do culivatro, podem ser
citados: a utilizacdo em equilibrio de substanotggiladoras de crescimento, a
disponibilidade de nutrientes no meio de culturamiente de crescimento que
inclui o fotoperiodo, a qualidade da luz e a terapea, entre outros (PINHAL
et al., 2011). Segundo George, Hall e Klerk (20@8)auxinas e citocininas sdo
as classes de reguladores de crescimento maiadéb e o balango destes dois
ira conduzir o desenvolvimento do explante.

As citocininas desempenham um papel crucial em amnuiases do
crescimento e desenvolvimento das plantas e, quadidionados ao meio de
cultivo in vitro, promovem a superacdo da dominancia apical quedran
dorméncia das gemas laterais, estando, assimjorgdaas com a inducdo de
brotos (GEORGE; HALL; KLERK, 2008).

As auxinas, por sua vez, sdo utilizadas em meiouttevo geralmente
para a inducdo de raizes adventicias. Na microgaemd®, 0 enraizamento é
uma fase de suma importancia, em virtude do enwento das raizes na
aquisicdo de agua e de nutrientes, entre outrobN(SA al., 2013). Entretanto,
existem espécies recalcitrantes ao enraizamentntdio, o que pode se tornar
um obstaculo para a micropropagacédo (KLERK, 2002).

Em um primeiro momento, durante o processo deizzm&nto, certas
células do explante tornam-se capazes de respaadsnal da auxina, fase essa
denominada desdiferenciacdo celular. Em seguiddase de inducdo, essas

células dividem-se e sdo determinadas a formacéaides. Por fim, na fase de



18

diferenciacdo, na qual a presenca de auxina na@i¢ mecesséria e pode,
inclusive, tornar-se inibitéria, 0 meristema radhcya esta bem definido e ha o
crescimento das raizes. Apenas na fase de desdifeg&o, a presenca de uma
pequena quantidade de citocinina pode ser favgr@&meuanto nas outras €
sempre inibitéria (KLERK, 2002).

Auxinas e citocininas podem ter efeitos antag@nmo complementares,
de acordo com a etapa de desenvolvimento da pafBIELACH et al., 2012;
KLERK, 2002). Auxinas, sendo um forte sinal a dofimcia apical, mantém a
dorméncia de gemas laterais, funcionando em semijsto as citocininas
nesse caso. Entretanto, a formacgéo de raizes,idladoitas vezes pela adicdo
de auxina, pode promover o crescimento dos brgédogue sdo as raizes as
principais fontes de citocinina (MULLER; LEYSER, 20). As citocininas, por
sua vez, sdo capazes de inibir o enraizamentoréaddses descritas acima,
porém, o alongamento dos brotos aumenta a capacidadenraizamento
(KLERK, 2002).

2.2.1 Cultivo in vitro de maracujazeiro

Segundo Garcia et al. (2011), o primeiro trabalbamicropropagacéo,
realizado com espécies do géndtassiflora, foi em 1978, no qual Moran
Robles testou diferentes meios de cultura paraescitnento de parte aérea e
raizes deP. edulisf. flavicarpa e P. molissima(MORAN ROBLES, 1978).
Desde entdo, muitos protocolos foram estabelegdos diferentes espécies do
género, a maior parte paPaedulis utilizando, principalmente, citocininas, para
inducdo de organogénese direta ou indireta, em ioagdo ou ndo com
auxinas. Como o sucesso do cultimovitro depende, também, do gendtipo com
0 qual se esta trabalhando, faz-se necessaricabedstimento de protocolos
para cada espécie (PINHAL et al., 2011).
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Em relacdo &. giberti um estudo sobre a germinac#iovitro de
sementes detectou que a escarificagdo mecanicafioiente para alcangar a
melhor porcentagem para esse parametro, ndo haeenecessidade de uso de
giberelina (CARVALHO et al., 2012). Foram realizagddambém, para essa
espécie trabalhos visando a inducdo de calos & gartliferentes explantes e
com a utilizacdo de diferentes concentracbes elagges de crescimento
(ARTOLI, 2010; CAMPQOS, 2008; FIGUEIREDO et al., 200

A micropropagac¢do de segmentos nodaiP deetacedoi estudada por
Santos (2006) e o0 meio de cultura MSM suplementado 30 g ' de sacarose
promoveu maior comprimento da parte aérea e nude@emas. Entretanto, o
enraizamentdn vitro néo foi obtido.

Para a espécie. cininnata a organogénese direta foi obtida a partir da
inoculacdo de segmentos de raizes em meio MS septado com GA
(SILVA et al., 2011) e, utilizando segmentos fadimre radiculares, o maior
nimero de gemas foi obtido para a espécie em msiadvescido de 0,5 mg'L
de benziladenina (BA).

A micropropagacao viabiliza a inclusdo e manuternd@ espécies em
bancos de germoplasma (KELLER et al., 2013). Sesdaon, € um importante
método a ser utilizado na conservacao de espéeigmhcujazeiro.

2.3 Conservacao e criopreservacao

Em todo o mundo, diversas atividades humanas tétrilcuido com o
desaparecimento de ecossistemas naturais, levanilasnespécies vegetais a
ameaca de extincdo. O desmatamento, por exemple, @rasionar erosdo do
solo, salinizacdo, desertificacdo, além de perngtin alguns casos, a invaséo
por espécies vegetais exoticas. Além disso, supgimno ameaca recente, as

mudancas climéticas, também, tém sido motivo deocogacdo aos
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pesquisadores como possiveis formas de perturlmgé@ental (REED et al.,
2011).

Em 1992, a Organizacdo das Nacdes Unidas (ONBD) eriConvencéo
sobre a Diversidade Biolégica (CDB) (BRASIL, 1992)ye determina duas
formas de conservacdo da biodiversidade: a corg@onva situ, na qual as
espécies sdo mantidas e preservadas no seu amiaéntal e a@x sity em que
as espécies sdo conservadas fora de seu habitatefmode bancos de sementes,
criobancos e bancos de germoplasma em camposxempk, reconhecendo
gue ambas as medidas desempenham um papel igualnmapbrtante.
Exemplares conservadds situ estdo sob constantes riscos de catastrofes
naturais ou antropicas, sendo, entdo, os métodogodservacdoex situ
complementares, servindo como uma forma de “backdp’ espécies
preservadas em seu ambiente (LI; PRITCHARD, 2009).

O método de conservacén situé subdividido, de acordo com o tempo
em que o material pode ser mant&a armazenamento, que pode ser por curto
prazo, por crescimento ativo; médio prazo, poramasnto lento; e longo prazo,
por meio da criopreservacdo (PILATTI et al., 201Epte dltimo diminui
drasticamente o metabolismo e, consequentementiegeadacdo celular é
praticamente paralisada, em fucéo da ultra-baixgéeatura do NL na qual os
materiais sdo mantidos (REED, 2008).

Atualmente, a criopreservacdo € o método de comsio que melhor
garante o armazenamento em longo prazo de germupl@8ENCE, 2011).
Possui vantagens em relacdo a outras metodolog@ap a reducdo ou
eliminacdo de danos causados no DNA, diminuicdo neaessidade de
avaliacdes periddicas e controle da viabilidaden&erial ndo fica exposto a
riscos como doencas e a variagbes ambientais camlzeafetar materiais

conservados por outros métodos. Além disso, é amaalb em pequenos
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volumes e, teoricamente, por periodo de tempotditioi (KACZMARCZYK et
al., 2011; PENCE, 2011).

Alguns materiais vegetais, como sementes ortodopaslem ser
desidratados em niveis bem baixos, logo, podemcsepreservados sem
gualquer pré-tratamento. No entanto, a maioria mhaseriais utilizados na
criopreservacao (suspensdes de células, calostemss, embribes somaticos),
contém quantidades elevadas de agua intracels@o,eportanto, extremamente
sensiveis a lesBes de congelamento causadas pekcém de cristais de gelo
guando expostos a baixas temperaturas (REED, 286&¢lulas devem, entdo,
ser desidratadas artificialmente para que fiquestegidas dos danos causados
pela cristalizacdo da agua. As técnicas empregsitaslassificadas, de acordo
com 0s mecanismos sobre o0s quais se baseiam e ifefiendadas em
metodologia classica e metodologias contemporgiEdSELMANN, 2011).

A técnica classica de criopreservacdo envolve frimegento lento do
material a uma temperatura pré-determinada, segigidaersdo rapida em NL.
As metodologias contemporéneas baseiam-se naicdg@o, na qual a
solidificacdo dos liquidos ocorre sem passar pate fde cristalizacdo, pela
utilizacdo de crioprotetores em altas concentragiesjuais as amostras sao
expostas. O sistema passa, entdo, a um “estaéo’vimorfo, sem estrutura
organizada, porém com as mesmas propriedadessfisiamecanicas de um
sélido (REED, 2008).

Tao e Li (1986) classificaram os crioprotetores snatilizados na
criopreservacao de plantas de acordo com sua dap&cile penetracdo celular:
(i) incapazes de penetrar a parede celular (polisnde alto peso molecular —
PEGsa PVP — polissacarideos e proteinas); (ii) capdeepenetrar apenas a
parede celular (oligossacarideos, manitol, amiudaécie polimeros de baixo
peso molecular); e (iii) capazes de penetrar adeacelular e a membrana

plasmatica (DMSO e glicerol). A maioria das solg@e vitrificagdo utiliza
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uma mistura de crioprotetores penetrantes e nastaees com a finalidade de
se reduzir a toxicidade e ajudar a estabilizatadesvitreo (REED, 2008).

Uma das técnicas que utiliza solugdo de vitrificagd denominada
droplet vitrification (PANIS; PIETTE; SWENNEN, 2005)E uma das mais
recentes e geralmente inicia-se com o pré-culto® ekplantes em meios com
altas concentracbes de sacarose (0,3 — 0,7 M). pEsieesso inicia a
desidratacdo, contribuindo, portanto, para a eBevada viscosidade do
citoplasma (REED, 2008). O passo seguinte € orptérento em solucdo de
carregamentdLoading Solution- LS; 2 M de glicerol + 0,4 M de sacarose)
seguido por imersdo em solucéo de vitrificacdo BV& 0° C. Apos esse
processo, os explantes sado dispostos em folhapig @laminio com uma gota
de PVS2 e, rapidamente, imersos em nitrogénio déquiPara o
descongelamento, realizado a temperatura ambietiliza-se uma solucdo de
descarregamento rica em sacards@dading Solution- US; 0,4 M de sacarose)
(ENGELMANN, 2011). Posteriormente, os explantes is@eulados em meio
previamente estabelecido para a retomada do cresm

A PVS2 (Plant Vitrification Solution 2) consiste dena mistura de
crioprotetores, composto por 3,26 M de glicerol,422M de etileno glicol + 1,9
M de dimetilsuféxido + 0,4 M de sacarose, dissalgicem meio MS liquido
(SAKAI; KOBAYASHI; OIYAMA, 1990). Volke e Walters 2006) propuseram
que esta solucdo age, por meio de dois mecanisenosaprotecdo: um no qual
a solucdo ocupa o lugar da agua e o outro em qUVS2 muda o
comportamento de congelamento da &gua remanesceage células.
Primeiramente, os componentes ndo penetrantes ldgésode carregamento
agem desidratando, osmoticamente, o interior aelBlasteriormente, quando a
temperatura é reduzida, os crioprotetores penesatid PVS2 restringem a
mobilidade das moléculas de agua dentro da célpl@enem a nucleacgéo de
cristais de gelo (REED, 2008).
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O sucesso da criopreservagdo pelas técnicas diéca@iio depende,
além do controle da desidratagdo, da prevencdoetagdp a toxicidade do
dimetilsuféxido (DMSQO) utilizado no PVS2. Este campnte é considerado
téxico, em virtude da elevacdo de sua temperatguando concentrado,
principalmente, quando misturado a agua, a capdeida induzir diferenciacédo
celular, podendo exercer influéncia no nivel deulsgfio génica, além de
promover deshaturacd@o proteica, sendo esses famfiteenciados pelo tempo
de exposicdo e temperatura (YU; QUINN, 1994). Semdsim, deve-se
determinar, previamente, o tempo 6timo de imersii@xplante em PVS2 e a
temperatura (geralmente utilizada a 0° C), parahgijgealta taxa de regeneracéo
apos a criopreservacao (ENGELMANN, 2011).

Depois da criopreservacao, o explante deve seulamdc em um meio
previamente elaborado, para que sua regenerac@ sHjsfatéria. A
combinacdo e concentracdo de reguladores de ces®cimMCcomo um
suplemento em um meio de cultivo ideal, além deomamte, variam de acordo
com a espécie e o0 explante a ser utilizado (MUKHERét al., 2009).

2.3.1 Conservagédo de maracujazeiro

Muitas espécies do géneRassifloraestdo presentes no cerrado, um
bioma constantemente ameacado (BERNACCI et al.3;2@ENARGEN,
2005). A Embrapa Mandioca e Fruticultura possuem @&anco de
Germoplasma de Maracujazeiro, constituido de 4é8saxs, de um total de 52
espécies, em campo, teladom &vitro (EMBRAPA, 2013). Outras colecdes de
germoplasman vitro tém sido estabelecidas com sucesso para algupeces
porém o uso extensivo desta técnica ainda naongitfiy, em funcéo da falta
de protocolos especificos (MELETTI et al., 2007).
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J& existem alguns trabalhos de criopreservacdomdeacujazeiro,
principalmente utilizando sementes, que podem dassificadas como
intermediarias em sua maioria, recalcitrantes (MELEet al., 2007) ou
ortodoxas (GONZALEZ-BENITO; AGUILAR; AVILA, 2009).Meletti et al.
(2007) e Veiga-Barbosa et al. (2013) criopreserartam sucesso sementes de
dez e trés espécies Bassiflorg respectivamente, apos desidrata¢do ou ndo. Em
um trabalho realizado por Gonzalez-Benito, Aguilakvila (2009), sementes de
Passifloraclassificadas como intermediérias foram criopnestas apds terem
sido determinados os graus de tolerancia maxinessedacao.

Ha registro de apenas um trabalho de criopres&ovde maracujazeiro,
utilizando técnicas de vitrificacdo em apices cmuks, em que Garcia et al.
(2011) obtiveram 11% de sobrevivéncia de &picesinzaas deP. suberosa
criopreservados pela técnica de vitrificagdo e 28%egeneracdo com a técnica
encapsulamento - vitrificacdo. Desse modo, persebex necessidade de
investimento no estudo desse tipo de preservag@ogsadiversas espécies de

maracujazeiro nativo, visando a conservacdo deamasma.
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RESUMO

As espéciesPassiflora cincinnata, Passiflora giberte Passiflora
setaceasdo nativas do Brasil e, de forma geral, possuemciisticas
medicinais, ornamentais e alimenticias. Estas espééo resistentes a doencas
as quais 0s maracujazeiros comerciais sao suseetiagacteristica favoravel a
utilizacdo como porta-enxerto e em programas dehanaento genético.
Assim, objetivou-se neste trabalho estudar a irmldegbrotos e o0 enraizamento
in vitro das espécies. Para indugéo de brotacdes, segmexi@s (1,0 cm) das
trés espécies foram inoculados em meio MS cometiifes concentracdes de
BAP (0; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mg'). Para o enraizamento, foram inoculados
segmentos(3 — 4 cm) deP. giberti em meio MS acrescido de AIB nas
concentrag@es: 0, 2, 4 ou 8 m'gj, Idurante 7 dias. Posteriormente, metade dos
explantes foi transferida para meio MS e metada paio MS com 0,5 g't.de
carvao ativado (CA). Os dados foram submetidos &Y dados qualitativos
tiveram as médias comparadas por Skott-Knd¥*0(05) e os dados
guantitativos foram avaliados por regressdo. Quanitmducdo de brotacdn
vitro, houve diferenca significativa para: a interacéspcie x regulador de
crescimento” para numero de brotos, em Buesetaceaapresentou a maior
média (3,0) com 2,0 mg'Lde BAP; entre as espécies e entre as concentracdes
de BAP para comprimento de brotos, na dRlatincinnata sem o regulador,
apresentou maior média (1,2 cm); entre as espgaresnimero de gemas, com
P. cincinnataapresentando a maior meédia (4,9), e entre as owacdes de
BAP, com maior valor observado de 4,4 gemas enmigL* do regulador;
entre a interacdo “espécie x regulador de crestoheara formacéo de calo,
com a maior formacéo (72%) efn setaceacom 0,5 mg [* de BAP. Houve
formacéo de cluster de gemas apenas na espéciacinnata com diferenca
significativa entre as diferentes concentracéeBAleé e maior valor observado
de 44%, em 1,5 mg 1do regulador. Para indugdo de raiz, houve diferenca
significativa para: nimero de raizes com maior médljl) em meio com 2 mg
L™ de AIB; comprimento de raizes, com o maior comgrita (1,4 cm) obtido
com adicdo de 2 mgLdeste regulador antes da transferéncia para nogio ¢
adicdo de CA; para numero de gemas, com maior \@éor5,6, quando
transferido para meio MS + 0,5 ¢ de CA; e para comprimento dos brotos, em
que a melhor média (5,8 cm) foi observada na cdragio de 2 mg Lt do
regulador de crescimento.

Palavras-chave Cerrado. Cultivoin vitro. Espécie nativa. Planta medicinal.
Passiflora.
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ABSTRACT

The passion flower speci€assiflora cincinnataPassiflora setaceand
Passiflora gibertiare native from Brazil and generallpassiflora genus, in
which they are included, presents medicinal anéwoental characteristics, and
edible fruits. They are resistant to diseases ticlwbtommercial passion fruit are
most susceptible, characteristic that supportsr the¢ in breeding programs
and/or as a rootstock for commercial varieties. these reasons, the aim of this
work was to study the micropropagation for the éhgpecies in order to induce
shoot formation anth vitro rooting. For shoot induction, nodal segments (1 cm
of the three species, were inoculated in MS mediupplemented with different
BAP (0; 0.5; 1.0; 1.5 or 2.0 mg L) concentrations. For rootin®. giberti
shoots (3-4 cm) were inoculated in MS medium suppleted with IBA at the
following concentrations: 0, 2, 4 or 8 mg For 7 days. After this period, half of
the explants were transferred to MS medium andbther half to MS medium
supplemented with 0.5 g'Lof activated charcoal (AC). The data were subjkcte
to ANOVA, the qualitative data were compared by tEkmott and quantitative
data were analised by regression {F0.05). Regarding thén vitro shoot
induction, there was significant differences ta& thteraction "species x growth
regulator”, for shoots number, in wich the spedesetacegresented higher
number of shoots (3.0) using 2.0 m@ IBAP; between species and BAP
concentrations to shoot length, in whiPh cincinnata in the absence of this
growth regulator, presented higher length (1.2 dmjween species to number
of buds, withP. cincinnatapresenting the best average (4,9), and between
different BAP concentrations in which the highestue observed was 4.4
shoots per explant at 1.0 mg BAP; between the interaction "species x growth
regulator” for callus formation and the highestceetage of callus formation
(72%) was inP. setaceausing 0.5 mg ! BAP. OnlyP. cincinnatapresented
cluster of buds, with a significant difference betm the different BAP
concentrations, in wich the higher observed valas #w4% at 1.5 mgLBAP.
For root induction, there was a significant diffece to: number of roots, with
the highest number of roots per shoot (4.1) obthinemedium with 2 mg &
IBA; for root length, in which the longest root 41cm) was obtained by adding
2 mg L IBA before transfer to a medium containing AC; menof buds (5.6)
when the explants were transferred to MS mediunb4gQ-* AC; and for shoot
length, where the highest average (5.8 cm) wasrebdenvhen explants were
treating with 2 mg L IBA.

Key words: Cerrado. In vitro culture. Native species. Medicinal plant.
Passiflora.
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1 INTRODUCAO

O maracujazeiro pertence a familia Passifloraceam®@o esta composta
por 18 géneros, com 500 a 600 espécies descritdmmra possa haver até 750
espécies (BERNACCI; SOUZA, 2012; VANDERPLANK, 1996Dp maior
género, Passiflora apresenta diversas espécies com grande impatanci
econdmica, concentradas na América do Sul (BERNAGOUZA, 2012). No
Brasil, o centro de distribuicdo geogréfica loalée no Centro-Norte, com 140
espécies nativas e 83 endémicas (BERNACCI et &132 Por possuir
caracteristicas medicinal, alimenticia e ornamefi8lRUKI-UCHIDA et al.,
2013), este género possui grande potencial econdémic

Apesar de o Brasil possuir condi¢cdes climéaticasorfmeis para o
cultivo do maracujazeiro, com a presenca da cutorguase todas as regides, a
produtividade é baixa (MELO; MANICA; JUNQUEIRA, 20D Isso ocorre,
principalmente, em razdo do baixo nivel tecnolégios produtores no manejo
da cultura e da caréncia de informacdes técniauifimas. Ainda assim, o pais é
0 maior produtor e consumidor do fruto e de seuvatbos (LIMA et al., 2013).
Nos Ultimos 30 anos, a cultura do maracuja vencere. De 1990 a 1996, a
area de cultivo aumentou em, aproximadamente, M®LETTI, 2011) e,
desde entdo, vem se expandindo continuamente iatdr aima producdo de
920.158 toneladas em um total de 62.243 hectare@&IH (INSTITUTO
BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA - IBGE, 2013)

Segundo Meletti (2011), o aumento da produtividaddida nos
pomares de maracujazeiro é resultado de progressmlogico. A partir de
mudas selecionadas e utilizacdo de ferramentasoparalhoramento genético,
ampliou-se a qualidade e produtividade do cultéra,funcdo da diminuicéo da

incidéncia de doengas que afetam os pomares, dedtase a bacteriose,
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causada pelaXxanthomonas axonopodipv. passiflorae virose e fusariose
(Fusarium oxysporuijn

As espécies Passiflora cincinnata (maracuja-do-mato),Passiflora
giberti (maracuja-de-veado) dPassiflora setacea(maracuja-do-sono) sédo
espécies nativas do cerrado, ainda exploradas dmafoextrativista e
comercializadas localmente e apresentam uma babdutividade em relacdo
as espécies mais comercializadas (CERQUEIRA-SILYVAIl.e 2012; KIILL et
al., 2010). As trés espécies sdo, de forma gesiktentes a doengas as quais 0s
maracujazeiros comerciais sdo mais suscetiveiactesistica esta favoravel a
utilizacdo em programas de melhoramento genétmo @mo porta-enxerto de
Passiflora eduligmaracuja-azedo), espécie com maior producao tlesfeuarea
cultivada.

Uma ferramenta para obtencdo de plantas sadiagoeosas em escala
comercial é a cultura de tecidos. A micropropagagé das mais importantes
técnicas de cultivin vitro, permite a producédo de material vegetal em cordicd
assépticas, a propagacao de espécies que apresiitaldade de germinacao,
a producdo de mudas em larga escala. Além dissde pontribuir em
programas de melhoramento genético e facilitaneatide materiais genéticos
entre instituicbes de pesquisa (PINHAL et al., 30Mais ainda, considerando a
velocidade em que as espécies vém sofrendo erosfiwétiaqp, a
micropropagacdo constitui-se como importante métddoconservacdo, por
viabilizar a inclusdo e manutencdo de espécies @amds de germoplasnia
vitro (KELLER et al., 2013).

Os reguladores de crescimento constituem um dosrefat mais
importantes para o sucesso do sistema de micragaofa. Além de outros
fatores, a interacdo e o balanco destes sdo reésm®spor regular o

crescimento e a morfogénesa vitro, sendo as auxinas e citocininas
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consideradas as mais importantes fitorregulad@&ORGE; HALL; KLERK,
2008).

As auxinas sao reguladores centrais na inducaocsciotento e
desenvolvimento de raizes (SAINI et al., 2013). &Brente, a inducdo da
rizogénese requer um ajuste entre os niveis denauwui citocinina, mas é
usualmente alcancada apenas com tratamentos cama.aDe maneira geral, as
citocininas estdo relacionadas com a inducdo dmagdio de brotos, pela
superagdo da dominancia apical e a dorméncia daasgkaterais (EDWIN et
al., 2008).

Pelas suas caracteristicas, que confirmam sengiaiteara utilizacdo
em estudos de melhoramento genético e visando ar manservacdo das
mesmas, este trabalho foi realizado com o objalvestudar a multiplicacdo

dessas trés espécies nativas de maracujazeiroraipanento de. giberti
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2 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratdrio Gldtura de
Tecidos de Plantas, sob a orientacdo do Prof. BdPaitva, da Universidade
Federal de Lavras, Setor de Fisiologia Vegetal, ddtemento de Biologia,
Lavras - MG.

2.1 Material vegetal

As sementes de maracujazeiro das espéassiflora giberti(acesso:
BGP 008), Passiflora setaceaacesso: BGP 272) @assiflora cincinnata
(acesso: BGP 290) foram fornecidas pela Embrapaddea e Fruticultura,
Cruz das Almas, BA.

A desinfestacdo das sementes foi realizada emraéealuxo laminar,
por imersdo em alcool etilico, 70% durante um nuingit posteriormente, em
hipoclorito de soédio 2,5% durante 20 minutos. Apdmtervalo, estas foram
lavadas trés vezes em agua destilada e autoclaf&adsementes foram, entéo,
escarificadas na extremidade da micrépila, por ndeiccortes com bisturi e
inoculadas em meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), c&@®d% das
concentracdes de sais, suplementado com 3bdglsacarose e geleificado com
7 g L' de Agar (SANTOS et al., 2010). O pH foi ajustadoap5,8 antes da
autoclavagem, realizada a 121 °C, durante 20 nmsnuto

Os ciclos de multiplicacdo das brotacdes iniciasemapos 30 dias da
germinacdo, sendo excisados segmentos nodais glioattos em meio MS
suplementado com 0,5 mg*Lde BAP (6-benzilaminopurina), 30 ¢'Lde
sacarose e geleificado com 7 §de agar. Este procedimento foi repetido a cada
30 dias.
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As plantulas estabelecidas foram mantidas em sataebcimento com
fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 25+2 °@heiradiancia de fétons de

36 umol m%s™.

2.2 Multiplicagéo

Para a multiplicacdo das trés espécies, foram utilizados segmentos
nodais de plantulas estabelecidas in vitro com, aproximadamente, 1,0 cm e
contendo uma gema. Os explantes foram inoculados em meio MS,
suplementado com 30 g L1 de sacarose e geleificado com 7 g L-1 de agar
(SANTOS, 2006). Foram testadas diferentes concentragées (0,5; 1,0; 1,5 ou
2,0 mg L-1) de BAP ou o mesmo meio de cultivo ausente deste regulador. O
pH foi corrigido para 5,8 antes da autoclavagem a 121 °C, durante 20
minutos. Apdés a inoculacio, os tubos foram mantidos em sala de
crescimento por 30 dias com fotoperiodo de 16 horas sob irradidncia de 36
umol m-2s-1 e temperatura de 25+2 °C. Os parametros avaliados foram o
numero de brotagdes laterais, comprimento de brotos, nimero de gemas da
plantula, formagio de calo e formacao de cluster de gemas. Foram utilizadas
cinco repeti¢cdes por tratamento, cada uma composta por cinco tubos de

ensaio e em cada tubo foi inoculado um segmento nodal.

2.3 Enraizamento in vitro de Passiflora giberti

Brotacdes de plantulas da espdtigyiberti estabelecidais vitro, entre
3 — 4 cm de comprimento e contendo trés gemasistdoram excisadas em
camara de fluxo e inoculadas em meio MS suplementadn 30 g [ de
sacarose em combinacéo com diferentes concentrg2pdsou 8 mg L) de

AIB (&cido indolbutirico) ou sem este regulador,raite sete dias. Este
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procedimento foi realizado em duplicata e, apé® geyiodo, metade dos
explantes foi transferida para meio MS e a outreadgepara meio MS acrescido
de 0,5 g [ de carvdo ativado. Os segmentos utilizados tivesans apices

caulinares mantidos. O meio foi geleificado com[7'gle agar e o pH ajustado
em 5,8 antes da autoclavagem. Os explantes foramidos a 25+2 °C, com

fotoperiodo de 16 horas sob irradiancia deu3®l mi’s™. Para cada tratamento
foram realizadas cinco repeti¢cBes, cada uma compasttrés tubos de ensaio e
em cada tubo foi inoculado um segmento nodal. Absli8s de cultivo foram

avaliados: formacdo de raizes, nimero e comprimdasoraizes, presenca de
raizes secundérias, presenca de calo na base,cn@raemprimento dos brotos

e numero de gemas.
2.4 Andlise estatistica
Os experimentos foram realizados em delineamenteiramente

casualizado. Os dados qualitativos tiveram as raédimparadas por Scott-
Knott e os dados quantitativos foram avaliadosregressaoR<0,05).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relacdo ao numero de brotos, houve diferengdfis@tiva para a
interacdo “espécie x regulador de crescimenis0(0113, em que a espéci
setaceaapresentou a maior média (3,0) na concentraca@yOdeg L* de BAP,
seguida de°. cincinnata com média de 2,4 brotos por explante na conggiura

de 1,0 mg ! e, novamenteP. setaceaé2,0), em meio com 0,5 mg‘llde BAP

(Figura 1).

e B 2 setacea  OF giberti, DR cincinnata a
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Figura 1 Média do nimero de brotos de segmentoginoe espécies de maracujazeiro
utilizando diferentes concentracdes de BAP. Médegiidas pela mesma letra
dentro de cada concentracdo de BAP ndo diferera shtte acordo com o teste

de Scott-Knott (R0,05).
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Garcia et al. (2011), utilizando segmentos inteai®dle plantulas da
espécidPassiflora suberosmoculados em meio MS, ndo encontraram diferenca
significativa no namero de brotos formados em #@maca diferentes
concentracdes da citocinina benziladenina (BApataPassiflora alataem um
trabalho de Pacheco et al. (2012), houve formagidrdtos em segmentos
internodais inoculados em meio MSM nas concentsagéel e 3 mg'tde BA.
Para concentra¢des mais altas, ndo houve formaghootbs por organogénese
direta.

Foram observadas diferencgas significativas pargpdamento dos brotos
entre as espéciep<0,0009 e entre as concentracbes de BARQ,0039. Em
relacdo as espécidB, cincinnataapresentou a maior média (1,2 cm), enquanto

as outras ndo diferiram significativamente (Figixa

14 -
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a
b
0.8 -
b
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0.2 -
0.0 - . i

F setacea F giberts F cincinnata

Comprimento de brotos (cm)

Figura 2 Média do comprimento de brotos de dif@erdspécies de maracujazeiro
tratados com BAP. Médias seguidas pela mesma kdrtro de cada
concentragéo de BAP néo diferem entre si de acoodo o teste de Scott-
Knott (P<0,05).
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Com relacdo as diferentes concentragfes de BAPaiar média de
comprimento de brotos (1,2 cm) foi obtida na ausémeste regulador de
crescimento. A tendéncia para esse parametro saguicomportamento linear
decrescente, na qual maiores concentracdes de BA€rmdnam menores

comprimentos de brotos (Figura 3).

14 - y=-03436x+1.213467
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Figura 3 Média do comprimento de brotos de segmsentmlais de maracujazeiros

tratados com diferentes concentracdes de BAP.

Para a espéclassiflora foetidaem um trabalho realizado por Anand et
al. (2012), o maior comprimento de brotos foi obtia partir de segmentos
nodais em meio MS suplementado com 1,5 r'ﬁgie BAP combinado com 0,5
mg L™ de acido naftalenoacético (ANA).

De forma geral, para as espécies deste presaftallto, segmentos
nodais possuem respostas antagbénicas de nimerotds b comprimento dos
mesmos, em relacdo a concentracdo de BAP. Desna,fobncentracdes mais
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elevadas deste regulador de crescimento favoredermacéo de maior nUmero
de brotos (Figura 1), enquanto concentracfes nwiiad) ou sua auséncia,
favorecem o crescimento de cada broto (Figura 3).

A média do nimero de gemas apresentou difereng#ficigiva tanto
para espéciesp€0,000) quanto para as diferentes concentracbes de BAP
(p=0,0014. Entre as espécies, a que apresentou 0 maiorraldeegemas por

explante (4,9) foi &. cincinnata(Figura 4).
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Figura 4 Média do numero de gemas de diferenteScegpde maracujazeiro tratadas
com BAP. Médias seguidas pela mesma letra dentmada concentracao de
BAP néao diferem entre si de acordo com o testecaé-8nott (<0,05).

De acordo com a derivada da equacdo, o maior vedtmado do
namero de gemas (4,4) em relacdo as diferenteectoacdes de BAP seria
obtido em uma concentracdo de 1,3 migdeste regulador de crescimento. A
maior média observada, 4,5 gemas por explantepf@a em uma concentracéo
de 1,0 mg [*de BAP (Figura 5).
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Figura 5 Média do nimero de gemas de segmentossndedamaracujazeiros tratados

com diferentes concentragdes de BAP.

Para formacéo de calo, houve diferenca signifiaafiara a interacdo
“espécie x regulador de crescimentp=(,0014. As maiores porcentagens de
formacdo de calo (72 e 40%) foram obtidas parapgoisP. setaceanas
concentracbes de 0,5 e 2,0 mg de BAP, respectivamente. N&o houve

formacé&o de calo para nenhuma espécie na aus@&nBiaRl (Figura 6).
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Figura 6 Média da formagado de calo em segmentosiside espécies de maracujazeiro
tratados com diferentes concentracdes de BAP. Mébguidas pela mesma

letra dentro de cada concentracdo de BAP n&o difergre si de acordo com o

teste de Scott-Knott ¢©,05).

Em um trabalho realizado por Biasi et al. (200®), qual segmentos
internodais de maracuja amarel®aésiflora edulisf. flavicarpa foram
cultivados em meio contendo diferentes concentsadéeBAP, houve formacao
de calo em todos os tratamentos, inclusive na aisémeste regulador.
Diferente do que ocorreu no presente trabalho, Paraedulis a maxima
porcentagem de explantes com calos (73,2%) dea-sententracdo de 1,3 mg
LY de BAP. Komathi et al. (2011), trabalhando cdrassiflora foetida
obtiveram maior porcentagem de formagéo de caléo) #n segmentos nodais
inoculados em meio MS suplementado com 2,5 glé BAP. Demonstra-se
dessa forma que a formacdo de calo é influenciaiia goncentracdo deste

regulador de crescimento e é varidvel de acordoacespécie.
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N&o houve formagéo de cluster de gemas nas esp&cigberti e P.
setaceaJa par@. cincinnata houve diferencga significativa para esse pardmetro
(p=0,0473, entre as diferentes concentracbes de BAP. Dedacoom a
derivada da equacdo, o maior valor estimado foi 3®6%, em uma
concentracdo de 1,2 mg'lde BAP. A maior porcentagem de formacdo de
cluster de gemas observada foi de 44%, em 1,5hag BAP (Figura 7).

i y=-29,7143x% + 69,0286x - 04571
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Figura 7 Média da porcentagem da formacao de cldstggemas erR. cincinnataem

diferentes concentragfes de BAP.

Em um trabalho realizado por Anand et al. (2012 csegmentos
nodais da espéciPassiflora foetida o tratamento que apresentou a maior
formac&o de cluster de gemas foi em meio MS supitade com 2,0 mgtde
BAP combinado com 1,0 mg'ide ANA.

Com relagcdo ao enraizamento & giberti ndo houve diferenca
significativa para a porcentagem de explantes zsmlas (62%) nem para o
namero de explantes apresentando raizes secun(f¥ja%b). Ja para o nimero
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de raizes por explante, ocorreu diferenca sigtifiaa(p=0,0009 entre as
diferentes concentra¢gfes de AIB, sendo que, segaretpacao, o maior valor
estimado para esse parametro foi de 5,9 raizesymante em 3,9 mgide
AIB. Entretanto, para esse parametro, 0 modelmulial de segundo grau nao
explica muito bem aos resultados observados nos quanaior nimero de
raizes (4,1) foi observado na concentraco de R hug AIB (Figura 8).

8 - . y=-0,1911856x2 +1,525379x + 2,931818
_ R= 0415
76
N
g 5 -
e ©
st
Z 3 \§
Z2e
1 —
0 - T T
0 ) 4 6 8

ATB (mg L)

Figura 8 Média do numero de raizes em segmentagisnethP. giberti tratados com

diferentes concentragfes de AlB.

O comprimento de raizes diferiu significativamenginteracdo “meio
de cultura x regulador de crescimentp=0,0068. A maior média estimada
para comprimento de raizes por explante foi demh2obtida com o tratamento
prévio com 4,2 mg £ de AIB antes da transferéncia dos explantes paia m
MS suplementado com 0,5 ¢'lde carvdo ativado (CA) enquanto que a maior
média observada (1,4 cm) foi em meio suplementaso 2 mg L de AIB.
Quando os explantes foram transferidos para meio 9d® CA apés o

tratamento com AIB, o comprimento de raizes seguma tendéncia linear
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decrescente, na qual maiores concentracdes de édBitaram em menores
comprimentos de raizes por explante. Assim, o ma@nprimento médio
estimado (1,3 cm) e observado (1,4 cm) foram obtida auséncia de AIB
(Figura 9).

0.8

0.6

04 -

Comprimento deraizes (cm)

02 § OCA y=-0047174x% + 0,395015x + 0413939  R*=0.609
BMS y=-0,123876x + 1,277067 R*=0.900

0.0 +
0 2 4 G
ATB (ing L1

o

Figura 9 Média do comprimento de raizes em segraentudais deP. giberti
transferidos para meio MS (MS) ou meio MS suplea@mtcom 0,5 g T de
carvao ativado (CA), ap6s serem tratados com difeseconcentracdes de
AIB.

Isutsa (2004), em um trabalho realizado d®nedulisvar. flavicarpae
P. edulisvar. edulis relatou que o enraizamento mais eficiente pasases
variedades de maracujazeiro, considerando a pagmmtde formacédo de raizes
por explante, foi obtido em meio MS acrescido dedgsL™” de AIB. Entretanto,
utilizando outros explantes, como sementes (KANTHASRH; DODD, 1990) e
discos foliares (BECERRA; FORERO; GONGORA, 2004 Pdssiflora edulis
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0s autores relataram que ndo h& necessidade demsuphcdo do meio de
cultura com auxinas para que haja formacao destaize

Neste experimento de enraizamento também foiad@be as diferentes
concentracdes de AIB poderiam influenciar o deslkemmento da parte aérea,
entretanto, ndo houve diferenca significativa nmet de brotos por explante
(1,1), mas o numero de gemas diferiu significatieata, tanto em relacdo ao
meio de cultura para o qual o segmento foi traitkidp=0,0206, quanto para a
concentracdo de AIB acrescida ao mgie(,0453. Os explantes transferidos
para meio MS suplementado com 0,5 mg dle carvdo ativado, apés o
tratamento com AIB, apresentaram maior média deentinde gemas (5,6)
(Figura 10).
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Figura 10 Média do nimero de gemas em segmentagsndeP. giberti, transferidos
para meio MS (MS) ou meio MS suplementado com 0,6%gde carvdo
ativado, apds serem tratados com diferentes caagdes de AIB. Médias
seguidas pela mesma letra dentro de cada conc@mtde; BAP nédo diferem

entre si de acordo com o teste de Scott-Knatd (5).

Em relacdo as diferentes concentracdes de AlBausgncia deste
regulador houve maior média do nimero de gema} @ste parametro seguiu
um comportamento linear decrescente. Desse modota@maior a quantidade

de AIB, menor foi a média do nimero de gemas (Riduy).
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Figura 11 Média do niumero de gemas em segmenta@ssndeP. giberti apos serem

tratados com diferentes concentracdes de AlB.

O valor médio do comprimento de brotos diferiu gigativamente em
relacdo as concentracbes de AIB=@,0357). A maior média estimada de
ntmero de brotos por explante (5,6) foi obtida @&fmg L' de AIB, enquanto
a maior média observada foi de 5,8 na concentrdgamg L deste regulador
(Figura 12).
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Figura 12 Média do comprimento de brotos de segmsembdais dé€. giberti tratados

com diferentes concentragdes de AIB.

Reguladores de crescimento possuem atividade aldgual ou que
excedem as substancias equivalentes naturais, par da inducdo desses
processos, de acordo com o balanco na aplicacdomdssos. Auxinas e
citocininas séo reguladores que interagem de difeseformas durante as fases
do enraizamento no controle do desenvolvimento alees, podendo ser
antagbnicas ou complementares de acordo com a @HpaACH et al., 2012;
KLERK, 2002).

Em um primeiro momento (desdiferenciacdo celuguxina promove
a rizogénese, levando a seguinte fase (inducaojueneste regulador determina
certas células a formarem raizes. A partir desseento (diferenciacédo), ndo é
mais necessario este sinal e concentra¢gfes deaapadem se tornar inibitorias
(KLERK, 2002). No presente trabalho, concentragiigseriores a 6tima (2 mg
L) promoveram uma reducéo no nimero (Figura 8) epdamento (Figura 9)

das raizes.
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O carvao ativado possui a capacidade de adsorbetésicias presentes
no meio de cultivo, como por exemplo, os regulaslode crescimento
(GEORGE; HALL; KLERK, 2008). Como o meio de manu&a das plantulas
das quais foram extraidos os explantes era suptadwemom 0,5 mg L de
BAP e a citocinina, em pequenas quantidades, pedésgoravel na primeira
fase de inducdo do enraizamento (desdiferenciaghdar), este regulador de
crescimento pode ter influenciado positivamentetenggocesso. Assim, a
inoculagdo do segmento em meio MS sem adigédo deatoi suficiente para
que neste tratamento fosse obtido o maior comptordas raizes (Figura 9). Ja
para os explantes transferidos para meio com Celhor resultado para o
comprimento de raizes foi obtido com a adic&o ey L* de AIB (Figura 9).
Neste caso, a utilizacdo do CA apés o tratamentoauxina pode ter removido
o0 restante de citocinina presente, fazendo compguea, que houvesse a inducao
do enraizamento, fosse necessaria a presenca ded\lBeio de cultivo. Na
figura 13 sdo apresentadas plantasPdagiberti ap6s 30 dias do inicio dos

tratamentos de enraizamento.
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[x]
A lcm
B 1cm

Figura 13 Plantas de. gibertiformadas a partir de segmentos nodais inoculadas p
30 dias em (A) meio MS (B) meio MS suplementado dGf ambos
tratados com 2 mg'tde AIB.

Em relacdo a parte aérea, sabe-se que as raizas péiocipais fontes
de citocinina (MULLER; LEYSER, 2011), assim, hour®ior comprimento
dos brotos na mesma concentracdo de AIB em quer maioero de raizes foi
obtido (2 mg [* de AIB). Além disso, o crescimento das raizes aiana area
de absorcédo, permitindo maior crescimento da fzatea. Este efeito pode ser
considerado positivamente ciclico, ja que o aloraggm do broto aumenta a
capacidade de enraizamento (KLERK, 2002).

De forma geral, comparando os resultados apresentasbte trabalho
com aqueles obtidos em diversos estudos realizanios espécies do género
Passiflorg anteriormente mencionados, pode-se perceber diererdes
reguladores e suas concentracbes atuam de forriatadide acordo com a
espécie estudada. Sendo assim, para cada espeeia der determinadas as
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melhores formas para obteng&o de brotacdes e indlog&nraizamento, a partir

de explantes, de acordo com o objetivo de cadd@&stu
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4 CONCLUSOES

Recomenda-se a inoculagdo de segmentos nodaB. dgberti P.
setaceae P. cincinnataem meio MS suplementado com 2 ni§de BAP para
obtencéo de maior nimero de brotos.

Para se obter maior comprimento de brotacdes, M&dasal sem a
presenca de citocinina pode ser utilizado paraulagéo de segmentos nodais
dessas espécies.

Segmentos nodais de. giberti, tratados 2 mg £ de AIB antes da
transferéncia para meio MS com adi¢édo de carv&adj resultam em brotos
com maior nimero de raizes. Na auséncia desteadkgulem meio sem carvao
ativado, formam-se raizes com maior comprimento.

Os brotos deP. giberti podem ser incoculados em meio MS
suplementado com 2 mg*lde AIB com posterior transferéncia para meio com

carvao ativado para que atinjam maiores compringento
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RESUMO

Passiflora setaceaPassiflora cincinnatae Passiflora giberti sdo
espécies de maracujazeiro nativas do Brasil, piesero cerrado, bioma que
sofre crescente degradacdo, estando sujeitas @egesética. De forma geral,
possuem caracteristicas ornamental, alimenticiadiainal, e sdo resistentes as
doencgas que acometem 0S maracujazeiros. A criopegs®, conservacao de
material biolégico em nitrogénio liquido (NL) a &9C, pode ser uma
alternativa viavel para preservar essas espéasgloSassim, o objetivo desse
trabalho foi estudar a criopreservacdo das tré®cesp de maracujazeiro
utilizando a técnica daroplet vitrification Para determinar o meio para o
cultivo, apices caulinares e gemas lateraifdeetacedoram inoculados em
meio MS com diferentes concentragbes de BAP. Adardefinir o tempo de
imersdo em solucdo de vitrificacdo (PVS2) a selizattio na criopreservacgao,
apices caulinares das trés espécies foram expp®¥S2 a 0 °C por 15, 30, 45
ou 60 minutos antes da imersdo em NL. Para otirfazata retomada de
crescimento dos explantes apés a criopreservagis, experimentos foram
realizados com a espécie cincinnata Em ambos foram utilizados apices
caulinares criopreservados pela técnicaddaplet vitrification No primeiro
experimento, apds o descongelamento, os explamtas finoculados em meio
MS suplementado com diferentes concentracdes deeGapds 30 dias, foram
transferidos para tubos de ensaio com meio MS cideede 0,5 mg £ de BAP
por mais 20 dias. No experimento 2, os apices rangds foram inoculados em
meio MS com 0,5 mg L de BAP por 15 dias e transferidos para meio MS com
diferentes concentra¢des de Gor mais 15 dias. Os dados qualitativos tiveram
as médias comparadas por Scott-KnBtt(Q,05) e os dados quantitativos foram
avaliados por regresséo. Para cultivo de apiceinaees e gemas laterais,
houve diferenca significativa entre as concentrsgde BAP com a maior
sobrevivéncia (62,2%) obtida com 1,0 ni§de BAP. Para o tempo de imers&o
em PVS2, houve diferenca significativa entre ast@sg, sendo as maiores
médias observadas pdPacincinnata(96,8%) eP. giberti (90,8%). Apenas em
P. cincinnatahouve formacao de multiplos brotos maiores do@&em, sendo
gue o numero de brotos apresentou diferenca gsigtifa com maior média
(2,2) ap6s 60 minutos de exposicdo a PVS2. Em &elax otimizacdo da
retomada de crescimento, ndo houve diferenca gigtiifa na utilizacdo do GA
para nenhum parametro.

Palavras-chave Criopreservacdo. Planta Medicinal. Espécies astiv
Armazenamento em longo praRassiflora.
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ABSTRACT

Passiflora setaceaPassiflora cincinnataand Passiflora giberti are
native passion fruit species from Brazil, foundcerrado, biome that suffers
increasing degradation, which makes them subjegétetic erosion. In general,
they present ornamental and medicinal characisjsthe species produce
edible fruits and they are resistant to the diseabat affect passion fruit.
Cryopreservation, the conservation of biologicaterial in liquid nitrogen (NL)
at -196 °C, and can become a viable alternativgraserve these species.
Therefore, the aim of this work was to study thiepmeservation for them, using
the droplet vitrification technique. To determinkeetgrowing medium,P.
setaceashoot tips and lateral buds were inoculated on M&lium with
different BAP concentrations. To determine the P\&Posure period to be
used in the cryopreservation, shoot tips from tred species were exposed to
PVS2 at 0 °C for 15, 30, 45 or 60 minutes befotsgé into LN. To optimize
the recovery of explants after cryopreservatiom, éxperiments were performed
with P. cincinnataspecies. In both experiments, were used cyropredeshoot
tips by droplet vitrification technique. In thedirexperiment, after thawing, the
shoot tips were cultured on MS medium supplementéti different GA
concentrations, and after 30 days, the explantse weansferred to tubes
containing MS medium supplemented with 0.5 nigAAP for more 20 days. In
experiment 2, the shoot tips were cultured on M8iome with 0.5 mg [* BAP
for 15 days before transfer to MS medium containidifferent GA
concentrations, for 15 days. Qualitative data weenapared by Scott-Knott and
guantitative data were assessed by regresBiah(.05. In relation to growing
medium for shoot tips and lateral buds Ruf setacea there was significant
difference between the different BAP concentratiansl the highest survival
(62.2%) was obtained using 1.0 mg BAP. For the immersion period in PVS2,
there was a significant difference among the sgegith the highest averages
observed forP. cincinnata (96.8%) andP. giberti (90.8%). Only forP.
cincinnatawere observed multiple shoots larger than 0.5amd,the number of
shoots showed a significant difference with thehbgj average (2.2) after 60
minutes of exposure to PVS2. Regarding the optitimizaof the shoot tips
regrowth, there was no significant difference imgsGAg to any parameters.

Key words: Cryopreservation. Medicinal plant. Native speciésng-term
storagePassiflora.
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1 INTRODUCAO

A criopreservacdo é uma das formas de conservag@iodiversidade,
na qual material biolégico é armazenado em nitrizgén-196° C em sua fase
liquida, ou a -150° C, em sua fase de vapor. Sahseemperaturas, o
metabolismo celular é praticamente paralisado,dimdo significativamente a
degradacao do material (REED, 2008). Este métmsose mostrado pratico e
eficiente, devido aos pequenos volumes dos matesiahazenados e da baixa
exigéncia de manutencao, além de permitir a rapedtile do processo apoés a
determinacdo de um protocolo apropriado para acespdm questdo. Outra
vantagem refere-se ao fato do armazenamento pedeealizado por tempo,
teoricamente, ilimitado (KACZMARCZYK et al., 2011).

Existem diferentes técnicas de criopreservagdoescalha entre uma
delas é dependente da espécie e de qual expladm-de criopreservar. Além
disso, o sucesso do procedimento também seré dedelonpela elaboracéo de
um meio eficiente de regeneracdo do explante, ab &ja € inoculado apos o
descongelamento. Reguladores de crescimento exemncenfuncdo importante
nessa etapa, e a concentracdo e combinacao exgre mluito variavel de acordo
com a espécie (MUKHERJEE et al., 2009). Sendo assicido giberélico
(GAz), capaz de induzir o alongamento do caule (GEOR&A;L; KLERK,
2008), pode ser utilizado em meio de regeneracéapdpreservacdo, a fim de
incrementar o crescimento dos brotos formados (MBRBEE et al., 2009).

De forma geral, os explantes mais comumente ulitiga para
criopreservacdo de material vegetal, quando n&ementes ortodoxas, sdo 0s
apices caulinares e gemas laterais de plantulabedstidasn vitro (PANIS;
LAMBARDI, 2005). Segundo Sahijram, Soneji e Bollamrf2003), o uso de
tecidos meristematicos reduz a possibilidade déagé&w somaclonal. Além
disso, células meristematicas sdo compactas, dantamreduzido, nicleo
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grande e, consequentemente, apresentam menor dagmtde agua em seu
interior (GEORGE; HALL; KLERK, 2008). Estas carat$ticas favorecem o

uso desse tipo de explante para criopreservacBopgpssibilidade de diminuir a

formacao de cristais de gelo no interior celulanadte o congelamento em NL e
o descongelamento, o que causa danos a célula (BMGEN, 2011).

Uma das técnicas de criopreservacéo, denomuhagdet vitrification é
uma das mais recentes desenvolvidas e consisteftmafamento dos explantes
com solucéo de vitrificacao, antes de serem dispasn tiras de papel aluminio
contendo uma gota dessa solucdo e congelados eogémio liquido (NL)
(ENGELMANN, 2011). Solucdes de vitrificacdo saolinéidas para que o
material a ser criopreservado assuma um estadeoyitiminuindo assim a
formacgéo de cristais de gelo, prejudiciais & célHlatretanto, estas solucdes
possuem niveis de toxicidade que devem ser ideadifis de acordo com a
espécie em questdo (REED, 2008).

A droplet vitrification por ser uma técnica que utiliza menor volume da
solucédo de vitrificacdo e por permitir taxas degadamento e descongelamento
ultra-rapidas, é utilizada com sucesso para mespscies e é considerada uma
forma viavel de complementar os esfor¢cos para ceas&o da biodiversidade
(GONZALEZ-ARNAO et al., 2008), principalmente paespécies que se
encontram em biomas que sofrem processos de ctestegradacdo, como o
cerrado (PILATTI et al., 2011).

O cerrado é um dos seis maiores biomas do Brasihamdo uma area
de 24% do total do pais (INSTITUTO BRASILEIRO DE GGRAFIA E
ESTATISTICA - IBGE, 2013). E um bioma consideradoeacado e, no ano de
2005, o Centro Nacional de Recursos Genéticos - AFEBEN, Embrapa,
publicou um trabalho que indica o fim do cerrado2030. Até aquele ano, 57%
de toda sua area ja haviam sido destruidas e adev@desmatamento anual

chegava a 1,5% (3 milhdes de hectares/ano). A efipada fronteira agricola,
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as queimadas e o crescimento ndo planejado das dme@nas constituem as
principais pressbes sobre o cerrado (CENTRO NACIONDE RECURSOS
GENETICOS - CENARGEN, 2005).

O maracujazeiro pertence a familia Passifloraceagéirias espécies
nativas estédo presentes no bioma cerrado. O géaesifioraé o maior dentro
desta familia e, de forma geral, possui caracdtemstmedicinal, ornamental e
alimenticia (MARUKI-UCHIDA et al., 2013), o que lle@nfere 6timo potencial
econdmico. No Brasil, o centro de distribuicao géfiga deste género localiza-
se no Centro-Norte, possuindo cerca de 140 espéwmésas, sendo 83
endémicas (BERNACCI et al., 2013).

Dentro do génerdassiflorg as espéciePassiflora cincinnataMast.,
conhecida popularmente como maracujd-do-m#&assiflora giberti N.E.
Brown, cujo nome popular € maracujd-do-camp®assiflora setace®C, de
nome popular maracuja-do-sono, sdo nativas dodme(GERQUEIRA-SILVA
et al., 2012; KIILL et al., 2010). As trés espéaés, de forma geral, resistentes
a doencas as quais 0s maracujazeiros comerciais n&i® suscetiveis,
caracteristica esta favoravel a utilizacdo em pimogs de melhoramento
genético e como porta-enxerto Bassiflora edulis(maracuja-azedo), espécie
mais produzida e comercializada (AGUIAR et al.,, ZOCERQUEIRA-SILVA
et al., 2012; JUNQUEIRA et al., 2005; MELETTI et, &005).

Apesar desses fatores, ainda ndo € expressiva GCUpBEdo em
preservar as espécies desse género, uma vez quaeaSes abrangem uma
pequena parte da biodiversidade do géreassiflora (SOUZA; MELETTI,
1997). Além disso, sendo nativas do cerrado,giberti P. setaceae P.
cincinnataestao sujeitas as pressdes sofridas por esse,lmaoa poderia levar
a extingdo das espécies, caso ndo sejam concentrsforcos na sua
conservacao (FALEIRO; JUNQUEIRA; BRAGA, 2005).
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Diante desse quadro, a criopreservagdo € uma altexrviavel para
preservacao da variabilidade genética do maradugafendo assim, o objetivo
deste trabalho foi desenvolver um protocolo paceapreservacao das espécies
P. setacea P. cincinnata e P. giberti utilizando a técnica dalroplet

vitrification.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Material vegetal

Para a realizacdo dos experimentos, foram utilzdu@tacGes pré-
estabelecidasn vitro das espécie$. setaceaP. cincinnatae P. giberti
oriundas de sementes germinaifasgitro, mantidas em meio MS suplementado
com 0,5 mg [! de BAP, 30 g [! de sacarose e geleificado com 7yde &gar.
As brotacbes foram subcultivadas a cada 30 diasasetidas em sala de
crescimento com fotoperiodo de 16 horas, temperater25+2°C e irradiancia

de fétons de 3amol m?s™,

2.2 Cultivo de apices caulinares e gemas laterais

Apices caulinares (aproximadamente 0,5 mm) e genadsrais
(aproximadamente 1 mm) de plantulas pré-estabelead espéciB. setacea
foram excisados com auxilio de microscépio estedmso. Os explantes foram
cultivados em meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), lsugentado com
diferentes concentra¢des (0,5; 1,0; 1,5; ou 2,0Lijgde BAP ou sem este
regulador, suplementado com 30 § dle sacarose e geleificado com 7 yde
agar. O pH foi ajustado em 5,8 antes da autoclawaggs explantes foram
mantidos no escuro por uma semana e, em seguasfdridos para um
fotoperiodo de 16 horas de luz, sob irradianci@@iemol m?s* e temperatura
de 2512 °C. Ap6s 30 dias foram avaliadas a sobgewgia, formacédo de cluster
de gemas e a presenca de calo.

O experimento foi realizado em delineamento inte@ate casualizado.
Para cada tratamento foram realizadas trés repstigdda repeticdo consistiu

de uma placa de Petri com cinco apices caulinarggmas laterais.



70

2.3Droplet vitrification

A técnica de droplet vitrification foi realizada de acordo com Panis,
Piette e Swennen (2005). A partir de plantulas de maracujazeiro mantidas
in vitro, apices caulinares das trés espécies (0,5 - 1 mm) foram excisados
sob microscopio estereoscopico binocular e mantidos em meio MS
acrescido de 0,3 M de sacarose até que todos os explantes fossem extraidos.
Estes foram imersos em solu¢do de carregamento (2 M de glicerol + 0.4 M
de sacarose) por 20 minutos, sendo posteriormente tratados com PVS2
(Plant Vitrification Solution 2) a 0° C por diferentes tempos (15, 30, 45 ou 60
minutos). A PVS2 é composta de 3,26 M de glicerol + 2,42 M de etileno glicol
+ 1,9M de dimetilsuféxido + 0,4 M de sacarose, todos dissolvidos em meio
MS liquido (SAKAIL; KOBAYASHI; OIYAMA , 1990).

Ap6és esses periodos, os dpices caulinares foram dispostos em tiras
de papel de aluminio (0,5 x 2,0 cm), contendo uma gota de PVS2, antes do
congelamento em nitrogénio liquido (NL), a temperatura de -196° C. Os
explantes foram mantidos em NL por no minimo 30 minutos, sendo entdo
descongelados por 15 minutos em uma solucdo de descarregamento
composta de 0,4 M de sacarose. Todas as solucdes foram dissolvidas em
meio MS, tiveram o pH ajustado em 5,8 e foram filtro-esterilizadas.

Apés o descongelamento, os dpices caulinares foram inoculados em
meio MS suplementado com 0,5 mg L1 de BAP, 30 g L-! de sacarose e 7g L1
de agar, com pH ajustado em 5,8 antes da autoclavagem. Foram mantidos
no escuro por uma semana e, em seguida, transferidos para um fotoperiodo
de 16 horas de luz, sob irradidncia de 36 umol m-2s-1 e temperatura de 25+2
°C. Para cada tratamento (espécies de maracujazeiro x tempo de PVS2)

foram inoculados 30 4pices caulinares, divididos em trés repeti¢cdes com 10
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explantes em cada, sendo sete criopreservados e trés nio criopreservados
(grupo controle). Foram avaliados apds 30 dias: a porcentagem de

sobrevivéncia, formacao de brotos, cluster de gemas e calo.

2.4 Otimizacédo da retomada de crescimento de apicesopreservados

Estes experimentos foram realizados com a espécie P. cincinnata. Os
apices caulinares foram tratados em solucdo de carregamento, a
temperatura ambiente, por 20 minutos, seguido do tratamento com PVS2 a
0 °C por 15 minutos antes da imersdao em NL. Ap6s 30 minutos, os apices
foram descongelados em solucdo de descarregamento a temperatura
ambiente durante 15 minutos e entdo inoculados em diferentes meios de

regeneracao.

2.4.1 Inoculacédo de apices caulinares em meio cordgpor 30 dias
(experimento 1)

Apés o descongelamento, os dpices caulinares foram inoculados em
placas de Petri contendo meio MS contendo 30 g L-! de sacarose, 7 g L1 de
agar, 0,5 mg L-1 de BAP e diferentes concentragoes (0,05; 0,25 ou 1,25 mg L-
1) de GAsz ou em meio ausente deste regulador. O pH foi ajustado em 5,8
antes da autoclavagem. Antes de serem transferidos para ambiente com
fotoperiodo de 16 horas sob irradiancia de 36 pumol m-2s!, os apices
caulinares foram mantidos no escuro por sete dias e temperatura de 25+2
°C. Foram utilizados 30 explantes por tratamento, divididos em trés
repeticdes com 10 apices caulinares em cada, sendo sete criopreservados e

trés nao criopreservados.
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Apds 30 dias, foi avaliada a porcentagem de sobrevivéncia e os
explantes foram transferidos para tubos de ensaio com meio MS acrescido
de 0,5 mg Lt de BAP e 30 g L' de sacarose. Depois de permanecerem em
sala de crescimento a 25+2 °C, com fotoperiodo de 16 horas sob irradiancia
de 36 pmol m-2s, foram analisados apdés 20 dias: numero de brotos,
formacdo de calo e cluster de gemas e nimero de gemas, de acordo com a

concentracdo de GAz a que cada explante foi submetida anteriormente.

2.4.2 Inoculacéo de apices caulinares em meio corgpor 15 dias

(experimento 2)

Apébs a criopreservacio, apices caulinares foram inoculados em
meio MS suplementado com 0,5 mg L1 de BAP, 30 g L1 de sacarose,
geleificado com 7 g Lt de 4gar e pH ajustado em 5,8 antes da autoclavagem.
Permaneceram no escuro por sete dias, antes de serem transferidos para
sala de crescimento, sob irradidncia de 36 pmol m-2s-1, fotopreriodo de 16
hores e temperatura de 25+2 °C. Apés 15 dias, todos os explantes foram
transferidos para meio MS acrescido de diferentes concentracées (0,05;
0,25 ou 1,25 mg L-1) de GAs ou para meio MS sem este regulador, e mantidos
em sala de crescimento. Para cada tratamento foram utilizadas trés
repeti¢cdes, cada uma com 10 apices caulinares, sendo sete criopreservados
e trés nao criopreservados.

Depois de 15 dias da transferéncia, foram analisados: sobrevivéncia,

formacao de brotos, cluster de gemas e calo.

2.5 Andlise estatistica
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Todos os experimentos foram realizados em delinet@meteiramente
casualizado. Os dados qualitativos tiveram as raédienparadas por Scott-

Knott e os dados quantitativos foram avaliadosregressaoR<0,05).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o foi observada diferenca significativa em retag&obrevivéncia de
apices caulinares ou gemas laterai®dsetaceaom média de 55%. Porém, as
concentracBes de BAP apresentaram diferencasisaiés p=0,0014, onde
0 maior valor estimado foi de 63,7% de sobreviv@npzEira a concentracdo de
1,3 mg ! de BAP. A maior média observada foi de 62,2% dmesdvéncia
com 1,0 mg [* de BAP (Figura 1).

y=-18,09619x2 +47,524381x + 32.505238
70 7 RZ=10.8187

oL

Sobrevivéncia (%)

O T T T 1

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
BAP (mgL1!)
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Figura 1 Média da porcentagem de sobrevivénciapoes caulinares e gemas laterais

deP. setaceam diferentes concentra¢cfes de BAP.

Foi observada diferenca significativa<Q,000) para a formacao de
cluster de gemas em 4apices caulinares e gemaaisateitados com diferentes
concentracbes de BAP (Figura 2). De acordo comumagp, 0 maior valor
estimado para porcentagem de formacgdo de clufg%b foi obtido em uma
concentracdo de 0,62 mgllde BAP, enquanto a maior média observada foi
também de 59,9% em 0,5 mg dle BAP.

70 y=62,96444%7 - 225 717143x2 + 209,019841x + 1,697095
Fi= OO &
~ 60 F: R:=0,9885
% 50
= *
&40
=
E 30 +
£ 20 $ \_/
o
3
= 10
=
% 0 4 T T T 1
= 0,0 0,5 1,0 1.5 2.0
(&
BAP (mgL1)

Figura 2 Média de formagédo de cluster de gemasptoesicaulinares e gemas laterais

deP. setacedratados com diferentes concentragfes de BAP.

Para formacé&o de calo, foi observada diferencédfisigtiva (p<0,000)
entre as diferentes concentragdes de BAP. O maior estimado segundo a
equacdo foi de 27,5% de formacéo de calo por etgplam uma concentragéo de
0,5 mg L* de BAP. O maior valor observado (31,1%) foi obtidon 0,5 mg [*

do regulador de crescimento (Figura 3).
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Figura 3 Média de formacao de calo em apices ca@line gemas laterais Besetacea

tratados com diferentes concentracdes de BAP.

Para a espécie. foetidg em um trabalho realizado por Ragavendran et
al. (2012), apices caulinares inoculados em meip &8 acréscimo de 1,5 mg
L™ da citocinina BA, apresentaram a maior porcentagiemsobrevivéncia
(95%). Em um experimento cobh edulis houve formacéo de calos em apices
caulinares inoculados em meio MS suplementado cdinmg L' de BA
(FARIA; SEGURA, 1997).

A formacéo de calo e cluster de genrasitro pode ser estimulada ou
inbibida por meio da adicdo e equilibrio de regaiad de crescimento
(GEORGE; HALL; KLERK, 2008). Desse modo, no presetnabalho, a adicdo
de 0,5 mg [ de BAP influenciou positivamente o crescimentaae e cluster

de gemas, enquanto outras concentracdes desedyaifibesse balango, fazendo
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com que a formacdo desses fatores fosse afetafdancie negativa. A figura 4
ilustra 4pices caulinares e gemas lateraiB.dgetaceanoculados em meio MS
suplementado com BAP (A) e detalhe de apice caulie®. setaceanoculado

em meio MS + 0,5 mg tde BAP, apds 30 dias, evidenciando a formacéo de

cluster de gemas e calo (B) .

Figura 4 Apices caulinares e gemas lateraisPdesetaceainoculados em meio MS
suplementado com BAP (A). Detalhe de apice cauliied®. setaceanoculado
em meio MS + 0,5 mgtde BAP, ap6s 30 dias (B). A seta indica a formacéo
de gema em cluster.

O numero de espécies criopreservadas com sucetasotgenica de
droplet vitrification utilizando apices caulinares é crescente (MENONilgt
2012; OZUDOGRU; KAYA, 2012; PANIS; PIETTE; SWENNEN20OS5;
PANTA et al., 2006) e existem trabalhos realizacto® gemas laterais em que
esta técnica foi realizada com sucesso (CONDELL@L.e2011; COSTE et al.,
2012). Neste presente trabalho, a criopreservagaedlizada utilizando como
explante apices caulinares das trés espécies @euazeiro.
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Ndo foram observadas diferencas significativas costacdo a
sobrevivéncia dos apices caulinares apés a crig@Esio nem quanto ao
tempo de imersdo em PVS2, seja para explantesresenmyados ou nhao.
Entretanto, foram encontradas diferencas signifiaat £<0,000) entre a
média de sobrevivéncia das diferentes espécieglosan maiores médias
observadas pafa. cincinnata(96,8%) €. giberti(90,8%) (Figura 5).

100 -

a
a
80 -
60 - b
40 -
20 -
0 : : i

£ setacea E giberti B cincinnata

Sobrevivéncia (o)

Figura 5 Média da porcentagem de sobrevivénciapiees caulinares de espécies de
maracujazeiro apés a criopreservacao. Médias segyidla mesma letra ndo
diferem entre si de acordo com o teste de ScotttKRe0,05).

Em um trabalho realizado por Garcia et al. (20hpgnas 11% dos
apices caulinares d& suberosaobreviveram apds o tratamento com PVS2 por
30 e 60 minutos antes da criopreservacdo pelactéa@ vitrificacdo, contra
100% de sobrevivéncia do grupo controle. daplet vitrification tanto o
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congelamento quanto o descongelamento ocorremra® fmais rapida, o que
diminui a formacdo e o tamanho de cristais de gab possam surgir durante
essa etapa, além da exposicdo a volumes relatitamenores de solucdo de
vitrificacdo (TOWILL; BONNART, 2003). Desta formaa diferenca de
resultados com as trés espécies deste preserathtrado estudo de Garcia et al.
(2011) pode ter sido ocasionada devido a escollécdica de criopreservacgao.
Segundo Petijovd, Skyba e Cellarova (2012), oess@ da
criopreservacao € também gendtipo-dependente, pafeexplicar a diferenca
de sobrevivéncia entre as espeécies. Por isso, értampe que os protocolos
sejam otimizados para cada espécie. Sendo asdiag aleP. cincinnataser
tolerante a seca (KIILL et al., 2010), pode terdfimndo a espécie em relacédo a
desidratacdo dos explantes antes da criopreservag@odo com que sua média
de sobrevivéncia fosse uma das mais altas enaspégsies deste estudo além da

eficiente formacé&o de brotos apds a criopreservéggara 6).

R 4

Figura 6 Apices caulinares esetacegA), P. cincinnata(B) e P. giberti (C), 30 dias

apos o descongelamento. As setas (A) indicam aafpimde cluster de gemas.

N&o houve formacgdo de mdltiplos brotos maiores de §,0 cm nas
espéciesP. setaceae P. giberti apdés a criopreservagdo, mas estes foram
observados enP. cincinnata Houve diferenca significativap€0,0164 na

média do niumero de brotos maiores que 1 cnPewrincinnataem relacéo ao
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tempo de imersdo em PVS2, na qual o maximo valimado (2,3) € muito
préximo ao maximo valor observado (2,2), ap6és 6Autois de imersao em

PVS2 (Figura 7).

2.5 7 y=0,001141x? - 0,066356x + 2,145
R®= 0,955

Numero de brotos

0.0 . . .
15 30 45 60

PVS2 (minutos)

Figura 7 Média do numero de brotos formadosRerincinnata apés imerséo de apices

caulinares em PVS2 por diferentes tempos, e csepvacao.

A taxa de formacao de brotos é muito variavel elacdo ao tempo de
exposicdo ao PVS2 em diferentes espécies (VIDA&.eR005). Para caqui, o
melhor tempo foi de 20 minutos, com 89% de médifodmacao de broto por
explante (MATSUMOTO et al., 2001). Para bananaslidersos genétipos, os
tempos entre 30 e 60 minutos de PVS2 apresentararall@or porcentagem
(65%) de regeneracdo dos éapices caulinares (PARISTTE; SWENNEN,
2005). Em um trabalho realizado com amora, a mekgeneracdo (46,8%) foi
obtida utilizando 30 minutos de PVS2 (VUJOVIC et 2011).

Na otimizacdo da retomada de crescimento de apma@ares dé.

cincinnata criopreservados, no experimento 1, em que o apsadinar foi
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mantido por 30 dias em meio com GApGs a criopreservacdo, ndo houve
diferenca significativa entre explantes criopreados ou ndo e nem entre as
diferentes concentracBes do regulador, em relac&obeevivéncia (58,5%).
Depois da transferéncia dos brotos regeneradostpana de ensaio contendo
meio MS suplementado com 0,5 mg te BAP, também nZo foi obtido efeito
significativo para os parametros comprimento dagdsr (média de 1,2 cm por
explante) e nimero de gemas, que apresentou medi8 gor explante.

Quando os apices caulinares criopreservados faraouliados em meio
MS suplementado com 0,5 mg de BAP e apés 15 dias, transferidos para esse
meio acrescido de diferentes concentracbes deg @& mais 15 dias
(experimento 2)estes ndo apresentaram diferenca significativa edatdo a
sobrevivéncia (70%), ao nimero de brotos (2 potagexe), formacdo de calo
(48%) e de cluster de gemas (43%).

N&o houve diferenca significativa para a sobrewiie€ dos &pices
caulinares deP. cincinnataquando inoculados em meio MS acrescido com
diferentes concentracdes de J#or 30 (experimento 1) ou 15 (experimento 2)
dias, ap0s a criopreservacao. A média obtida e garametro foi de 77,4%.
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4 CONCLUSOES

A utilizacdo de meio MS suplementado com 1,0 mgle BAP pode ser
utilizado para cultivo de meristemas de apicesitargds ou gemas laterais de
Passiflora setacea

O tratamento com 15 minutos de PVS2 de apicesineaes de
Passiflora setaceaPassiflora cincinnatee Passiflora gibertiantes da imerséo
em nitrogénio liquido garante a alta sobrevivéagpias a criopreservacao.

A utilizacdo de GAno meio de regeneracdo de 4pices caulinar€s de
cincinnata apés a criopreservacdo nao afeta a otimizacdoettsmada de

crescimento para essa espécie.
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