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RESUMO

ALMEIDA, Marcela Gomes Vianna. Avaliacdo de aspectos bioquimicos da crioinjuria e da
capacidade biossintética de Passiflora suberosa L. ap6s a criopreservacdo. 2021. 134f. Tese
(Doutorado em Biologia Vegetal) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021.

Passiflora suberosa L., conhecida como maracujazinho-cortica, ¢ uma espécie
silvestre de maracuja, com potencial agrondmico, ornamental e medicinal. Dessa forma,
estratégias, que visam a conservagdo desta espécie como a criopreservacao, sao consideradas
de grande relevancia. Como o processo de criopreservacdo pode estar associado a danos
oxidativos que causam injurias e resultam em baixas taxas de sobrevivéncia, o objetivo deste
trabalho foi avaliar aspectos bioquimicos associados a crioinjuria visando a identificacdo das
etapas criticas do protocolo de criopreservagdo de apices caulinares de P. suberosa
pelatécnica de V-Crioplaca. Para a avaliagcdo de injurias oxidativas, a peroxidagdo de lipidios
de membrana e a atividade das enzimas antioxidantes superdxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e ascorbato peroxidase (APX) foram quantificadas em diferentes etapas do protocolo
de criopreservacdao. Além disso, diferentes concentragdes de acido ascorbico e glutationa
foram adicionadas nas etapas criticas do processo criogénico visando a reducdo do estresse
oxidativo. A estabilidade metabdlica de plantas derivadas de d&pices caulinares
criopreservados, foi analisada por meio de Cromatografia em Camada Delgada,
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia e pela avaliagdo do potencial antioxidante. O
conteido de malondialdeido (subproduto da peroxidagcdo de lipidios) nos explantes foi
significativamente maior apo6s tratamento com a solucdo crioprotetora PVS3 e imersdo em
nitrogénio (NL), com valores até 2,5 maiores que os observados nos controles. Contudo, essas
taxas foram reduzidas durante a etapa de recuperagdo. Todas as enzimas antioxidantes
analisadas (SOD, CAT, APX) apresentaram um aumento expressivo das suas atividades nas
etapas iniciais do protocolo de criopreservagdo, embora tenha sido observada uma redugdo
significativa nas atividades especificas de SOD e CAT apds a osmoprote¢do. Com base nesses
resultados, a osmoprotecdo e desidratacdo foram consideradas os estagios mais criticos do
protocolo de criopreservag@o de apices caulinares de P. suberosa por V- Crioplaca. Contudo,
a aplicacao direcionada de &cido ascorbico e glutationa, nessas etapas, visando a redugdo do
estresse oxidativo, ndo levou ao aumento das taxas de recuperacdo de plantas poOs-
resfriamento. Na investigacdo da manutencdo da estabilidade metabolica apos a
criopreservacdo, as analises cromatograficas ndo apontaram diferengas entre folhas de plantas
submetidas ou ndo a criopreservagdo. Da mesma forma, um elevado potencial antioxidante foi
observado em todos os extratos analisados, evidenciado tanto pela captura direta de radicais
livres, quanto pela capacidade de quelar ions metéalicos. A atividade antioxidante dos
diferentes materiais foi ainda relacionada a presenca de flavonoides, acidos fendlicos e
saponinas nos extratos. Os resultados obtidos contribuem para a maior compreensao das
respostas celulares de plantas tropicais ao estresse induzido pelo frio e pela desidratagdo.
Além disso, a manutencdo da capacidade biossintética em plantas derivadas de apices
criopreservados agrega informagdes relevantes para o estudo do funcionamento do
metabolismo secundario durante e ap6s a criopreservagdo. Esse conjunto de dados confirma a
eficiéncia da criopreservacdo como uma estratégia de conservagdo em longo prazo para P.
suberosa.

Palavras-chave: Crioprote¢do. Estresse oxidativo. Maracuja. Metabolitos secundarios. V-
Crioplaca



ABSTRACT

ALMEIDA, Marcela Gomes Vianna. Evaluation of the biochemical aspects of cryoinjury and
biosynthetic capacity of Passiflora suberosa L. after cryopreservation. 2021. 134f. Tese
(Doutorado em Biologia Vegetal) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021.

Passiflora suberosa L., commonly known as maracujazinho-cortiga is a wild species
of passion fruit with agronomic, ornamental and medicinal potential. Thus, strategies aiming
at the conservation of this species, such as cryopreservation, are considered of great
relevance. Since the cryopreservation process can be associated with oxidative damage that
causes injuries and results in low survival rates, the objective of this study was to evaluate
biochemical aspects associated with cryoinjury, aiming at identifying the critical steps of the
cryopreservation protocol for P. suberosa shoot tips using the V-Cryoplate technique. For the
evaluation of oxidative injuries, membrane lipid peroxidation and the activity of the
antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and ascorbate peroxidase
(APX) were quantified at different stages of the cryopreservation protocol. In addition,
different concentrations of ascorbic acid and glutathione were added at the critical steps of the
cryogenic process in order to reduce the oxidative stress. The metabolic stability of plants
derived from cryopreserved shoot tips was analyzed by Thin Layer Chromatography, High
Performance Liquid Chromatography and by the evaluation of the antioxidant potential. The
malondialdehyde content (subproduct of lipid peroxidation) in the explants was significantly
higher after treatment with the cryoprotectant solution PVS3 and immersion into nitrogen
(LN), with values up to 2.5 times higher than those observed in the controls. However, these
rates were reduced during the regrowth stage. All antioxidant enzymes analyzed (SOD, CAT,
APX) showed an expressive increase in their activities during the early stages of the
cryopreservation protocol, although a significant reduction of the specific activities of SOD
and CAT was observed after osmoprotection. Based on these results, osmoprotection and
dehydration were considered the most critical stages of the cryopreservation protocol for P.
suberosa shoot tips using V-Cryo-plate. However, the application of ascorbic acid and
glutathione in these stages, aiming at reducing the oxidative stress, did not lead to an increase
in plant recovery rates. In the investigation of the metabolic stability after cryopreservation,
the chromatographic analyzes did not show differences between leaves of plants submitted or
not to cryopreservation. Likewise, a high antioxidant potential was observed in all extracts,
both by the direct scavenge of free radicals and by the ability to chelate metallic ions. The
antioxidant activity of the different materials was also associated with the presence of
flavonoids, phenolic acids and saponins in the extracts. These results contribute to a better
understanding of the cellular responses of tropical plants to the stressful conditions induced
by cold and dehydration. Furthermore, maintenance of biosynthetic capacity in plants derived
from cryopreserved shoot tips provides relevant information for the study of the functioning
of secondary metabolism during and after cryopreservation. These data confirm the
effectiveness of cryopreservation for long-term conservation of P. suberosa.

Keywords: Cryoprotection. Oxidative stress. Passion fruit. Secondary metabolites. V-Cryo-
plate



Figura 1 -
Figura 2 —

Figura 3 —

Figura 4 —

Figura 5 —

Figura 6 —

Figura 7 —

Figura 8 —

Figura 9 —

Figura 10 —

Figura 11 —

Figura 12 —

Figura 13 —

Figura 14 —
Figura 15 —
Figura 16 —

Figura 17 —

LISTRA DE ILUSTRACOES

Diversidade de flores em PaSSIflOra .......oooeeeeeeeeeeee e

Distribuigdo geografica de Passiflora suberosa L. no Brasil.............ccceuneeee.

Folhas, flores e frutos Passiflora suberosa L...........cccccooovviveiiiiiieicciiieeece.
Aspectos morfologicos de Passiflora suberosa L...........cccocveevevievienienieeeeeenene
Alteragdes induzidas pelo processo de criopreservagao.........oc.eeeveeveereveenveenn.

Formagdo de radicais hidroxil (OH") através da rea¢do de Fenton e Haber-

Acao integrada dos componentes enzimaticos do sistema antioxidante celular
na remogao de ERO........coooiiiiiiiiecee e

Ciclo ascorbato-glutationa e acdo da APX na neutralizagdo de

Estruturas moleculares da glutationa nas formas reduzida (GSH) e oxidada
(GSSG) ettt ettt ettt

Etapas da criopreservagdo de apices caulinares de Passiflora suberosa L.
utilizando a técnica de V-Crioplaca ........cccceeevviieiiiieniiieeiiecieececee e

Curva padrao de albumina de soro bovino (BSA) obtida pelo método de
Bradford.........ooio e

Sistema desenvolvido para avaliagdo da atividade da enzima superoxido
dismutase N0 NBV/UERJ.......ccccooiiiiiiiiiiiiicccccceeeee

Curva padrao de qUETCETING ......ccueervieeiieriieeiieiie ettt
Curva padrao de EDTA .......ooiiieeeeeeee et
Curva padrao de 4CidO GAIICO ....ccvieiiiiiieiiecieeie et
Determinacao do conteido de malondialdeido (MDA) em épices caulinares

de Passiflora suberosa L. apos as diferentes etapas do protocolo de
criopreservacao utilizando a técnica de V-Crioplaca........ccccecvveeevveenieeennneennne.

26

27

34

35

36

38

42

43

52

54

55

61

63

64



Figura 18 —

Figura 19 —

Figura 20 —

Figura 21 —

Figura 22 —

Figura 23 —

Figura 24 —

Figura 25 —

Figura 26 —

Figura 27 —

Figura 28 —

Figura 29 —

Teor de proteinas totais em apices caulinares de Passiflora suberosa L. apos
as diferentes etapas do protocolo de criopreservacao por V-Crioplaca.............

Atividade especifica de superoxido dismutase (SOD) em apices caulinares
de Passiflora suberosa L. apdés as diferentes etapas do protocolo de
criopreservagao Por V-Crioplaca.........cccceecuieeiiieeiiiiieeiie e eeveesiaee e

Atividade especifica de catalase (CAT) em apices caulinares de Passiflora
suberosa L. apos diferentes etapas do protocolo de criopreservagdo por V-
CIIOPIACA ..ottt ettt et e e et eerbe e beeenbeesaeenseeseaans

Atividade especifica de ascorbato peroxidase (APX) em &pices caulinares de
Passiflora suberosa L. apds as diferentes etapas do protocolo de
criopreservacao POr V-Crioplaca..........ccoceerieeiiieniieniieie et

Efeito da adi¢do de acido ascorbico em diferentes etapas do protocolo de
criopreservacdo de apices caulinares de Passiflora suberosa L. pela técnica
dE V-CriOPIaCA ...ttt ettt s eae e st eensaesnna e

Recuperagdo de brotosa partir de apices caulinares de Passiflora suberosa L.
criopreservados utilizando a técnica de V—Crioplaca, apods tratamento com
diferentes concentragoes de 4cido ascOrbiCO ........ooeivviviiiiiiiiiiiiiicciiee e,

Efeito da adicdo de glutationa em diferentes etapas do protocolo de
criopreservacdo de apices caulinares de Passiflora suberosa L. utilizando a
técnica de V-Crioplaca .......cooovieeiiiieiiieeieeeeeeee e

Desenvolvimento debrotos a partir de apices caulinares de Passiflora
suberosal. criopreservados utilizando a técnica de V-Crioplaca, apoés
tratamento com diferentes concentragdes de glutationa .............ccceeveeeiiennnnnn.

Perfil cromatografico, pela técnica de CCD, para a deteccdo de acidos
fenolicos em folhas de plantas de Passiflora suberosa L. mantidas in vitro ou
derivadas de 4pices caulinares criopreservados pela técnica de V-Crioplaca,
com ou sem tratamento com glUtationa ............eccveeercieeeniieeeenieeeiee e eeiee e

Perfil cromatografico, pela técnica de CCD, para identificacdo de
flavonoides em folhas de plantas de Passiflora suberosa L. mantidas in vitro
ou derivadas de 4pices caulinares criopreservados pela técnica de V-
Crioplaca, com ou sem tratamento com glutationa............c.ccceeeevveercieeenneeennnen.

Perfil cromatografico, pela técnica de CCD, para identificagdo de saponinas
em folhas de plantas de Passiflora suberosa L. mantidas in vitro ou
derivadas de apices caulinares criopreservados pela técnica de V-Crioplaca,
com ou sem tratamento com lUtationa............eeecuereerveeerreeereeeeieeeieeeeaee e

Perfil cromatogréfico, pela técnica de CLAE-DAD-UV, de folhas de plantas
de Passiflora suberosa L. mantidas in vitro ou derivadas de apices caulinares
criopreservados, com ou sem tratamento com glutationa, com deteccdo em

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76



Figura 30 —

Figura 31 —

Figura 32 —

Figura 33 —

Figura 34 —

Figura 35 —

Espectros de absor¢cdo dos sinais detectados por CLAE-DAD-UV em
extratos de folhas de plantas de Passiflora suberosa L. mantidas in vitro ou
derivadas de apices caulinares criopreservados, com ou sem tratamento com
glutationa, com detecgao €M UV 340nm..eeereerrrerrieerienieniienieeieeneeeieesveeveeens

Porcentagem de captura do radical DPPH por extratos de folhas de plantas
dePassiflora suberosa L. mantidas in vitro ou criopreservadas pela técnica
de V-Crioplaca, com ou sem tratamento com glutationa .............ccceeevveennneen.

Perfil cromatografico para a avaliagdo da atividade antioxidante de
flavonoides emextratos de folhas de plantas de Passiflora suberosa L.
mantidas in vitro ou criopreservadas pela técnica de V-Crioplaca, com ou
sem tratamento com glUtationa ............ccceeeueeiiiiiiiiiienieee e

Perfil cromatografico para a avaliagdo da atividade antioxidante de
flavonoides emextratos de folhas de plantas de Passiflora suberosa L.
mantidas in Vvitro ou criopreservadas pela técnica de V-Crioplaca, com ou
sem tratamento com glutationa ............cccueeviieiiieiiiiiiienie e

Perfil cromatografico para a avaliagdo da atividade antioxidante de
saponinas emextratos de folhas de plantas de Passiflora suberosa L.
mantidas in vitro ou criopreservadas pela técnica de V-Crioplaca, com ou
sem tratamento com glUtationa ............ccceeevuieriiiiiieniieiee e

Correlagdo entre conteudo fenolico e atividade antioxidante de extratos de
folhas de plantas de Passiflora suberosa L. mantidas in vitro ou
criopreservadas pela técnica de V-Crioplaca, com ou sem tratamento com
SIULATIONA ..ottt

78

81

83

84

85



Quadro 1 —

Quadro 2 —

Quadro 3 —

Tabela 1 —

Tabela 2 —

Tabela 3 —

Tabela 4 —

LISTA DE QUADROS E TABELAS

Principais trabalhos de avaliagdo do estresse oxidativo associado a
criopreservacao de plantas..........cceccveeeeiieeeiiieecie e

Trabalhos sobre avaliagdo da capacidade biossintética de plantas
submetidas & CrIOPIESETVAGAOD ....ccvveeeurreerreerreeesreeeesreeesreeessreeessneesnneens

Protocolos de criopreservacdo desenvolvidos para espécies de
PaSSIFIONa L. ....coueiiieiiee e

Areas dos sinais detectados por CLAE-DAD-UV em extratos de folhas
de plantas de Passiflora suberosa L. mantidas in vitro ou derivadas de
apices caulinares criopreservados, com ou sem tratamento com
glutationa, com detecgao €M UV 340pm.eevveereereeenieeneenieeiienieeieesiee e

Comparagao das areas dos sinais detectados por CLAE-DAD-UV,com
deteccdo em UVigoum, em extratos de folhas de plantas de Passiflora
suberosa L. mantidas in vitro e daquelas derivadas de apices caulinares
criopreservados, com ou sem tratamento com glutationa .......................

Capacidade de captura do radical DPPH por extratos de folhas de
plantas de Passiflora suberosa L. mantidas in vitro ou criopreservadas
pela técnica de V-Crioplaca, com ou sem tratamento com glutationa ....

Potencial antioxidante avaliado pela capacidade quelante de ions
ferrosos em extratos de folhas de plantas de Passiflora suberosa L.
mantidas in Vvitro ou criopreservadas pela técnica de V-Crioplaca, com
ou sem tratamento com glutationa .............cccceeeeeeiiiniiienienieciee e

39

46

48

79

80

82

82



LISTA DE ABREVIATURAS

ABA — Acido abscisico

ANA — Acido o-naftalenoacético

APX — Ascorbato peroxidase

BAP — 6-benzilaminopurina

BSA — Albumina de soro bovino

CAT — Catalase

CCD - Cromatografia em Camada Delgada

CLAE — Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
DAD-UV — Detector de UV com arranjo de diodos
DMSO — Dimetilsufoxido

DHA — Dehidroascorbato

DHAR — Dehidroascorbato redutase

DPPH - 2,2-difenil-1-picril-hidrazila

DTT - 1,4-Ditiotreitol

EDTA — Acido etilenodiamino tetra-acético

EG — Etilenoglicol

ERO — Espécies reativas de oxigénio

GR — Glutationa redutase

GSH — Glutationa reduzida

GSSG — Glutationa oxidada

H,0,— Peréxido de hidrogénio

MDA — Malondialdeido

MDAR — Monodehidroascorbato redutase

MDHA - Radical monodeidroascorbato

MS — Meio de Murashige&Skoog (1962)

MSM — Meio MS modificado por Monteiro et al. (2000b)
MSM Y2 — Meio meio MSM contendo metade da concentragdo de sais, vitaminas e sacarose
NBT — Nitroazultetrazodlio

NL- Nitrogénio Liquido

NP/PEG — Reagente Produtos Naturais/Polietilenoglicol
'0,— Oxigénio singleto

0O,"— Radical superoxido



O3— Ozo6nio

OH’- Radical hidroxil

OOH’ - Radical hiperhidroxil

PVPP - Polivinilpolipirrolidona
PVS1 — Plant Vitrification Solution 1
PVS2 — Plant Vitrification Solution 2
PVS3 — Plant Vitrification Solution 3
PVS4 — Plant Vitrification Solution 4
PVS7 — Plant Vitrification Solution 7
Rr — Fator de Retengdo

RO™- Radical alcoxil

ROO’ - Radical peroxil

SOD- Superoxido redutase

TBA — Acido tiobarbitarico

TCA — Acido tricloroacético

tR — Tempo de Retengao

UV — Ultravioleta

VSL — Vitrification Solution



1.1

1.1.1

1.2

1.2.1

1.2.2

1.2.3

3.1

3.2

33

3.3.1

332

3.3.2.1

3322

3323

3324

3.4

3.5

SUMARIO

INTRODUGAO. ..ottt 20
REVISAO DA LITERATURA ......ooviiieieeeesiesie s 20
GENEr0 PasSITIOra L. ......cc.oiuiiiiieiieiieieeeee e 20
Passiflora SUDBIOSA L.........ccovuieieieieieieeceeeeeee s 24
CrIOPIESEIVAGAD. .......cuviiuiieeieeteeie ettt ettt ettt ete e e e re e reeateeaeeereenes 29
Estresse oxidativo € inducdo de CrioiNjurias..........cccvuveeeeeiuveeeeeeiureeeeeireeeeeeneennn 32

Criopreservacdo aplicada a conservacdo de plantas com potencial medicinal ... 44

Criopreservacgdo de espécies de Passiflora L. .......cccccccoovvvveveieiieciecieeceeene, 45
OBUJIETIVOS.....o oottt ettt se e 50
MATERIAL E METODOS ......coooviiiiiiieieiieeieeiee e 51
Material Vegetal e condigdes de cultura............c.oooeeveeeieviieieieeeeeeceee, 51
CrIOPIESEIVAGAD. .......cviieiieeieieeie ettt ettt ettt ettt e ae et e e eete e teenseeaeeseenes 51
Avaliacéo de aspectos bioquimicos da CrioiNjUria..........c.cccecvevevevievieseenienens 53

Analise da peroxidacdo de lipidios pela quantificacio de malondialdeido 53

Determinacao das atividades das enzimas antioxidante.........c...ccoceevveeueennennne. 54
Quantificacao de proteinas tOtaIS.........eerveeeriieerieeeiieeeiieeeeeeeireeereeeereeenree e 54
Avaliagado da atividade da superdxido dismutase (SOD) ......ccecvvvveiveeniieenneenns 55
Avaliagao da atividade da catalase (CAT)......ccoeeeereieeieeeeieeeeeeeee e 56
Avaliacdo da atividade da ascorbato peroxidase (APX)......ccccocevviieniieiieenneennen. 57

Avaliacdo do uso de substancias antioxidantes em diferentes etapas do 57
protocolo de criopreservacdo por V-Crioplaca............cccoeeeeveeieveecieeiecneenn.
Preparo de eXtratos VEQETAIS ...........cceeeeiuieiiieiieieecieeee ettt 58



3.6

3.7

3.8

3.8.1

3.8.2

3.83

3.9

3.10

4.1

4.2

4.2.1

422

423

4.2.4

43

43.1

432

4.4

4.4.1

4.4.1.1

4.4.1.2

44.13

Andlise por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) ........ccccceevvrirnennes S8

Andlises por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-DAD-UV) 59

Avaliacao da atividade antioXidante ............c.ccceevivierievieeienieee e 60
Ensaio de captura do radical DPPH .........ccccociiiiiiiiiiiiiiieeceee e 60
Ensaio de avaliacao da capacidade quelante de ions ferrosos .............cccuue...... 62
Andlise por CCD-DPPH..............coooerveoeeeeoeeeeeeeeeeseeeeeoeeeseeeeeeoseeeesseoeseeeeeeeeoees 63
Determinacéo do contetdo fendlico e correlacdo com a atividade 63
ANTIOXIAANTE ...ttt ens
ANALISE STALISTICA. ......oveevieieiieiieiiieeeee et 64
RESULTADOS.......ootieieteteeet ettt st ese e sensenas 65
Analise da peroxidacao de lipidios pela quantificacdo do MDA................... 65
Anélise das atividades das enzimas antioxidantes.............ccccoceevveeverenenenn. 66
Quantificacao de Proteinas tOtAIS. .........ueeeeeiurieeeeiiiiieeeeiieeeeeeieee e e e e e et e e 66
Avaliagdo da atividade da SOD.........ccoooiiiiiiiiiiieeeeeee e 67
Avaliagdo da atividade da CAT......ccoveeiiiieiieeeeeee e 68
Avaliagdo da atividade da APX......ccuvioiiiieii e 69
Avaliacéo do uso de substéncias antioxidantes em diferentes etapas do 70
protocolo de criopreservagdo por V-Crioplaca ..........cccoceeveieievieviisiesieeenens
Avaliagdo da influéncia do 4cido ascOrbiCo ........cccveevviieviieecieeeeiee e 70
Avaliacdo da influéncia da glutationa .............ccceeeeeieeeiieeeiieecie e 72

Avaliacdo da estabilidade metabdlica dos materiais submetidos a 74

CrIOPTESEIVAGAD ....vvevievieeiieiieete ettt ettt et e e e e te et e e e e ereeseessesaeeseessesseennas

AN EEY=R o) ol GOl B R 74
AnNAliSe de ACIAOS TENOIICOS. ..oevviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee ettt eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 74
ANAIISE A€ TIAVOINOLIAES ... eeeeeeeeeeeeeeeenenennnes 75

ANALISE A€ SAPONINGS ...c.eveeieiieiieeiiieiie ettt et et et e et e et e seaeebeesaeeeabeenseeeneeas 76



4.5

4.6

4.6.1

4.6.2

4.6.3

4.6.4

ANalise POr CLAE-DAD-UV ..ottt 77

Avaliacado da atividade antioXidante .............cccveevenenieiienieiceeeeseeee e 81
Avaliacdo da capacidade de captura do radical DPPH ..........ccccoeviiiiiiiiniennen. 81
Avaliacdo da capacidade quelante de 10nS ferroSos ........cceveeevveeeiiieenieenieenineene 82
Analise qualitativa da atividade antioxidante CCD-DPPH .........ccccoceevieneennee 87

Determinacdo do conteudo fendlico e correlacdo com a capacidade de captura 83

dO TAICAL DPPH ..ottt ettt e ettt e e e e eeaseeseeeeannreseeesennans

DISCUSSAO. ..o e, 87
CONCLUSODES ..o e 97
PERSPECTINVAS oo e 98

REFERENCIAS ..o e e 99



20

INTRODUCAO

1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Género Passiflora L.

O género Passiflora retne aproximadamente 560 espécies, sendo o de maior
representatividade da familia Passifloraceae. Os maracujas, como sdo conhecidas suas espécies,
possuem distribui¢do tropical e subtropical, sendo encontrados principalmente nos continentes
Americano e Africano. O Brasil ¢ considerado um importante centro de diversidade do género,

abrigando 146 espécies, das quais 84 sdao endémicas (FLORA DO BRASIL, 2018).

Diferentes composi¢des infragenéricas ja foram propostas para o género, baseadas em
caracteres morfologicos e ecologicos. Inicialmente, Killip (1938) propds a divisdo em 22
subgéneros compostos por vdrias se¢oes e séries. Posteriormente, Escobar (1989) reconheceu 23
subgéneros. Em 2004, Feuillet ¢ Mac Dougal agruparam as espécies em quatro subgéneros:
Astrophea (DC.) Mast., Deidamioides (Harms) Killip, Decaloba (DC.) Rchb. e Passiflora. Em
seguida, Kronisck, Ford, Freudenstein (2009) propuseram a inclusdo de um novo subgénero,

Tetrapathea, aumentando o ntimero para cinco.

O subgénero Astrophea possui57 espécies de lianas e arbustos, com grande diversidade
na América do Sul, enquanto Deidamioides apresenta somente 14 espécies conhecidas,
encontradas na América Central e América do Sul. O subgénero Decaloba engloba cerca de 230
espécies, distribuidas por toda a América, Asia e Oceania, enquanto Passiflora inclui cerca de
250 espécies, sendo o subgénero com o maior nimero de espécies conhecidas e estudadas,
devido a sua importancia economica. O subgénero Tetrapathea, mais recente, inclui apenas trés
espécies de lianas, distribuidas na Australia, Papua-Nova Guiné e Nova Zelandia (KROSNICK
etal., 2013; ULMER; MACDOUGAL, 2004).

As passifloras sdo trepadeiras herbaceas ou lenhosas, com rara formagdo arbustiva. A
maior parte dos representantes apresentam gavinhas axilares, enquanto em outros foram
reduzidas a espinhos (VANDERPLANK, 2013). A maioria das espécies apresenta flores
grandes, actinomorfas, com formas e cores variadas. Frequentemente, apresentam nectario
extrafloral que atua como um sistema de recompensa e desempenha uma agio protetora contra

herbivoros. Os frutos sdo indeiscentes, geralmente globosos ou ovoides, com casca espessa, de
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coloracdo e tamanho variados, abrigando sementes envolvidas por um arilo mucilaginoso

(CERVI 1997; YOCKTENG et al., 2011).

O cultivo do maracuja como atividade econdmica no Brasil surgiu na década de 1980, ¢ o
pais € hoje considerado o maior produtor mundial de maracujd, com cerca de 600.000 toneladas
produzidas por ano (IBGE, 2018). Embora, inicialmente, a cultura do maracujazeiro tenha sido
de carater domiciliar, ao longo do tempo tornou-se economicamente atraente pelo seu rapido
retorno e pelo incentivo da agroindustria, sendo destinada ndo somente ao setor de frutas frescas,
mas também de alimentos processados, como sucos, sorvetes e geleias (MELETTI, 2011). Além
disso, a expansdo da atividade para atender a demanda comercial adquiriu um carater social, na
medida em que auxiliou a fixacdo de mao-de-obra rural, gerando empregos diretos nos diversos

segmentos da cadeia produtiva (MELETTTI, 2011).

Diversas espécies do género apresentam frutos comestiveis, com potencial para
comercializa¢do. No entanto, as maiores culturas estdo voltadas para o maracuja-roxo (Passiflora
edulis Sims), o maracuja-amarelo (P. edulisf. Flavicarpa Degener) e o maracuja-doce (P. alata
Curtis). A cultura de maracuja-amarelo ¢ a de maior importancia comercial, representando 95%
dos pomares da producdo nacional, devido ao seu vigor, produtividade e qualidade dos frutos
(BERNACCI et al., 2003; MELETTI, 2005; ZERAIK et al., 2010; JESUS et al., 2018). O
maracuja-roxo produz frutos menores, de coloracdo arroxeada e menor acidez, sendo mais
apreciado no exterior, principalmente na Australia e Africa do Sul (BELLON et al., 2007;
MEDEIROS et al., 2009). Além disso, possui potencial de producgdo de até 30 - 40 toneladas por
hectare, podendo ser destinado para indéstria, consumo in natura e exportagdo. O cultivo do
maracuja-doce, uma espécie nativa do Brasil, tem apresentado uma crescente expansao devido a
seus frutos grandes e ovalados, de aroma agradavel, sabor doce e baixa acidez. Tais atributos
representam alto potencial para o mercado, pela possibilidade de consumo in natura

(BERNACCI et al., 2003).

Mais recentemente, a cadeia produtiva do maracuja vem sendo ampliada com o uso e a
comercializa¢do de frutos de outras espécies de Passiflora. Entre essas, destacam-se Passiflora
setacea D.C. (maracuja do sono, maracuja do cerrado ou maracuja pérola) e Passiflora
cincinnata Mast.(maracuja do mato, maracuja da caatinga),espécies que apresentam
caracteristicas interessantes para o cultivo agricola, como elevado teor nutricional e sabor
diferenciado dos seus frutos, e tolerancia a doencgas. O potencial destas espécies silvestres para o
mercado foi fortalecido por meio de melhoramento genético, resultando no lancamento das

cultivares ‘BRS Pérola do cerrado’ (P. setacea) ¢ ‘BRS Sertdo forte’ (P. cincinnata), que
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apresentam maior produtividade, rendimento e tamanho dos frutos, e também mais resisténcia a

doengas e tolerancia a estresse hidrico (FALEIRO et al., 2017; 2018).

Além da utilizagdo dos frutos na industria e no mercado de frutas frescas, os maracujas
também tém se destacado no mercado de plantas ornamentais devido a sua complexidade
morfoldgica e exuberancia de suas flores, com cores atrativas e formas exoticas (Figura 1).
Embora as passifloras sejam bastante utilizadas como ornamentais em paises europeus, a
aplicagdo comercial para essa finalidade no Brasil ainda ¢ incipiente (PEIXOTO, 2005;

CERQUEIRA-SILVA et al., 2014; MIKOVSKI et al., 2019).

Com intuito de melhorar as perspectivas sobre o uso de maracujas no setor ornamental no
nosso pais, investimentos tém sido direcionados para a produgdo de hibridos interespecificos que
apresentem caracteristicas mais vantajosas para este segmento, como maior producdo de flores,
possibilidade de florescimento durante todo o ano e resisténcia a doengas. Assim, recentemente,
foram langadas as cultivares ‘BRS Estrelado Cerrado’, 'BRS Roseflora', 'BRS Rubiflora' ¢ ‘BRS
Pérola do Cerrado’, todas produzidas pela EMBRAPA em associacdo com outras instituigdes.
Essas variedades atendem as demandas tanto do paisagismo em ambientes externos, quanto a de
producdo de plantas de porte reduzido, para o uso em ambientes internos (CERQUEIRA-SILVA
et al., 2014; FONSECA et al., 2017; MIKOVSKI et al., 2019).

Figura 1 — Diversidade de flores em espécies do género Passiflora

Fonte: http:/flickrhivemind.net/Tags/flores,passiflora/Recent
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Diversas espécies de Passiflora sdo também utilizadas como plantas medicinais. Suas
folhas, raizes e frutos sdo utilizados na medicina popular desde o século XIX no preparo de chas,
infusdes, lo¢des e emplastos para o tratamento de insdnia, ansiedade e irritabilidade (DHAWAN
et al., 2004). Além disso, em estudos farmacoldgicos com o género foram observadas ainda
outras atividades biolodgicas, incluindo atividades antibacteriana, anti-hiperglicémica, ansiolitica,
anti-inflamatoria, antifingica e antioxidante, entre outras (PATEL et al., 2011;HE et al.,
2020;CHIAVAROLI et al., 2020). Algumas dessas espécies estdo presentes em diversas
farmacopeias internacionais (DHAWAN et al., 2004; GOSMANN et al., 2011) e na brasileira
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019).

As diferentes atividades farmacologicas observadas em espécies de Passiflora estdo
associadas a presenca de substancias como alcaloides (FRYE; HAUSTEIN, 2007; LUTOMSKI;
MALEK, 1975; TSUCHIYA et al., 1999), saponinas (YOSHIKAWA et al., 2000;
REGINATTO et al., 2004; BIRK et al., 2005; GOSMANN et al., 2011; WANG et al., 2013) ¢
substancias fenolicas (DHAWAN et al., 2004),principalmente flavonoides (BARBALHO et al.,
2011; MORAES et al.,1997; MULLER et al., 2005; ZERAIK; YARIWAKE, 2010), além de
glicosideos cianogénicos, carotenoides, aminoacidos, carboidratos, 6leos essenciais, vitaminas,
fibras e minerais, o que possibilita a classificagdo dos maracujds como alimento funcional

(YOCKTENG et al., 2011; ZERAIK et al., 2010).

Flavonoides, especialmente os C-glicosilados derivados de apigenina e luteonina, sdo a
principal classe de metabolitos secundérios em espécies de maracujd, sendo considerados um
importante marcador quimico para a identificacdo de qualidade e fidelidade de diferentes
materiais (SAKALEM et al., 2012; ZUCOLLOTO et al., 2012). Entre esses, orientina,
isoorietina, vitexina, isovitexina, vitexina-2’’'-O-ramnosideoe rutina sdo os mais utilizados em
estudos de caracterizagdo fitoquimica, devido a ampla ocorréncia no género e as suas
potencialidades farmacoldgicas como antioxidantes, ansioliticos, antimicrobianos, antifingicos e
anti-inflamatorios (FARAG et al., 2016; GADIOLI et al., 2018; OZAROWSKI et al., 2018;
ALVES et al., 2020).

Saponinas representam o outro grupo de substancias majoritarias em extratos de
Passiflora. Apresentam estrutura complexa, constituida por uma aglicona esteroidal ou
terpenoide, ligada a cadeias de agucares (SINGH et al., 2018). Nos maracujas, essas substancias
jé& foram relacionadas a atividades antimicrobiana, antifugica, antiprotozoaria, anti-inflamatoria,
antioxidante e gastroprotetora, sendo o quadrangulosideo uma saponina bem caracterizada de P.

alata (GOSMANN et a., 2011; ROCHA et al., 2012; WASICKY et al., 2015). No entanto,
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devido a sua complexidade estrutural e restricdo de sua ocorréncia a certos grupos dos
representantes de maracujd, o estudo e o aprofundamento na caracterizagdo fitoquimica e

atividades bioldgicas das saponinas ainda sao escassos.

Apesar da importancia medicinal, agrondomica e ornamental, a maior parte das espécies
de Passiflora ainda ndo é conhecida ou ndo foi devidamente caracterizada. Dessa forma, a
prospeccdo, a conservacdo e a caracterizagdo de germoplasma do maracuja sdo consideradas
estratégias essenciais para o seu uso em programas de melhoramento genético, em sistemas de

producao de mudas por enxertia € como plantas ornamentais ou medicinais.

1.1.1 Passiflora suberosa L.

Passiflora suberosa L., a espécie estudada neste trabalho, ¢ popularmente conhecida
como maracujazinho, maracuja-mirim ou maracujazinho-cortica-preto. Pertence ao subgénero
Decaloba, tendo sido mencionada em registros de descrigdo de plantas da América por Charles
Plumier em 1693 (PORTER-UTLEY, 2014). E uma espécie nativa das Américas, que apresenta
distribuicdo em regides tropicais, ocorrendo em partes do México, na América Central e do Sul
(ULMER; MACDOUGAL, 2004), embora seja encontrada também na Europa (PORTER-
UTLEY, 2014). No Brasil, P. suberosa ja foi encontrada em todas as regides, ocupando
dominios fitogeograficos impactados por a¢do antropica, incluindo Amazonia, Caatinga, Cerrado

e Mata Atlantica (BERNACCI et al., 2015) (Figura 2).

As plantas sdo trepadeiras de pequeno porte, apresentando caule cilindrico estriado
quando jovens, e exibindo uma grossa camada suberosa quando adultas, caracteristica que da
nome a espécie. Suas flores sdo pequenas (1,3 a 2,5 cm de didmetro), com cinco sépalas de
coloracdo verde-claro ou amarelo-esverdeado, e auséncia de pétalas (Figura 3). Podem
apresentar uma ou duas bracteas e duas séries de corona de filamentos filiformes. Os frutos sdo
pequenos (0,6 a 1,5 cm de didmetro), do tipo bagas, podendo ser ovoides ou globosos, com
coloracdo verde quando imaturos, e roxo intenso, quando atingem a maturidade (Figura 3). As
sementes sdo ovaladas, assimétricas (3,0 — 4,0 x 0,2 - 2,5 mm) e alveoladas (CERVIL;

LINSINGEN, 2008; CRUZ et al., 2008; PORTER-UTLEY, 2014).
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Figura 2 — Distribui¢do geografica de Passiflora suberosa L. no Brasil

Norte (Roraimal

Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceard, Maranhdo,
Parada, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Sergipe)
Centro- Oeste (Distrito Fedaral, Golas, Mato Grosso
do Sul, Mato Grosso)

I sudeste (Espirito Santo, Minas Gerals, Rio de
Janeiro, Sio Paulo)

- Sul (Parana, Rio Grande do Sul, Santa Catarina)

Fonte: http://floradobrasil.jbrj.gov.br/

A floragao de P. suberosa ocorre ao longo de todo o ano, com o pico entre os meses de
setembro e janeiro, e antese no inicio das manhas. A frutificacdo acontece principalmente entre
os meses de janeiro € maio (KOSCHNITZKE; SAZIMA, 1997). A espécie ¢ classificada como
autocompativel, ao contrario da maioria das passifloras (CRUZ et al., 2008). Sua reproducdo
cruzada ¢ dependente de polinizadores, como aves, borboletas e abelhas, os quais se beneficiam
de uma camara nectarifera rasa e de facil acesso. Os polinizadores mais comuns sao vespas
(Mischocyttarus interjectus) e abelhas (Plebeia droryana e Augochlorella michaelis)
(KOSCHNITZKE; SAZIMA, 1997). Além disso, as flores de P. suberosa também sdo visitadas
por outros insetos, como as borboletas Heliconius charitonia, que embora ndo estejam
associadas ao processo de polinizagdo, apresentam uma estreita relagdo evolutiva, visto que
utilizam podlen e néctar como fonte nutritiva, e folhas para a postura de ovos (ULMER;

MACDOUGAL, 2004; CRUZ et al., 2008).


http://floradobrasil.jbrj.gov.br/
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Figura 3 — Folhas, flores e frutos de Passiflora suberosa L.

Foto: Gustavo Giacon.
Fonte:http://blogdoviveirista.blogspot.com/2017/12/micro-maracuja-preto-
ou-maracujazinho.html

Passiflora suberosa possui grande potencial ornamental devido as suas flores exoticas,
aos frutos pequenos e roxos e a plasticidade morfologica de suas folhas, que podem ser
polimorficas, variando de inteiras a profundamente trilobadas em um mesmo individuo (Figura
4) e apresentando glandulas nos peciolos (ULMER; MACDOUGAL, 2004; CERVIL;
LINSINGEN, 2008; CRUZ et al., 2008; PORTER-UTLEY, 2014). Além disso, as folhas podem
adquirir uma coloragdo arroxeada quando expostas a radiagdo solar intensa por longos periodos,
em virtude do acimulo de antocianinas e derivados fendlicos (BARP et al., 2006). Estas
variagOes fenotipicas resultam em uma vasta sinonimia para diversos representantes da espécie,
gerando dificuldades para a sua classificagdo taxonomica (CRUZ et al., 2008; PORTER-
UTLEY, 2014).

A variabilidade de P. suberosa também ¢é observada em nivel de ploidia, com espécimes
diploides (2n= 12) e poliploides (2n= 24 e 36 cromossomos) (OTONI et al., 1996). Esta
caracteristica, assim como sua resisténcia a patdgenos, tem despertado interesse para uso como
fonte de variabilidade para o melhoramento de espécies cultivadas (JUNQUEIRA et al., 2005).
Estudos ja realizados demonstraram que P. suberosa apresenta resisténcia ao virus do

endurecimento dos frutos do maracujazeiro (PWV) (OTONI et al., 1996) e ao fungo Fusarium
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oxysporum f. sp. Passiflorae, e por isso, ¢ utilizada como porta-enxerto na cultura do maracuja-

amarelo (GARDNER, 1989).

Figura 4 — Aspectos morfologicos de Passiflora suberosa L.

Legenda: Espécimes de P. suberosa apresentando folhas inteiras (A), trilobadas(B) ou osdois tipos
foliares simultaneamente (C e D).

Fonte: (A) https://treasurecoastnatives.wordpress.com/category/passion-flower/; B)
http://taibif.tw/flower/detail.php?sc=Passiflora+suberosa&locale=tw; (C) Marcela Vianna; (D)
http://www.botany.hawaii.edu/faculty/carr/apg_passiflor.htm.

Embora diversas espécies de Passiflora apresentem atividades farmacologicas
reconhecidas, existem poucos relatos sobre o potencial de P. suberosa. Na medicina popular,
essa espécie ¢ utilizada para o tratamento de hipertensdo, diabetes e de doengas de pele de
origem bacteriana, ou como sedativo (DHAWAN et al., 2004).No entanto, os estudos sobre as
atividades bioldgicas e investigagdes fitoquimicas que corroboram o uso etnobotinico sio

limitados. Spencer e Segler (1987) descreveram a presenca de dois glicosideos cianogénicos


https://treasurecoastnatives.wordpress.com/category/passion-flower/
http://taibif.tw/flower/detail.php?sc=Passiflora+suberosa&locale=tw
http://www.botany.hawaii.edu/faculty/carr/apg_passiflor.htm
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ciclopentenoides, denominados de passisuberosina e epipassisuberosina. Além desses, a analise
de extratos de frutos revelou a presenca de oito tipos diferentes de antocianinas (KIDOY et al.,
1997) que, além de apresentarem importancia ecoldgica na atragdo de insetos e animais, podem
ser utilizadas na induastria como corantes naturais (STINTZING; CARLE, 2004). Recentemente,
Bandara e colaboradores (2018) e Sudasinghe e Peiris (2018) descreveram ac¢des hipoglicémica e

hipolipidémica em extratos aquosos de folhas de P. suberosa.

Considerando os potenciais ornamental, agrondmico e medicinal de P. suberosa, alguns
estudos biotecnoldgicos foram desenvolvidos visando ao estabelecimento de sistemas de cultura
de tecidos para essa espéciec (MONTEIRO et al., 2000a; GARCIA et al.,, 2011a; ROSA;
MONTE-BELLO; DORNELAS, 2016). Nesses trabalhos, plantas de P. suberosa foram obtidas
pelo desenvolvimento de meristemas pré-existentes e por organogénese, sendo o potencial
morfogenético observado a partir de diferentes explantes. A producdo de plantas por via direta
foi observada em explantes internodais na presenca de 6-benzilaminopurina (BAP) (GARCIA et
al., 2011a), enquanto a organogénese indireta foi descrita a partir de segmentos nodais e foliares
em resposta a BAP e 4cido a-naftalenoacético (ANA)(MONTEIRO et al., 2000a; GARCIA et
al., 2011a) e de segmentos radiculares na presenca de BAP(ROSA; MONTE-BELLO;
DORNELAS, 2016).

Os trabalhos relacionados acima serviram ainda como base para o desenvolvimento de
metodologias de conservag¢dao in vitro em médio e longo prazo, por crescimento lento e

criopreservacao (GARCIA et al., 2011b; VIANNA et al., 2019).

1.2 Criopreservagao

A criopreservacao, considerada a alternativa mais adequada para a conservagdo de
germoplasma vegetal em longo prazo, tem ampliado as perspectivas de conservagdo de recursos
genéticos, tanto em relagdo ao tempo, quanto a qualidade dos propagulos. Essa metodologia
baseia-se no armazenamento em temperaturas ultrabaixas, utilizando nitrogénio liquido (NL, -
196°C) ou sua fase vapor (aproximadamente -150°C). Nessas condi¢des, as reagoes celulares e
os processos metabolicos sdo interrompidos, permitindo que o material seja estocado por
periodos teoricamente ilimitados, com riscos reduzidos de variagdes genéticas e contamina¢ao
(ENGELMANN, 2011). Adicionalmente, a permanéncia do material em NL reduz os custos de
manutengao € o espago necessario para a conservagao (SAKAI; ENGELMANN, 2007).
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A criopreservacdo vem sendo bastante utilizada como estratégia complementar na
conservagdo de diversas espécies vegetais, principalmente aquelas que apresentam limitagdes
para o uso de outras metodologias, como as que produzem sementes recalcitrantes, apresentam
propagacao vegetativa ou espécies raras ¢ ameacadas (DULLO et al., 1998). Além disso, ¢ a
unica op¢ao para o armazenamento em longo prazo de produtos biotecnologicos (CRUZ-CRUZ

etal., 2013).

As metodologias de criopreservagdo foram desenvolvidas inicialmente para a
conservagao de células animais, utilizando glicerol e gelo seco para o armazenamento de
espermatozoides de aves e bovinos (POLGE; SMITH; PARKES, 1949). Os trabalhos para a
criopreservacao de células vegetais somente foram iniciados na década de 1960 (SAKAI, 1965;
WANG et al., 2020). Embora o armazenamento em temperaturas ultrabaixas seja realizado de
forma relativamente simples para diferentes tipos de células animais, o estabelecimento de
protocolos de criopreservagdo vegetal ¢ um processo mais complexo e com alta especificidade

devido, principalmente, a presenca da parede celular (KULUS; ZALEWSKA, 2014).

Um dos principais aspectos que devem ser considerados na criopreservacao ¢ a formagao
de cristais de gelo resultante do congelamento da 4gua intracelular, os quais podem afetar a
integridade estrutural e coligativa das células, causando danos as membranas celulares e
comprometendo a recuperagao do material apos o reaquecimento (KACZMARCZYK et al.,
2012). Assim, uma etapa critica do processo ¢ a desidratagdo dos materiais, com o objetivo de
remover parcialmente a 4gua, prevenindo danos ocasionados pela cristalizacio (GONZALEZ-
ARNAO et al., 2008). Nas primeiras técnicas desenvolvidas para a criopreservagao de tecidos
vegetais, denominadas cldssicas ou convencionais (ENGELMANN, 2011) a desidratacao ¢
induzida pela redugdo gradual da temperatura, em velocidade controlada (0,5 - 2,0°C/min) até
atingir, aproximadamente, -40°C, antes da imersdo do material em NL (CRUZ-CRUZ;
GONZALEZ-ARNAO; ENGELMANN, 2013; KULUS; ZALEWSKA, 2014). O resfriamento
do material bioldgico, a uma taxa baixa e constante, induz a formacao de gelo (nucleagdo) nos
espacos extracelulares, diminuindo a disponibilidade de agua liquida. Esse desequilibrio
osmotico estimula um fluxo continuo de saida da dgua do meio intracelular, que se torna muito
concentrado. Essa condigdo restringe a movimentacdo das moléculas de dgua residual e reduz as
possibilidades de arranjo na forma de cristais de gelo (BENSON, 2008; ENGELMANN, 2011).
Além disso, a membrana plasmatica age como uma barreira, permitindo que o resfriamento no
meio intracelular seja mantido, porém sem formacdo de gelo (ENGELMANN, 2011;
KACZMARCZYK et al., 2012).
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A técnica de desidratagdo induzida por resfriamento € baseada nos processos naturais
observados nos vegetais. Plantas de clima temperado s3o naturalmente capazes de desenvolver
tolerancia ao resfriamento pela diminuicdo gradual da temperatura (MIURA; FURUMOTO,
2013), o que induz cascatas de sinalizacdo e reprogramagao génica que resultam em alteragoes
metabolicas e fisiologicas (JAN et al, 2009). Essas alteragdes incluem o aumento da
concentragdo de agucares, proteinas e de aminoacidos, como a prolina, fundamentais para o
ajuste osmodtico (VAN RENSBURG et al., 1993; PANIS; LOMBARDI, 2005). Plantas de clima
tropical e subtropical, no entanto, s3o mais sensiveis a baixas temperaturas e, em sua maioria,
ndo possuem capacidade de aclimatagdo ao frio (XIN; BROWSE, 2000; JAN; HUSSAIN;
ANDRABI, 2009). Além disso, tecidos multicelulares complexos, com diferentes tipos celulares,
demandam também condigdes especificas para desidratagdao. Portanto, a inducao da tolerancia ao
resfriamento nestes materiais requer a utilizacao de substancias com a dupla fun¢ao de desidratar

e proteger os sistemas celulares (MARTINEZ-MONTERO; HARDING, 2015).

A partir da década de 1990, foram desenvolvidas técnicas de criopreservacao,
denominadas contemporaneas, nas quais a desidratacao do material ¢ realizada antes da imersao
direta em NL. Nessas técnicas, a remoc¢do da agua intracelular ¢ alcangada por meio da
exposicdo do material a substancias altamente concentradas (desidratacdo osmotica) ou por
desidratacdo evaporativa. Dessa forma, quando o material vegetal ¢ imerso em NL, ocorre a
vitrificagdo do meio intracelular, que se encontra concentrado, passando da fase liquida para um
estado vitreo amorfo, que apresenta propriedades fisicas e mecanicas de um sélido, mas sem

cristalizacdo (TAYLOR; et al., 2004; ENGELMANN, 2011).

Para a desidratagdo osmotica, o material vegetal ¢, geralmente, exposto a solucdes
constituidas por uma mistura de substancias crioprotetoras. Esses componentes, capazes de
diminuir o ponto de congelamento (KULUS; ZALEWSKA, 2014),incluem agucares complexos,
alcoois, polietilenoglicol e outras substdncias de alto peso molecular, além de moléculas
pequenas, como dimetil sulfoxido (DMSO), glicerol, etilenoglicol, propileno glicol. As
substancias de alto peso molecular sdo osmoticamente ativas e induzem a desidratagdo pelo
aumento da osmolaridade do meio extracelular, enquanto as de menor peso molecular
apresentam facilidade de difusdo pela membrana atuando, principalmente, no aumento da
viscosidade do citoplasma (KIM et al., 2009). Embora as substancias crioprotetoras tenham sido,
durante alguns anos, classificadas como penetrantes e nao penetrantes (KIM et al., 2009), essas
defini¢cdes ndo sdo mais recomendadas, uma vez que a capacidade de atravessar as membranas

ndo ¢ absoluta. Em teoria, todos os crioprotetores sdo capazes de penetrar na célula, sendo as
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diferengas, portanto, relacionadas apenas a velocidade de penetracdo e a acdo sinérgica entre as
diferentes substincias, o que pode interferir na facilidade da penetracio (HUGHES;

MANCERA, 2014).

As solugdes de vitrificacdo variam quanto ao tipo ¢ a concentragdo dos componentes
(Quadro 1). Como algumas dessas substancias sao toxicas, o tipo de solugdo crioprotetora, assim
como o tempo ¢ a temperatura de exposicdo do material, s3o pardmetros importantes que devem
ser avaliados no desenvolvimento de protocolos de criopreservagao baseados no processo de

vitrificagdo (VOLK; WALTERS, 2006).

As solugdes crioprotetoras mais utilizadas atualmente sdo a Plant Vitrification Solution 2
(PVS2) e a Plant Vitrification Solution 3 (PVS3) (KIM et al., 2009; KULUS; ZALEWSKA,
2014). Essas solugdes atuam nas propriedades coligativas das células, uma vez que possuem
componentes soliveis capazes de interagir com a agua através de ligagdes de hidrogénio
(TEIXEIRA et al., 2014). Além disso, os grupos hidrofilicos dos seus componentes também
interagem com a por¢do polar dos fosfolipidios de membrana, contribuindo para sua

estabilizacdo (KACZMARCZYK et al., 2012).

Embora seja amplamente utilizada, a PVS2 possui componentes citotoxicos quando em
altas concentragdes, como o dimetilsufoxido (DMSO) e etilenoglicol (EG), aos qual a membrana
celular ¢ altamente permeavel (SAKAI; ENGELMANN, 2007; KIM et al., 2009). A acao
conjunta dessas substancias, principalmente quando em altas concentracdes, pode levara
formagdo de poros, o que altera a dindmica de penetracdo de agua e demais crioprotetores,
podendo causar danos celulares (FUNNEKOTTER et al., 2017).0 glicerol, por exemplo, adquire
maior poder de difusdo na presenca de DMSO e EG (KIM et al., 2009). Por esse motivo,
recomenda-se que a exposicao as solucdes crioprotetoras seja realizada a temperatura de 0°C, o
que diminui a velocidade de penetracdo dos crioprotetores (SAKAI; ENGELMANN, 2007). Por
outro lado, a PVS3 oferece menor risco, por ser composta apenas de sacarose e glicerol.
Contudo, o grau e a intensidade da sensibilidade do material a solucao crioprotetora ¢ variavel

para cada espécie e tipo de material (SAKAIL; ENGELMANN, 2007; KIM et al., 2009).

Diferentes metodologias com base no processo de vitrificagdo ja foram desenvolvidas,
tais como dessecacdo, vitrificagdo, encapsulamento-vitrificacdo e encapsulamento-desidratagdo.
Novos avangos da area de criobiologia tém ocorrido nos tltimos anos, como consequéncia do
estabelecimento de técnicas que otimizam a relagdo entre o tempo de exposi¢do, a quantidade e
velocidade de penetracdo de crioprotetores, assim como a aceleracdo das trocas de temperatura

durante as etapas de imersdo em NL e reaquecimento. Nesse sentido, as técnicas de vitrificagdo
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em gota (PANIS et al, 2005), vitrificacdo por infiltracdo a vacuo (KAZUTAKA et al., 2012) e
vitrificagdo/desidratacdo em placas de aluminio (YAMAMOTO et al., 2011; 2015; NIINO et al.,

2013) vém sendo consideradas bastante promissoras.

Nas metodologias de desidratagdo ou vitrificagdo em placas (crioplacas), os explantes sao
aderidos em uma base de aluminio e expostos a dessecagao por corrente de ar (D-Crioplaca) ou a
solugdes de vitrificacdo (V-Crioplaca), antes da imersdo direta em NL (MATSUMOTO et al.,
2017). A alta condutividade térmica do metal e quantidade minima de solucdao crioprotetora
utilizada aumentam a velocidade dos processos de resfriamento e reaquecimento, favorecendo a
sobrevivéncia do material criopreservado (KULUS; ZALEWSKA, 2014). Além disso, o
reaquecimento do material ¢ feito também em solucdes altamente concentradas, a temperatura
ambiente. As crioplacas apresentam ainda a vantagem adicional de viabilizar a manipulacdo de
um grande nimero de explantes, evitando injurias e perdas durante as diferentes etapas do
processo (YAMAMOTO et al., 2012). Essa técnica vem sendo utilizada com sucesso para
diferentes espécies vegetais, incluindo crisantemo (YAMAMOTO et al.,, 2011), Dianthus
caryophyllus (SEKIZAWA et al, 2011), Fragaria spp (YAMAMOTO et al, 2012),
Clinopodium odorum (ENGELMANN-SYLVESTRE; ENGELMANN, 2015), Cleome rosea
(CORDEIRO et al., 2015) e Passiflora pohlii (SIMAO et al., 2018), Platycodon grandiflorum
(MATSUMOTO et al., 2020).

Independente do protocolo de criopreservacao utilizado, algumas etapas, como a
desidratacdo e a crioprote¢do, sdo consideradas criticas, devido ao seu potencial de induzir danos
celulares quando realizadas em condigdes sub-6timas. Dessa forma, um importante aspecto que
deve ser considerado no estabelecimento de protocolos de criopreservagdo ¢ caracterizacdo de

alteragoes celulares e fisiologicas nas suas diferentes etapas.
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1.2.1 Estresse oxidativo e inducio de crioinjurias

Os danos decorrentes do processo de criopreservacdo sdo coletivamente denominados
crioinjurias e podem resultar em baixas taxas de recuperagdo pos-resfriamento (PANIS;
LOMBARDI, 2005; UCHENDU et al., 2010b). Os principais tipos de crioinjurias (Figura 5)
resultam do estresse oxidativo, devido ao aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO). Essas moléculas sdo altamente reativas e capazes de retirar elétrons de biomoléculas
como proteinas, acidos nucleicos e lipidios, resultando na sua alteragdo estrutural e perda de
funcdo (UCHENDU et al., 2010b). As ERO podem ser constituidas por radicais livres, como
superoxido (0,7), hidroxil (OH"), hidroperoxil (OOH’), peroxil (ROO"), alcoxil (RO") ou nio
radicais, como oxigénio singleto ('O,) peroxido de hidrogénio (H,0,) e ozbnio (Os)

(KACZMARCZYK et al., 2012).

Em condi¢des fisioldgicas normais, a producdo de ERO ocorre principalmente em
mitocondrias, cloroplastos e peroxissomos, como resultado do metabolismo energético da célula.
Desses,'O,, 0,°, OH e H,O, sdo os mais comumente associados ao estresse oxidativo
(DEMIDCHIK, 2015). O 'O,, por exemplo, pode ser formado nos cloroplastos durante a
fotossintese, e sua superprodu¢dao em condigdes de estresses luminoso, hidrico ou salino, pode
levar a perda da atividade do fotossistema II e a morte celular (ASADA, 2006; DEMIDCHIK,
2015).

A producdo de superdxido, por sua vez, ocorre pela redugdo monovalente do O, em
diversos componentes celulares, como os fotossistemas I e II dos cloroplastos e os complexos [ e
IIT das mitocondrias. Além disso, esse radical também pode ser produzido pela agdo da NADPH
oxidase presente na membrana plasmatica e nos peroxissomos (MOLLER et al., 2007;
SHARMA et al., 2012; DEMIDCHIK, 2015). Embora o O, seja moderadamente reativo e de
vida curta, ¢ o primeiro radical formado em sistemas bioldgicos, a partir do qual sdo derivadas
outras espécies mais reativas, sendo considerado um fator importante para o aumento do estresse

oxidativo (SHARMA et al.,2012; DEMIDCHIK, 2015).
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Figura 5 — Alteragdes induzidas pelo processo de criopreservagio
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Fonte:

KACZMARCZYK et al. (2012), adaptado.

O peroxido de hidrogénio ¢ um ndo radical produzido pela dismuta¢do do superoxido,
que ndo possui um sitio especifico de formagao. Apesar de ndo apresentar alta reatividade, o
H,0, pode oxidar componentes bioldgicos e causar danos a célula. Além disso, pode ser
potencialmente toxico em grandes quantidades, pois € a unica ERO com capacidade de difusao
através das aquaporinas nas membranas, podendo causar alteragdes em diversos compartimentos

celulares (GECHEYV et al., 2006; SHARMA et al., 2012).

Os radicais hidroxil (OH"), formados pela reagdo entre os fons metalicos Cu”™ e Fe™ com
H,0, e O,", sdo considerados os mais relevantes entre as ERO, especialmente em relagdo as
membranas celulares (Figura 6). Isso se deve, possivelmente, a sua alta reatividade e a auséncia
de mecanismos enzimaticos especificos para a sua eliminacio (VRANOVA et al., 2002;

KACZMARCZYK et al., 2012; SHARMA et al.,2012; DEMIDCHIK, 2015).
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Figura 6 — Formagao de radicais hidroxil (OH") através da rea¢do de Fenton
e Haber-Weiss

Sequéncia de reacio de Fenton

0, + Fe’* O, + Fe?*
H,O, + Fe?* Fe** + OH- + OH°

Reacio de Haber -Weiss

H,O, + 0O,* 0O, + OH™ + OHN°

Fonte:http://radicaisbiobio.blogspot.com/2008/06/ferro-radicais-livres-e-patologias.html

Embora as ERO possam representar uma fonte potencial de danos paras as células, sua
produgdo em concentragdes fisiologicas ¢ importante para diversos processos celulares basicos.
Em vegetais, atuam no crescimento e alongamento de raizes, dominancia apical, maturacdo de
elementos traqueais, desenvolvimento de tricomas e senescéncia (GECHEV et al.,, 2006;
SHARMA et al.,2012). Além disso, sdo importantes também na transdu¢do de sinais em resposta
a estresses abidticos e bidticos, desempenhando o papel de mensageiros secundarios nas vias
mediadas pelo acido abscisico (ABA), 4cido jasmonico, acido salicilico, e na ativagdo de canais
de célcio intracelulares, induzindo mecanismos de protecdo e aclimatagdo (KWAK et al.,

2006;GECHEVet al., 2006).

A manutencdo das ERO em niveis basais nas células ocorre pela agdo de um sistema
antioxidante que inclui enzimas, vitaminas (4cido ascoérbico, o-tocoferol) e metabdlitos
secundarios, como os flavonoides (WANG; DENG, 2004; UCHENDU et al., 2010a). A acao dos
componentes enzimaticos do sistema antioxidante celular tem papel primordial no controle da
producao e eliminagdo de ERO (BAEK; SKINNER, 2012). Entre esses, destacam-se as
enzimassuperdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidases, como a ascorbato peroxidase
(APX), glutationa redutase (GR) e redutases como a dehidroascorbato redutase (DHAR) e
monodehidroascorbato redutase (MDAR),que atuam de forma integrada (Figura 7) (BAEK;
SKINNER, 2012).
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Figura 7 — Acéo integrada dos componentes enzimaticos do sistema antioxidante
celular na remocgao de ERO

02°‘
> H,0+0
CAT S
NAD(P)* GSH H,0, <
GR GPx
NAD(P)H - GSSG > H,0

Legenda:CAT — catalase; SOD — superdxido dismutase; GPx — glutationa peroxidase; GR —
glutationa redutase; GSH — glutationa; GSSG — glutationa oxidada
Fonte: FUNNEKOTTER (2015)

A SOD ¢ a enzima responsavel pela dismutagdo do radical O,” em O, e H,O, (Figura 7).
Essa metaloenzima pode ser encontrada em diferentes isoformas, dependendo do metal
integrante em grupo prostético, tal como, Cu/ZnSOD, MnSOD e FeSOD (DEL RiO et al., 2017).
A distribuigao celular das isoformas de SOD esté4 diretamente relacionada a sitios de produgdo de
0O,", podendo ser encontradas em diferentes compartimentos celulares, incluindo nicleo, citosol,
apoplasto, cloroplastos, mitocondrias e peroxissomos (DEL RIO et al., 2017). A enzima
desempenha um papel central na defesa contra o estresse oxidativo, ja que atua de forma direta
na regulacdo do O, e inibe, de forma indireta, a produ¢do do OH’ pela reagdo de Haber-Weiss

(SHARMA et al., 2012; BAEK; SKINNER, 2012; DEL RiO et al., 2017).

A CAT ¢ uma metaloenzima com estrutura tetramérica, contendo um grupamento heme,
capaz de converter duas moléculas de H,O, em H,O e O, (Figura 7). Pode ser encontrada em
diversos locais na célula, porém seus principais sitios de acdo sdo os peroxissomos, organelas
onde existe uma elevada producdo de H,O, (SHARMA et al., 2012). Embora apresente alta
especificidade com o substrato, sua afinidade € baixa, visto que € necessdria a captura simultanea
de duas moléculas de H>O; em seu sitio ativo. Assim, sua atividade ¢ mais eficaz na presenca de
altas concentracdes de H,O,, condi¢dao em que pode neutralizar até¢ 6 milhdes de moléculas de
H,0, por minuto. Além disso, a catalase ndo requer o consumo de equivalentes redutores, como

o NADPH, utilizado por outras peroxidases, conferindo uma atividade energeticamente
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econdmica para a célula em situacdes de estresse (MITTLER, 2002; SHARMA; AHMAD, 2014;
IMAHORI, 2014).

A APX ¢ outra enzima responsavel pela degradacdo do H,0,, que possui alta afinidade
pelo substrato. Apesar de ser encontrada em diferentes sitios intracelulares, apresenta uma acao
mais destacada nos cloroplastos, onde reduz H,O, utilizando duas moléculas de ascorbato como
doador de elétrons, gerando o radical monodeidroascorbato (MDHA). A producdo de ascorbato
utilizado nessa reacao ¢ realizada a partir de MDHA ou do dehidroascorbato (DHA) no ciclo
ascorbato-glutationa, conhecido como ciclo Halliwell-Asada, através de varias reacdes de

oxirreducao (Figura 8) (SHARMA et al., 2012).

Embora o sistema antioxidante atue de forma eficaz em condigdes normais, a formagao
das ERO pode exceder a capacidade antioxidante da célula em situacdes de estresse, tendo como
consequéncia diversos tipos de danos, incluindo a peroxidagdo de lipidios, rupturas de
membranas, alteragdes em proteinas e acidos nucléicos e outras desordens que podem levar a
morte celular (BENSON, 1990; MITTLER, 2002; HALLIWELL; WHITEMAN, 2004;
HALLIWELL, 2006). Entre essas injurias, a peroxidacao de lipidios ¢ considerada a mais critica
para a recuperacdo do material apds a criopreservacdo (UCHENDU et al.,, 2010b). Os
fosfolipidios de membrana, principalmente os que contém acidos graxos poli-insaturados, sdo os
principais alvos do estresse oxidativo, em especial pela acdo de radicais hidroxil (FANG et al.,
2008; SHARMA et al., 2012), resultando em alteragdes na integridade e funcdo das membranas,

além de causar uma série de lesdes que podem levar a morte celular (BENZIE, 1996).

A peroxidacdo dos fosfolipidios pode ainda resultar na formagdo de subprodutos que
também sao reativos e podem causar danos a outras moléculas (ESTERBAUER; ZOLLNER,
1989). Esses subprodutos incluem os lipidios hidroxiperdxidos, hidrocarbonetos volateis e
aldeidos, os quais sdo considerados como indicadores de danos causados por crioinjuria
(UCHENDU et al., 2010b; WEN et al., 2012). Entre esses, o malondialdeido (MDA), produto
final dessa peroxidacdo, tem sido utilizado como um biomarcador de estresse oxidativo desde
1960 (HEALTH; PAKER, 1968; JOHNSTON et al., 2007b). A quantificacdo do MDA pode ser
realizada espectrofotometricamente, por meio de uma reagdo com o acido tiobarbitdrico, que
gera um produto de coloragdo rosa-avermelhada, com absorbancia maxima a 532 nm (HODGES
et al.,, 1999). Por er um ensaio simples, rapido e de baixo custo, essa técnica vem sendo

explorada por varios autores para a detecg¢ao de crioinjurias (Quadro 1).
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Figura 8 — Ciclo ascorbato-glutationa e agdo da APX na neutralizagdo de H,O,

AsA
H,0, 2 G556 NADP*
\ \ g NADPH
/ \ NADP*
MDHA
2 H,0 GSH NADPH
DHA

Legenda: AsA— acido ascorbico; GSH — glutationa; APX — ascorbatoperoxidade; MDHAR —monodehidroascorbato
redutase; DHAR —dehidroascorbato redutase; GR —glutaiona redutase; MDHA —monodehidroascorbato;
DHAR - dehidroascorbato.

Fonte: BLOKHINA et al. (2003), adaptado.

O acumulo de ERO em condi¢des de estresse ¢ refletido também na produgdo e na
atividade de enzimas envolvidas na resposta antioxidante da célula, como SOD, CAT, APX e
GR, entre outras (LYNCH et al., 2011). Assim, analises dessas enzimas vém sendo bastante
utilizadas para caracterizar as etapas mais criticas de protocolos de criopreservacao (LYNCH et

al., 2011; DANOVA et al., 2012; GEORGIEVA et al., 2014; CHEN, et al., 2015) (Quadro 1).

Como os mecanismos de indugdo e agdo das crionjurias ainda ndo estdo completamente
elucidados, principalmente em espécies tropicais, os danos resultantes da criopreservagdo nao
podem ser previstos. Dessa forma, a implementagao de sistemas de monitoramento do estresse
oxidativo induzido pela criopreservagao ¢ de grande importancia para determinar as etapas mais
criticas dos protocolos e possibilitar o uso direcionado de substancias com agdo antioxidante,

visando a otimizagdo das taxas de recuperacao de plantas pos-resfriamento.
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Quadro 1 — Principais trabalhos de avaliagdo do estresse oxidativo associado a criopreservagdo de

plantas
Espécie Material Avaliacéo Etapas Referéncia
vegetal
Ribes Apices Dosagem de etileno, Pré-condicionamento | JOHNSTON et
ciliatum e caulinares metano, fendis totais, em sacarose, al., 2007a
Ribesnigrum clorofila a/b, proteinas encapsulamento,
totais dessecagao em fluxo
de ar,
armazenamento em
NL
Zea mays Embrides Extravasamento de Dessecagdo em silica WEN et al.,
zigbticos eletrolitos, caracterizacdo | gel e reaquecimento 2010
ultraestrutural, atividade de
enzimas antioxidantes
(SOD, APX, DHAR, CAT
e GR); MDA
Rubus spp. Apices Detecgdo de MDA Pré-tratamento, UCHENDU et
caulinares osmoprotecao, al., 2010b
reaquecimento
Hypericum Apices Producao de hipericina, Recuperacao de SKYBA et al.,
perforatum caulinares deteccao de carotenoides, plantas 2010
prolina, H,O,e MDA
Olea embrides Detecgao de H,O,, CHy; Pré-cultura LYNCH et al.,
europaea somaticos atividade de enzimas 2011
antioxidantes (SOD, POD,
CAT e GR)
Livistona Embrides Extravasamento de Dessecagao em silica WEN et al.,
chinensis zigoticos eletrolitos, caracterizagdo | gel e reaquecimento 2012
ultraestrutural, atividade de
enzimas antioxidantes
(SOD, APX, DHAR, CAT
e GR), detecgdo de MDA
Amarylli Embrides Quantificagdo de O,", Dessecago, SERSHEN et
sbelladonna zigbticos atividade de enzimas crioprotegdo e al., 2012
e antioxidantes (SOD, POD, | resfriamento (rapido
Haemanthus CAT e GR) e lento)
montanus
Dendrobium | Protocormos Quantificagdo de Pré-cultura, POOBATHY et
atividade de enzimas osmoprotecao, al., 2013
antioxidantes (SOD, CAT) desidratacao,
unloading,
recuperacao
Liliumxsiber Pélen Detec¢do de ERO Osmoprotecao, XUetal., 2014
ia desidratacao,
reaquecimento,
unloading,
resfriamento
Brassidium protocormos Avaliacgdo da atividade de Pré-cultura; RAHMAH et
enzimas antioxidantes osmoprotecao, al., 2015
CAT, APX desidratacdo,
reaquecimento,
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unloading,
resfriamento
Arabidopsis Plantulas Quantificac¢do de O,”, OH’ Osmoprotegao, CHEN et al.,
H,0,, quantificacao e desidratacao, 2015
atividade de enzimas e reaquecimento,
substancias antioxidantes recuperagao
(SOD, POD, CAT, AsA e
GSH), detec¢do de MDA
Agapanthus Calos Quantifica¢do de O,”, OH’ Pré-cultura, ZHANG et al.
praecox embriogénicos H,0,, quantificagio e desidratacao, 2015
atividade de enzimas e reaquecimento,
substancias antioxidantes diluicao e
(SOD, POD, CAT, AsA e recuperagio
GSH), detecgdo de MDA
Arabidopsis Plantulas Deteccéo in situ de ERO Pré-cultura, REN et al.,
thaliana (0,7, OH e H,0,) e osmoprotecao, 2015
quantificagdo de enzimas desidratacdo,
antioxidantes (SOD, CAT reaquecimento,
e POD) diluicao e
recuperagao
Agapanthus Calos Quantifica¢do de ERO Pré-cultura, CHEN et al.,
praecox embriogénicos | (O, e H,0,) e de enzimas osmoprotecao, 2016
e substancias antioxidantes desidratacao,
(SOD, POD, CAT, AsA ¢ reaquecimento,
GSH), detec¢do de MDA | diluig8o, recuperacio
Hancorniasp | Gemas laterais Atividade de enzimas Reaquecimento PRUDENTE et
eciosa antioxidantes (SOD, APX al., 2017
e CAT), detecgdo de MDA
€ HzOg
Passiflora Embrides Atividade de enzimas Recuperacao PRUDENTE et
ligularis antioxidantes (SOD, APX al., 2017
e CAT), MLS e ICL,
deteccdo de MDA ¢ H,0,,
Quantificac¢do de prolina
Oryza sativa plantulas Histodetecg¢do de ERO Pré-cultura, HUANG et al.,
(OH e H,0,), osmoprote¢ao, 2018
quantificacdo de enzimas e desidratacao,
substancias antioxidantes resfriamento
(SOD, APX, CAT,
MDHAR, DHAR, GR,
AsA e GSH), deteccao de
MDA
Peonia Pélen Quantificacdo da atividade Controle JIA et al., 2018
lactiflora de enzimas e substincia Recuperacao
Magnolia antioxidantes (SOD, CAT
denudata e AsA), deteccao de MDA
e EROS
Actinidia Apice Quantificacao da atividade PC MATHEW et
chinensis de enzimas e substincias Pré-cultura + PC al., 2019

antioxidantes (SOD, APX,
CAT, GR AsA e GSH),
detecgdo de peroxido de
lipidios e proteinas

PC + pré-cultura +
ASA
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carboniladas
Paeonia Pélen Quantifica¢ao de ERO, Recuperacao REN et al.,
lactiflora enzimas e substancias 2019
antioxidantes (SOD, CAT,
AsA), conteudo de calcio,
taxa de apoptose (caspase
tipo 3) detecgdo de MDA
Paeonia Pélen Quantificacdo de ERO Controle REN et al.,
lactiflora (H,0,,0H’; O"), enzimas | Recuperagéo (apos 1, 2020
(SOD, CAT, POD, APX 3,5 ¢ 8 meses)
GR) e substancias
antioxidantes (GSH e
AsA), taxa de apoptose
(caspase tipo 3)
Agapanthus Calos Quantificacdo de ERO Controle, pré-cultura, CHEN et al.,
praecox embriogénicos (H,0,, OH"), enzimas osmoprotecao, 2021
antioxidantes (SOD, CAT, desidratacao,
POD), taxa de apoptose diluigdo e
(caspase tipos 1 e tipo 3), recuperagao
deteccdo de MDA
Agapanthus Plantulas Quantificacdo de ERO Osmoprotecao, ZHANG et al.,
praecox (H,0,), MDA, atividade de desidratacdo e 2021
enzimas (CAT e POD) reaquecimento
substancias (AsA ¢ GSH)
antioxidantes ¢ analise
expressdo génica
Paeonia Polén Quantificacdo de ERO Controle REN et al 2021
suffruticosa (H,0,,0H'; O7), MDA, Recuperacdo (apos 1,
enzimas (SOD, CAT, GR, 3,5 e 8 meses)
POD, APX) e substancias
(GSH e AsA)
antioxidantes, detec¢do de
proteinas carboniladas
Dendrobium | Protocormos Quantificac¢do de ERO Pré-cultura, ZHANG et al.,
nobile (H,0,), enzimas (SOD, osmoprotecado e 2021
CAT, APX,GR) e reaquecimento
substancias (AsA e GSH)
antioxidantes, Atividade de
NADPH e conteudo de
ACC

Legenda: AsA= acido ascorbico;, GSH= glutationa;GR= glutationa redutase; SOD= superoxido dismutase; CAT=
catalase; APX= ascorbatoperoxidade; POD= peroxidadse; MDA= malondialdeido; MDHAR = monodehidroascorbato

redutase; DHAR = dehidroascorbato redutase; MLS = malatositase; ICL = isocitratoliase; PC = Pré-condicionamento A
baixa temperatura
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Entre as substancias com agdo antioxidante mais utilizadas em protocolos de
criopreservacao, estao o acido ascorbico e a glutationa (UCHENDU et al., 2010b; CHEN et al.,
2016; PRUDENTE et al., 2017). O acido ascorbico (Figura 9), também conhecido na sua forma
anionica como ascorbato e, popularmente, como vitamina C, ¢ um dos antioxidantes mais
significativos na defesa celular, neutralizando diretamente os radicais superdxido, hidroxil e
oxigénio singleto (MAKAVITSKAYA et al, 2017). Essa molécula ocorre em altas
concentragdes em todos os compartimentos celulares e pode atuar como cofator de enzimas,
como as peroxidases e enzimas do ciclo ascorbato-glutationa. Adicionalmente, o ascorbato atua
como precursor em algumas vias de biossintese e participa da renovacdo do a-tocoferol
(vitamina E), o que reforca sua importdncia nos processos de defesa antioxidante celular

(AKRAM et al., 2017).

Figura 9 — Estrutura molecular do acido ascérbico

HO

Fonte: https://www.worldofmolecules.com/antioxidants/vitaminc.htm

A glutationa (y-L-glutamil-L-cisteinilglicina) ¢ um tripeptideode baixo peso molecular
formado por glutamato, cisteina e glicina, pela acdo das enzimas glutamilcisteina sintase e
glutationa sintase. E considerada uma das substancias mais abundantes nas células (GILL et al.,
2013; SINGH et al., 2016), podendo ser encontrada em altas concentracdes em todos os
compartimentos celulares sob sua forma reduzida (GSH) ou oxidada (GSSG) (Figura 10). As
proporgdes entre essas formas sao mantidas em niveis adequados para a resposta antioxidante

pela acdo da enzima glutationa redutase (GR) (GILL et al., 2013; ANJUM et al., 2014).


https://www.worldofmolecules.com/antioxidants/vitaminc.htm

43

Figura 10 — Estruturas moleculares da glutationa nas formas reduzida
(GSH) e oxidada (GSSG)
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Fonte: WATANABE et al. (2014), adaptado.
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A glutationa participa direta ou indiretamente de diversos processos metabolicos, tais
como a sinalizacdo para desenvolvimento vegetal e morte celular. No sistema antioxidante, atua
diretamente na captura de radicais hidroxil e oxigénio singleto (GILL et al., 2013; DISTEFANO
et al., 2018). Devido a presenca de grupo tiol (-SH), essa molécula desempenha um papel
fundamental na captura de metais e na prote¢dao de grupo tiol de proteinas, funcionando como
um redutor dissulfeto (NOCTOR et al., 2012; 2017). Além disso, atua na manutencdo da
homeostase do estado redox das células, participando no ciclo ascorbato-glutationa, como
substrato de peroxidases e mantendo o status reduzido de outros agentes antioxidantes (GILL et

al., 2013; SINGH et al., 2016; HASANUZZAMAN et al., 2019).
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1.2.2 Criopreservacdo aplicada a conservacdo de plantas com potencial medicinal

Metabolitos secundarios ou especiais sdo substancias produzidas pelas plantas em
resposta a interagdes com o ambiente, permitindo assim a sua integridade, sobrevivéncia e
tolerancia a condi¢des adversas. Dessa forma, enquanto o metabolismo primério dos vegetais
esta envolvido com o crescimento e desenvolvimento do vegetal, o metabolismo secundario esta

ligado as respostas das plantas ao ambiente, especialmente em condi¢des de estresse quimico,

fisico ou biologico (KESSLER; KALSKE, 2018; TAIZ; ZEIGER, 2004).

Os metabolitos secundarios sdo produzidos pelos vegetais por meio de diferentes vias
biossintéticas, podendo ser classificados de acordo com sua origem quimica. Os derivados das
vias do acetato incluem como os 4cidos graxos, prostaglandinas, poliacetilenos, antraquinonas e
tetraciclinas, enquanto os derivados da via do chiquimato abrangem os alcaloides aromaticos e
fenilpropanoides precursores de estilbenos, flavonoides, ligninas, lignanas e cumarinas. Além
dessas, existem os derivados das vias do mevalonato (MEV) e do fosfato de 2-metileritritol
(MEP), incluindo terpenoides e esteroides, como as saponinas triterpénicas e esteroidais

(DEWICK, 2009; SIMOES et al., 2017).

Os metabdlitos secundarios vém sendo amplamente utilizados como pigmentos,
biopesticidas, aditivos alimentares, agroquimicos e farmacos (CANTRELL et al., 2012;
DAVIES; DEROLE, 2014; FULDA; EFFERTH, 2014; MASSON et al., 2014). Nos ultimos
anos, a utiliza¢do das plantas para fins medicinais tem aumentado significativamente em todo o
mundo, como consequéncia da maior demanda por terapias naturais € de menor custo. A
comprovagdo da eficicia teraputica de muitos metabolitos tem acompanhado essa demanda,
com base na realizacdo de diversos trabalhos cientificos. No entanto, a coleta predatoria e a
destruicdo de ecossistemas, especialmente para fins agricolas, tem resultado em perda de

espécies, muitas ainda ndo descritas ou caracterizadas.

A criopreservacao representa uma importante alternativa de conservagao em longo prazo
de plantas de interesse medicinal (POPOVA et al, 2011; KUNDU et al., 2018), tendo em vista
que a interrupcdo dos eventos metabolicos durante o armazenamento em temperaturas
ultrabaixas assegura, em teoria, a manutencdo do seu potencial morfogenético e da sua
capacidade biossintética (ENGELMANN, 2011; MATSUMOTO; NIINO, 2017). Contudo,
considerando a possibilidade de danos oxidativos em etapas criticas dos protocolos de

criopreservacao, o estabelecimento de protocolos de criopreservagdo para espécies produtoras de
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substancias de interesse deve incluir a avaliagdo da manutengdo de sua capacidade biossintética
pos resfriamento. Para isso, a producdo de substancias bioativas pelos materiais criopreservados
deve ser comparada a dos materiais mantidos in vitro ou sob condigdes naturais, por meio de

analises cromatograficas e/ou pela comparagao de suas atividades biologicas.

A deteccdo, identificacio e quantificacdo de substincias presentes em materiais
submetidos a criopreservagdo podem ser realizadas por meio de andlises cromatograficas
(DANOVA et al., 2012; BI et al., 2016; BRUNAKOVA; CELLAROVA, 2017; WANG et al.,
2021Db), principalmente por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE), as quais permitem a separacdo de componentes distintos em uma
determinada amostra, em fun¢do da distribuicdo e interagdo destes com duas fases, uma fase

estacionaria e uma fase mével (BONTA, 2017).

Nos ultimos vinte anos, a estabilidade metabolica de materiais submetidos a
criopreservagdo foi investigada em Dioscorea floribunda (AHUJA et al., 2002), Wasabia
japénica (MATSUMOTO et al., 2013), Thymus moroderi (MEDINA; CASAS, 2013),
Hypericum sp. (DANOVA et al, 2012; GEORGIEVA et al., 2014, BRUNAKOVA;
CELLAROVA, 2017), Chrysanthemum sp. (KULUS et al., 2019), Rosa sp. (PAWLOWSKA et
al., 2019) e Allium sp. (WANG et al., 2021a). No entanto, poucos estudos correlacionam a
capacidade biossintética dos materiais criopreservados com a manutencdo das suas atividades

biologicas (Quadro 2).

1.2.3 Criopreservacio de espécies de Passiflora L.

Nos tultimos anos, a criopreservacao vem sendo considerada uma importante alternativa
para a conservagdo de espécies de Passiflora, uma vez que a erosdo genética no género ¢ cada
vez maior devido ao uso de grandes areas para fins agricolas e industriais (FALEIRO et al.,
2011; ARAUJO et al, 2016). Dessa forma, a criopreservagio consiste em uma medida

complementar ao armazenamento tradicional em bancos de sementes e colecdes de campo.

Protocolos de criopreservagdo de espécies de Passiflora ja foram desenvolvidos para
sementes e propagulos vegetativos. Os principais estudos sobre a criopreservagdo de sementes
visaram a determinagdo dos teores hidricos adequados para a criopreservagdo e a tolerancia ao
resfriamento (MELETTIet al., 2007; GONZALEZ-BENITO et al., 2009; VEIGA-BARBOSA et
al., 2013;ARAUJO et al., 2016; ARAUJO, 2017) (Quadro 4). No entanto, embora muitas

espécies sejam capazes de manter elevadas taxas de germinagdo apds a dessecacdo e o
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resfriamento, algumas sdo significativamente afetadas pelo armazenamento em NL, resultando

em baixas taxas de germinacao apds o reaquecimento.

Quadro 2 — Trabalhos sobre avaliagdo da capacidade biossintética de plantas submetidas a

criopreservagao
Espécie hc:;z,[ﬁl crio;)rre:sre]zlrc\?agéo Avaliacdo metabdlica Referéncia
Dioscorea Apice e . . AHUIJA et al.,
floribunda caulinar Vitrificagao CLAE (diosgenina) 2002
CLAE (hipericina,
(. pseudo-hipericina);
Hypericum rumeliacum Apl.ce Vitrificagdo Teor de fendis e DANOVA etal,
caulinar . . 2012
flavonoides totais;
Atividade da PAL
o . Apice . < L MATSUMOTO
Wasabia japonica caulinar Vitrifica¢do CLAE (sinigrina) etal. 2013
Determinacdo de
. Lo carotenoides, fenois e
H. rumeliacum H. Apl-CC Vitrificagao flavonoides totais; GEORGIEVA
tetrapterum caulinar - - et., 2014
avaliagdo da atividade
antioxidante
CLAE; CLUE
Chrysanthemum Apice Vitrificagdo em (flavonoides e Bletal. 2016
morifolium caulinar gotas acido ’
hidroxicinamoilquinico)
H. perforatum, H. Anice (hi ericCiIr;?Eseu do. BRUNAKOVA;
rumeliacum H. Fiin | Viwificagdo phi o r}i’ CELLAROVA,
tetrapterum cauiina perieina e 2017
floroglucinol)
o CG-EM (6leos .
Thymus moroderi cflﬁliiilr Vitrificagao ess.enciais - canfora, C%;?SI,I\IZ%’I 3
cineole, borneol)
Chrysanthemum Quantificacio de
(Chrysanthemum x Apice | Encapsulamento- alllntocianigas . KULUS et al.,
grandiflorum /Ramat./ caulinar desidratagdo . 2019
Kitam. carotenoides
. . Determinacgao de fenois
RosaR ag;emsgllsi,;:ﬁd(:%nlna, Apice Vitrificacdo em e flavonoides totais; PAWLOWSKA
' rubiginosa ' caulinar gotas avaliagdo da etal., 2019
g atividade antioxidante
Allium cepa var. Apl'ce Vitrificagdo CLUE (flavonois) WANG et al.,
aggregatum), caulinar 2021
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Para a criopreservagdo de propagulos vegetativos, as técnicas contemporaneas,
principalmente vitrificagdo e encapsulamento-vitrificacdo, sdo as mais utilizadas.Diferentes
explantes (&pices caulinares, segmentos nodais, embrides zigoticos) e parametros que afetam
a recuperacao apods o resfriamento, incluindo a pré-cultura em meio com altas concentragdes
de sacarose, exposi¢ao as solugdes de vitrificagdo PVS2 e PVS3, além de diferentes condigdes
de recuperacdo, ja foram avaliados (Quadro 4) (GARCIA et al., 2011b; FALCAO, 2011;
MERHY et al., 2014; ARAUJO, 2017; SIMAO et al., 2018).

Recentemente, duas novas técnicas foram utilizadas para a criopreservacao de
passifloras. Nadarajan e colaboradores (2014) desenvolveram uma metodologia inovadora
para embrides zigdticos de Passiflora edulis, na qual a solu¢do de vitrificagdo PVS2 foi
infiltrada a vacuo no material vegetal. Dessa forma, a remoc¢ao da dgua intracelular ocorreu de
forma mais rapida e eficiente, resultando em maiores taxas de recuperagdo pos-resfriamento.
Além disso, Simdo e colaboradores (2018) desenvolveram um protocolo para a
criopreservacdo de segmentos radiculares de Passiflora pohlii Mast. com a técnica de V-
Crioplaca, utilizando placas de aluminio adaptadas para este tipo de explante. Nesse trabalho,
a caracterizacao anatomica das alteragdes celulares induzidas durante as diferentes etapas do

protocolo de criopreservagao foi realizada pela primeira vez no género (Quadro 4).

Nos tltimos 14 anos, o grupo do Nucleo de Biotecnologia Vegetal da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro (NBV/UERJ) vem desenvolvendo estratégias biotecnoldgicas para
espécies de Passiflora que resultaram na obtencdo de diferentes respostas morfogénicas e no
estabelecimento de sistemas de conservagdo in Vitro por crescimento lento e criopreservagao.
Para Passiflora suberosa, espécie estudada neste trabalho, foi desenvolvido, inicialmente, um
protocolo de criopreservacdo de apices caulinares utilizando a técnica de encapsulamento-
vitrificagdo, tendo sido obtida uma taxa de recuperagdo pos-resfriamento de 28% (GARCIA et
al., 2011b). Recentemente, a utilizagdo da técnica de V-Crioplaca para a criopreservacao dos
mesmos explantes resultou em uma taxa de recuperacao de60% (VIANNAet al., 2019). No
entanto, essa taxa ¢ ainda considerada moderada, e pode estar associada a injurias oxidativas

provocadas pelas condi¢des de estresse durante uma ou mais etapas do protocolo.
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Quadro 4 — Protocolos de criopreservagao desenvolvidos para espécies de Passiflora L.

Espécies c Técnica de « Material vegetal Referéncia
riopreservacao
P. nltlda} © P. Dessecagao Sementes MELETTI et al., 2007
serrato-digitata
P. pinnatistipula, ) GONZALEZ-BENITO et
P. tarminianaeP. Dessecacao Sementes
- al., 2009
mollissima
Vitrificacao/ ) N
P. foetida Encapsulamento- Apicescaulinares FALCAO, 2011
vitrificagao
Vitrificagao/
P. suberosa Encapsulamento- Apicescaulinares GARCIA etal., 2011b
vitrificagdo
P. alata, P.
coriacea, P.
foetida, P. giberti,
P. micropetala, P. 3 VEIGA-BARBOSA et al.,
morifolia, P. Dessecagao Sementes
2013
mucronata, P.
nitida, P. edulis, P.
edulis f. flavicarpa
Vitrificagao/
P. ponhlii Encapsulamento- Segmentosnodais MERHY et al., 2014
vitrificagao
Vitrificag¢do por .
P. edulis infiltragdo a Embrido zigotico NADARAJAN;
' . PRITCHARD, 2014
Vacuo
Vitrificagao/
P. setacea Encapsulamento- Segmentosnodais ARAUIJO, 2017
vitrificagao
P. ligularis Vitrificagao Embrides PRUDENTE et al., 2017
P. pohlii V-Crioplaca Segmentosradiculares SIMAO et al., 2018
P. mucronata Vitrifica¢ao Sementes ARAUJO et al., 2019
P. edulis Dessecagao Sementes GENEROSO et al., 2019
P. suberosa V-Crioplaca Apicescaulinares VIANNA et al., 2019
P. eichleriana, P.
cristalinae P. Vitrificacao Sementes FARIA et al., 2020

nitida
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Dessa forma, os aspectos fisioldgicos, bioquimicos e moleculares das injarias
associadas ao processo de criopreservacao, especialmente aquelas induzidas pelo estresse
oxidativo, ainda precisam ser investigados. Estas analises contribuirdo ndo sé para a
ampliacdo do conhecimento acerca das crioinjurias, como também para a identificagao das
etapas mais criticas do protocolo, permitindo o direcionamento das ag¢des visando a
otimizag¢do do processo e a obtencdo de taxas mais altas de recuperacdo pds-resfriamento.
Além disso, como se trata de uma espécie produtora de substancias bioativas com potencial
medicinal, a avaliacdo da capacidade biossintética dos materiais derivados dos apices
criopreservados é também de fundamental importancia para e validar a criopreservacdo como

uma metodologia eficiente para o armazenamento em longo prazo desse germoplasma.



50

2 OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo geral avaliar aspectos bioquimicos associados a
crioinjuria durante a criopreservagao de apices caulinares de Passiflora suberosa L. utilizando
a técnica de V-Crioplaca, assim como analisar a estabilidade metabolica dos materiais

criopreservados.

Para isso, foram estabelecidos os seguintes objetivos especificos:

e Avaliar a ocorréncia de injurias nas membranas celulares de explantes submetidos
as diferentes etapas do protocolo de criopreservagao, por meio da determinagao da

taxa de peroxidacao de lipidios;

e Analisar o estresse oxidativo de explantes submetidos as diferentes etapas do
protocolo de criopreservagdo, por meio da determinacdo da atividade das enzimas

antioxidantes SOD, CAT e APX;

e Avaliar os efeitos da adicdo de substancias com a¢do antioxidante (acido ascorbico,
glutationa e prolina) nas etapas criticas do protocolo de criopreservagdo, visando ao

aumento das taxas de recuperagao pos-resfriamento;

e Avaliar a estabilidade metabolica dos materiais submetidos a criopreservacao, em
comparagdo com plantas mantidas in vitro, por meio da analise dos perfis

cromatograficos obtidos por CCD e CLAE, e da determinagdo do conteudo fendlico;

¢ Determinar o potencial antioxidante das plantas criopreservadas, em comparagdo com
plantas mantidas in vitro, por meio dos ensaios de captura do radical 2,2-difenil-1-

picrilhidrazil (DPPH) e da capacidade quelante de ions ferrosos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal e condigdes de cultura

Plantas de P. suberosa obtidas a partir da germinagao in vitro (Garcia et al., 2011a)e
mantidas no Laboratério de Micropropagacao e Transformacdo de Plantas do NBV/UERJ
foram utilizadas como fontes de explantes. Um exemplar representativo da planta cultivada

em condic¢des naturais encontra-se depositado no herbario da UERJ, sob o registro HRJ12783.

Foi utilizado o meio basal MSM (MONTEIRO et al., 2000b), contendo vitaminas do
meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) e sacarose a 0,09 M, solidificado com agar a 0,7%.
O pH dos meios foi ajustado para 5,8 antes da esterilizagdo em autoclave (15 minutos a 121°C
e 1,0 atm). A manuten¢do das plantas in vitro foi realizada por meio de subcultivos mensais
de segmentos caulinares (2 — 3cm), contendo de 2 a 4 nés, em meio MSM contendo metade

da concentragdo de sais, vitaminas e sacarose (MSM 2) (GARCIA et al., 2011a).

As culturas foram mantidas em camara de crescimento a 25°C +2°C, sob fotoperiodo
de 16 horas, com intensidade luminosa média de 46 ].Lmol.m'z.s'lfornecida por lampadas

fluorescentes do tipo branca fria.

3.2 Criopreservacgao

Os ensaios de criopreservacdo foram realizadosnoLabmit, em colaboracdo com o
pesquisador Dr. Florent Engelmann, do Unité Mixte de Recherche: Diversité, Adaptation,
Developpement des Plantes, L Institut de Recherche pour le Developpement (DIADE/IRD,
Montpellier - Franga).

Apices caulinares foram criopreservados utilizando a técnica de V-Crioplaca, de
acordo com Vianna e colaboradores (2019). Segmentos nodais (0,5 cm), contendo apenas uma
gema axilar, foram retirados de plantas mantidas in vitro e inoculados em placas de Petri
(90x15 mm) contendo 30 ml de meio MSM %2 solido e cultivados por 40 dias para a formagao
dos brotos. Apds esse periodo, os apices foram excisados dos brotos e pré-cultivados em meio
MSM”2 s6lido suplementado com sacarose a 0,3 M por 24 horas, sob condi¢des padrdo de
cultivo. Em seguida, os dpices foram transferidos para placas de aluminio (7 mm X 37mmx

0,5 mm), cada uma contendo 10 pocos (1,5 mm x 2,5 mm x 0,75 mm).
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A adesdo dos explantes nas placas (10 apices/placa) foi realizada pela polimerizagdo
das solugdes de alginato de sddio a 3% e CaCl, a 100mM. Em seguida, as placas foram
expostas a soluc¢do de loading (sais do meio MS + glicerol a 2 M + sacarose a 0,4 M) durante
20 minutos, a 25°C, e transferidas para a solugdo de vitrificagdo PVS3 a 25°C por
90minutos.As placas contendo os dpices caulinares foram entdo transferidas para criotubos

preenchidos com NL, onde permaneceram por cinco minutos.

Para o reaquecimento do material, as placas foram transferidas para uma solugdo de
unloading (sais do meio MS + sacarose a 1,2 M), a 25°C, por 20 minutos. Os explantes foram
entdo removidos com o auxilio de um bisturi e inoculados em frascos de cultura (5,8 cm x 5,8
cm) contendo meio de recuperagao (MSM suplementado com BAP a 0,44 uM) (GARCIA et
al., 2011b). Os 4pices criopreservados foram mantidos em auséncia de luz até o inicio do
desenvolvimento de primoérdios foliares, antes da transferéncia para as condigdes padrao de

cultura, em meio MSM : (Figura 11).

Figura 11— Etapas da criopreservagdo de apices caulinares de Passiflora suberosa L.
utilizando a técnica de V-Crioplaca
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Fonte: Vianna, 2016
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3.3 Avaliacéo de aspectos bioquimicos da crioinjuria

A avaliacdo dos aspectos bioquimicos associados as injurias induzidas pelo processo
de criopreservagao foi realizada por meio da quantificagdo da peroxidagao de lipidios nas
membranas celulares ¢ da determinagdo da atividade de enzimas antioxidantes em apices

caulinares submetidos as seguintes condig¢oes:
1) condigoes padrdo de cultura in vitro;
i1) pré-cultura em meio com sacarose a 0,3 M;
iii) pré-cultura em meio com sacarose a 0,3 M eexposi¢doa solugdo de loading;

iv) pré-cultura em meio com sacarose a 0,3 M,exposi¢cdo as solucdes de loading e

PVS3 por 90 minutos;

v) pré-cultura em meio com sacarose a 0,3 M, exposi¢ao as solugdes de loading e

PVS3 por 90 minutos, imersdao em NL e avaliacdo imediata apds o reaquecimento;

vii) pré-cultura em meio com sacarose a 0,3 M, exposi¢do as solugdes de loading e

PVS3 por 90 minutos, imersao em NLe cultura em meio de recuperacao por 10 dias.

3.3.1 Analise da peroxidacdo de lipidios pela quantificacdo de malondialdeido (MDA)

A determinacdo da peroxidacdo de lipidios foi realizada pela quantificacdo
espectrofotométrica do MDA, de acordo com o método descrito por Zhang e colaboradores
(2015). Aproximadamente 50mg de material vegetal fresco foi triturado e homogeneizado em
1,5 mL de 4cido tricloroacético (TCA)a 10% (p/v). Em seguida, o material foi centrifugado a
10.000 rpma 4°C, por 10 minutos. Uma aliquota de 1 mL do extrato foi adicionada a 1 mL de
acido tiobarbitarico (TBA) a 0,65% (p/v), diluido em TCA a 10% (p/v). As amostras foram
misturadas vigorosamente, incubadas a 95°C por 30 minutos e resfriadas em banho de gelo.
Em seguida, a absorbancia do sobrenadante foi medida a 532, 450 e 600 nm em
espectrofotdmetro (Shimadzu UV- B382). O conteudo de MDA foi expresso em pmol.L™”

MDA e determinado através da seguinte formula:
MDA (umol.L™") = 6,45 (Absss, - Abseoo) — 0,56 Absaso
Onde:As3; = maxima absorbancia do complexo MDA-TBA,.

Agoo0 = correcdo de interferentes ndo-especificos;
Ayso- correcdo de interferentes gerados pelo complexo TBA-agucares;
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3.3.2 Determinacdo das atividades das enzimas antioxidantes

A extragdo deproteinas nos diferentes materiais foi realizada de acordo com Azevedo e
colaboradores (1998), com modificacdes. Aproximadamente 75mg de material vegetal fresco
foram triturados na preseng¢a de polivinilpolipirrolidona (PVPP) a 20% e NL. Em seguida, o
material foi homogeneizado em1,5 mL de tampao fosfato a 100 mM (pH 7,2), contendo acido
etilenodiamino tetra-acético(EDTA) a 1 mM e 1,4-Ditiotreitol (DTT) a 3 mM, antes da
centrifugacao a 10.000 rpm por 30 minutos, a 4°C. As aliquotas do sobrenadante foram

coletadas e mantidas em gelo até o momento das analises.

3.3.2.1 Quantificacao de proteinas totais

A determinagdo da concentragdo de proteinas totais presentes nos extratos foi realizada
de acordo com o método de Bradford (1976), em triplicatas, utilizando albumina de soro
bovino (BSA) como padrio (Figura 12). Os valores de proteinas obtidos, calculados por meio
da equagdo gerada a partir da curva padrdo, foram utilizados para a determinagdo das

atividades enzimaticas em cada extrato.

Figural2— Curva padrio de albumina de soro bovino (BSA) obtida pelo método de
Bradford
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3.3.2.2 Avaliagdo da atividade da superdxido dismutase (SOD)

A atividade da enzima SOD foi avaliada espectrofotometricamente pela sua capacidade
de inibir a redugdo fotoquimica do nitroazultetrazolio (NBT), levando a formacdao de um
precipitado de cor azul violdceo, denominado formazana (BEAUCHAMP; FRIDOVICH,
1971). O ensaio foi realizado em sistema fechado, em uma cuba de madeira (28 x 65 x 33
cm), contendo uma lampada tubular de LED branca fria, revestimento de aluminio e uma
placa de isopor (63 x 26 x 0,15 cm), como suporte para os tubos de ensaio (2 x 10 cm),

disposta a 15 cm da fonte luminosa(Figural3).

Figural3- Sistema desenvolvido para avaliagdo da atividade da enzima
superoxido dismutase no NBV/UERJ

Legenda: Visdo frontal do sistema para avaliacdo de SOD (A); suporte de isopor
revestido de aluminio para encaixe dos tubos (B e C); visdo da fonte de
iluminagdo do sistema fornecida por ldmpada do tipo LED (D). Fonte: Da
autora

Tubos de ensaio contendo 3 mL de solugdo de reagdo (tampao fosfato de s6dio a 50 mM

pH 7,8, metionina a 13 mM, NBT a 75 uM, EDTA 0,1 mM e riboflavina a 5 pM) e 50 ul de
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extrato vegetal foram transferidos para o suporte de isopor da cuba de madeira e expostos a
luz por 5 minutos. Apods este periodo, a reagdo foi interrompida pela incubagdo do material no

escuro. Em seguida, a fotorreducao das amostras foi avaliada em espectrofotometro a 560 nm.

Uma mistura contendo apenas solugdo de reacdo, sem extrato vegetal, ¢ ndo exposta a
luz, foi designada como branco. Tubos contendo a solucdo de reagdo, sem extratos vegetais,
mas expostos a luz, foram utilizados como controles da produgdo de formazana. Os valores

foram expressos em unidades de SOD por miligrama de proteina (U SOD mg™ proteina).
U SOD = (Absformazana total/ Absamostra) - 1*(1000/ vol amostra* 1/ [] proteina totais)

Onde:

ADS formazana total = Valor maximo da fotorredugdo do NBT a formazana;
ADS amostra = Valor da absorbancia da amostra;

VOl amostra = Volume do extrato vegetal em pL;

3.3.2.3 Avaliacao da atividade da catalase (CAT)

A atividade da CAT foi determinada por meio do monitoramento do consumo de H,O,,
de acordo com a metodologia descrita por Havir e McHale (1987) e adaptada por Azevedo e
colaboradores (1998).Para isso, 50 uL de extrato vegetal e 60 pL de H»O,a 0,34M foram
adicionados a 1390 pL de tampao fosfato a 100 mM (pH 7,5), a 25°C.A reagdo foi iniciada
com a adi¢do de H,O, e o seu consumo foi monitorado espectrofotometricamente pelo
declinio da absorbancia a 240 nm, durante um minuto, em intervalos de cinco segundos. Uma
solucdo constituida por tampao fosfato de potassio a 100 mM (pH 7,5) e H,O, foi utilizada

como branco.

Para o célculo da atividade enzimatica, foi considerado o coeficiente de extingao molar

(CE) do H,0, (39,4 mM ™' cm™), e os resultados foram expressos empmol.min™'.mg ' proteina.

A abs Vtotal 1
CE Vextrato prot.totais

X 1000 =[] CAT

Onde:

A aps= valor da diferenga entre a absorbancia inicial (A0) e absorbancia final (Al);
Viotat = volume total da solugdo de rea¢do em pL (1500uL);

Vextrato = Volume do extrato vegetal em pL (50uL)
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3.3.2.4 Avaliacao da atividade da ascorbato peroxidase (APX)

A determinacdo da atividade da enzima APX foi realizada segundo Nakano e Asada
(1981), com modificagdes. Inicialmente, S0ul de extrato vegetal foram adicionados a uma
solucdao de reacao contendo 650 pL de tampao fosfato a 80mM, pH 7,0, 100 uL de acido
ascorbico a 0,5mM e 100 pL. de EDTA a ImM, mantida em banho-maria a 30°C. A reagao foi
iniciada com a adi¢do de 100 puL H,O, a 10mM e a atividade enzimatica foi avaliada por meio
do monitoramento espectrofotométrico do declinio da absorbancia a 290 nm, durante um

minuto, em intervalos de cinco segundos.

Para o célculo da atividade enzimatica foi considerado o coeficiente de extingdo molar
da APX (2,8 mM" cm ') e os resultados foram expressos em pMol H,O,. min'. mg

1 ’
proteina.

A abs Vtotal 1
CE Vextrato prot. totais

x 1000 = [] APX

Onde:

A abs= valor da diferenca entre a absorbéncia inicial (A0) e absorbancia final (A1);
Viotal = volume total da solugdo de reagdo em pL (1000pL);

Vextrato = volume do extrato vegetal em pL (50uL)

3.4 Avaliacdo do uso de substancias antioxidantes em diferentes etapas do protocolo de

criopreservacédo por V-Crioplaca

Apo6s analise do estresse oxidativo durante a criopreservagdo de apices caulinares de
P. suberosa utilizando a técnica de V-Crioplaca, diferentes substancias com ac¢do antioxidante
foram adicionadas nas etapas consideradas criticas do protocolo, visando aumentar as taxas de

recuperagao de plantas.

Diferentes concentracdes de acido ascorbico (0,15mM ou 0,30mM) e glutationa
(0,08mM ou 0,16mM) foram adicionadas, de modo independente, em diferentes etapas do
protocolo de V-Crioplaca. As solucdes contendo as substancias antioxidantes foram
preparadas e filtradas em membrana milipore (0,45um), imediatamente antes de serem

adicionadas as solugdes de loading e PVS3 e da exposi¢ao do material vegetal. A avaliagdo da
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porcentagem de recuperacao dos apices submetidos aos diferentes tratamentos foi realizada 60

ou 90 dias ap6s o reaquecimento.

3.5. Preparo de extratos vegetais

Com intuito de avaliar a influéncia do processo de criopreservagao na capacidade
biossintética das plantas, foram preparados extratos brutos de folhas excisadas de plantas
derivadas de apices caulinares criopreservados pela técnica de V-Crioplaca, com ou sem
tratamento com glutationa na etapa de osmoprotegdo (exposi¢do a solugdo de loading) e
desidratagdo (exposi¢do a PVS3), em comparagdao com plantas derivadas da germinagdo in

vitro e mantidas em condigdes padrdo de cultura, em meio MSM Y.

Para o preparo dos extratos, foram selecionadas folhas de aspecto saudavel, de plantas
mantidas in vitro por, pelo menos, seis meses apos a criopreservagdo. As folhas foram secas
em estufa a 40°C, por 48 horas e, em seguida, os extratos foram preparados utilizando-se
etanol a 40%, na propor¢ao 1:50 (p/v), em sistema de refluxo, por 1 hora (BIRK et al., 2005).
Apos este periodo, o material foi filtrado, seco em banho maria a 90°C, e armazenado a -
20°C. Para a caracterizagdo fitoquimica e ensaios de atividade antioxidante, os extratos foram

ressolubilizados em metanol (Tedia”, Brasil) com auxilio de ultrassom.

3.6 Andlise por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A andlise da produgdo de substancias bioativas nos diferentes materiais foi realizada
por meio de trés diferentes sistemas de CCD. Para isso, 20 pL de cada extrato (5 mg/mL)
foram aplicados em placas de cromatografia de silica gel 60 com indicador de fluorescéncia

UV3s4nm (Marcherey-Nagel), com auxilio de pipeta.

A detecgdo de flavonoides foi realizada por incubagdo da placa cromatografica, em
sistema saturado com fase movel constituida por acetato de etila:acidoférmico:acido acético
glacial:agua (100:11:11:26 v/v)(WAGNER; BLADT, 2001). Para a revelagcao foi utilizada
solugdo de NP/PEG 4000 (Natural Products - polietilenoglicol), pulverizando na placa
cromatografica a solu¢do metanoélica de 2-aminoetil difenilborinato (NP) (Sigma Aldrich®) a
1%, seguida de solucdo etandlica de polietilenoglicol 4000 (PEG) a 5%, e posterior
visualizagdo em camara de UVigsnm (WAGNER; BLADT, 2001). Como referéncia, foram
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aplicados 5 pL dos flavonoides vitexina, vitexina-2’’-O-ramnosideo, rutina e quercetina na

concentragdo del mg/mL (Sigma- Aldrich®).

A andlise de acidos fenolicos foi realizada empregando fase mdvel composta por
cloroférmio:acetato de etila:acetona: acido foérmico (40:30:20:10 v/v), com revelacao por
NP/PEG 4000 (Natural Products - polietilenoglicol), e visualizagdo em camara UVj3gsnm
(JESIONEK et al., 2015). Para fins de comparagdo, foram também aplicadas na placa
cromatografica solu¢des metanodlicas na concentragao delOmg/mL dos acidos cafeico, galico,
clorogénico e feralico (Sigma- Aldrich®).

Para a deteccdo de saponinas, foi utilizada fase movel contendo
cloroformio:acidoacético:metanol:agua (60:32:12:8 v/v). A revelacao foi realizada com uma
solugdo constituida por anisaldeido (0,5 mL), 4cido acético glacial (10 mL), metanol (85 mL)

e acido sulfurico concentrado (5 mL). A visualizagdo ocorreu sob luz visivel, apos

aquecimento da placa a 100°C por 5 minutos (WAGNER; BLADT, 2001).

O calculo do Ry dos padroes e das amostras foi realizado conforme a equagao abaixo:

__distanciapercorridapelaamostra (cm)

distanciapercorridapeloeluente (cm)

3.7 Analises por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-DAD-UV)

Para as analises por CLAE-DAD-UV, extratos hidroalcoolicos de P. suberosa foram
diluidos em metanol grau HPLC (Tedia”™, Brasil) na concentragdo de 1 mg/mL. Em seguida,
foram solubilizados com auxilio de banho de ultrassom por 15 minutos, filtrados em filtros
Millipore de 0,45 pm (Merck®, Alemanha) e submetidos & anélise em cromatografo liquido
Agilent® 1260 Infinity, equipado com bomba LC-10AD, misturador FCV 10AL,
desgaseificador DGU-14A, forno CTO-10AS, controlador SCL-10A e detector de UV com
arranjo de diodos (DAD-UV) SPD-M10A. As amostras foram separadas em coluna Thermo-
scientific® Hypersil Gold RP18 (250 mm x 4,6 mm com particula de 5 A).

Para a determinacao do perfil cromatografico, a fase mével foi constituida por 95% de
agua ultrapura MilliQ® acidificada com 4cido acético PA (Sigma®™) a pH 3,3, ¢ 5% de
acetonitrila grau HPLC (Tedia®), mantendo-se por 3 minutos de forma isocratica. Em seguida
(3 — 40 minutos), aplicou-seum gradiente com inversao para 100% de acetonitrila, mantendo-

se novamente isocratico até 45 minutos, e finalmente regressando a condicao inicial em 47
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minutos. O fluxo da fase movel foi mantido constante, a 1 mL/min, em temperatura ambiente
(23°C). O detector foi programado para realizar a varredura entre os comprimentos de 200 e

480 nm, com taxa de atualizacao de 1 Hz.

As analises foram realizadas em colaboracdo com a Central Analitica Fernanda
Coutinho, do Instituto de Quimica da UERJ, sob a coordenagdo da Prof.? Dr.* Mdnica Regina

da Costa Marques.

3.8 Avaliagédo da atividade antioxidante

A avaliagdo comparativa do potencial antioxidante de plantas mantidas in vitro e
daquelas derivadas de apices caulinares criopreservados de P. suberosa foi realizada,
quantitativamente, pela analise da capacidade de captura do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH) e da atividade quelante de ion ferrosos (Fe*"). A avaliagdo qualitativa foi realizada

pelo ensaio de CCD-DPPH.

3.8.1 Ensaio de captura do radical DPPH

A avaliacdo da capacidade de captura do radical DPPH foi realizada conforme a
metodologia descrita por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995), e modificada por

Sanchez-Moreno, Larrauri e Saura-Calixto (1998).

Extratos ressolubilizado sem metanol 100% foram diluidos em diferentes
concentracgoes (0,25 -5 mg/mL). Aliquotas de 25uL dos extratos foram entdo adicionadas a
975 uL solucao metandlica de DPPH (Sigma-Aldrich®) a 60 uM, e incubados no escuro por
1h. Como controle negativo, foi utilizada a solu¢do de DPPH a 60 uM (975 pL) acrescida de
metanol (25uL). Os valores obtidos foram comparados com a solucdo metanolica de
quercetina, em diferentes concentragdes (20 — 100 pg/mL). As leituras de absorbancia foram
efetuadas em espectrofotometro a 515 nm (Shimadzu UV-B382), e o percentual de captura do

radical foi determinado conforme a equacao:

Ac—Aa

% Captura do DPPH = ( -

)x100

Onde:
A, = absorbancia do controle negativo

A,= absorbancia da amostra
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A concentragdo eficaz de extrato necessaria para reduzir em 50% a concentracao inicial
do radical DPPH (CEjsg) foi calculada por regressdo linear dos graficos obtidos, a partir do
percentual de captura do DPPH (y= eixo das ordenadas), para as concentracdes de extratos
avaliadas (x= eixo das abscissas). Para fins de comparagdo, os valores obtidos foram
comparados com a quercetina, em diferentes concentracdes (Figura 14).0s resultados foram

calculados considerando as médias das triplicatas, de acordo com a equacao:

y=-—-ax+b

Onde: y =50 e X = CEs( (mg/mL)

Figura 14 — Curva padrio de quercetina

100 -
90 -
80 - y=0,9704x + §,8585
70 - R?=10,9999
60 -
50 A
40 ~
30 -
20 -
10 -

0 T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Cpatura de DPPH %

Concentragao pg/mL




62

3.8.2 Ensaio de avaliacdo da capacidade quelante de ions ferrosos

A capacidade quelante de ions ferrosos foi determinada de acordo com o método
descrito por Chew e colaboradores (2009), com algumas modificagdes. Os extratos foram
ressolubilizados em metanol 100% e diluidos em diferentes concentragdes (0,5 — Smg/mL).
Aliquotas (250 pL) de cada diluicdo foram incubadas com 250 pL de sulfato ferroso (FeSOy)
a 0,1mM, por 5 minutos. Em seguida, foram adicionados de 250uL de ferrozina a 0,25mM e
as amostras incubadas por 10 minutos no escuro, a temperatura ambiente. ApoOs este periodo,
as leituras de absorbancia foram efetuadas a 562nm, em espectrofotometro UV-Vis BioMate

3S (ThermoScientific).
A capacidade quelante de ions ferrososfoi calculada com a equacdo abaixo:

Ac - (Aa - Ab)

1
A * 100

Atividade quelante de Fe™?(%) =

Onde:
A, = absorbancia do controle
A,= absorbancia da amostra

Ap= absorbancia do branco

Os resultados foram também calculados através da concentragdo eficaz (CEsy) para a
capacidade quelante de ions ferrosos, de forma similar ao descrito anteriormente. Os
resultados foram comparados a curva padrao obtida com o EDTA, concentragdes entre 5 e 50

pug/mL (Figura 15).
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Figura 15 — Curva padrao de EDTA
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3.8.3 Analise por CCD-DPPH

A avaliagdo qualitativa da atividade antioxidante foi realizada utilizando a técnica de
CCD associada ao ensaio de DPPH (MASOKO; ELOFF, 2007). Para isso, as amostras foram
aplicadas sobre placas cromatograficas e submetidas as condi¢des de detecgao de flavonoides,
acidos fenolicos e saponinas, conforme descrito no item 3.6. Em seguida, as placas foram
pulverizadas com solu¢ao metanolica de DPPH a 0,2%, e mantidas no escuro por 30 minutos
(SIMAO, 2019). A atividade antioxidante foi observada a partir da mudanca de coloracio

roxa para amarelo, nas manchas correspondentes as substancias detectadas.

3.9 Determinagéo do conteudo fendlico e correlagédo com a atividade antioxidante

A avaliacdo do conteudo fenolico foi realizada utilizando-se o ensaio de Folin-
Ciocalteau (HOLLAND et al., 2011). Amostras dos extratos (90 puL), em trés diferentes
concentragdes (0,25 a 2,5 mg/mL) foram adicionadas a uma solu¢do aquosa do reagente
Folin-Ciocalteau (Sigma - Aldrich®) a 10%. Apos cinco minutos, foi adicionado NaCOs a 2%
e a reagdo foi incubada a 25°C, no escuro, por 2 h, sendo a leitura das absorbancias efetuada

em espectrofotdmetro (Shimadzu UV duplo-feixe - B382), a 765 nm.
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Os resultados foram comparados a curva de calibracdo obtida com acido galico,
elaborada nas concentragdes entre 20 e 120 mg/L (Figura 16). O contetido total de fendis das
amostras foi representado como equivalentes de acido galico (EAG), em mg/g de extrato seco.
A curva padrao de acido galico foi representada pela equacao: y = 0,0043x + 0,0155, onde x =

concentragdo de polifendis correspondente a acido galico e y = absorbancia.

Para testar a correlagdo entre potencial antioxidante e conteudo de fenois totais, foi
utilizado o coeficiente de correlagao de Pearson, com o auxilio do programa GraphpadInStat,

sendo considerada significativa as diferencas com valores de p < 0,05.

Figura 16 - Curva padrao de acido galico
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3.10 Analise estatistica

As analises bioquimicas para determinac¢do do contetido de MDA e a quantificagdo das
atividades enzimadticas foram realizadas em triplicatas. Para a avaliagdo do efeito da adicao de
substancias antioxidantes no protocolo de criopreservacao, os experimentos foram realizados

em triplicatas, utilizando 10 explantes em cada repeticao.

A avaliacdo estatistica dos dados experimentais foi realizada pela analise de varidncia
(ANOVA), e as médias foram comparadas pelo teste Tukey, com o auxilio do programa
GaphpadPrism 6 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA), sendo consideradas

significativas as diferencas com valores de p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Analise da peroxidacéo de lipidios pela quantificagdo do MDA

Um aumento sutil no contetdo de MDA foi observado nos apices caulinares nas
-1
etapas iniciais do protocolo, incluindo pré-cultura (0,5717 umol L ) e exposicao a solugao de

-1 -1
loading(0,6635 umol L ), quando comparados com o controle (0,4099 umol L ), embora
ndo tenha apresentado diferencas significativas. Por outro lado, uma peroxidacao de lipidios

significativa ocorreu apo6s a exposicao ao tratamento com PVS3 e imediatamente apos a etapa

-1 -1
de reaquecimento (1,775 pmol L and 1.703 pmol L , respectivamente). Apos 10 dias em
meio de recuperagdo, os niveis de MDA foram reduzidos, alcangando valores similares aos

observados no controle (Figura 17).

Figural7-Determinagdo do conteudo de malondialdeido (MDA) em apices
caulinares de Passiflora suberosa L. apos as diferentes etapas do protocolo de

criopreservacdo utilizando a técnica de V-Crioplaca
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Legenda: Apices caulinares derivados de plantas mantidas em condigdes padrio de cultura
(Controle) e submetidos as etapas de: pré-cultura em meio com sacarose a 0,3 M (Pré-
cultura);exposicdo a solugdo de loading (Osmoprotegédo); desidratagdo em PVS3 por 90
minutos (Desidratagdo); imersdo direta em NL (NL+); recuperacdo por 10 dias em meio
MSM suplementado com BAP a 0,44 uM (Recuperacdo 10 dias).Os resultados expressam
média + erro padrdo. Letras iguais ndo apresentam diferencas estatisticas pelo teste de
Tukey (p< 0.05).
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4.2 Analise das atividades das enzimas antioxidantes

4.2.1 Quantificacdo de proteinas totais

As atividades das enzimas antioxidantes SOD, CAT, APX, assim como o teor total de
proteinas soliveis, apresentaram variagdes significativas ao longo do protocolo de
criopreservacao. Explantes submetidos as etapas de pré-cultura (1,02 mg/ml) e osmoprotecao
(1,13 mg/ml) apresentaram um aumento significativo no teor de proteinas soluveis, quando
comparados ao controle (0,77 mg/ml). Apds as etapas de desidratagdo e imersdo em NL foi
observado um decréscimo nos niveis de proteinas, que foi mais significativo nos materiais
mantidos por 10 dias no meio de recuperagdo pos-resfriamento, tendo sido obtido um valor

menor que o do controle (Figura 18).

Figura 18 — Teor de proteinas totais em apices caulinares de Passiflora suberosa L. apos as
diferentes etapas do protocolo de criopreservagdo por V-Crioplaca
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Legenda: Apices caulinares derivados de plantas mantidas em condi¢des padrdo de cultura (Controle) e
submetidos as etapas de: pré-cultura em meio com sacarose a 0,3 M (Pré-cultura); exposi¢do a
solugdo de loading (Osmoprotecéo); desidratagdo em PVS3 por 90 minutos (Desidratagéo);
imersdo direta em NL (NL+); recuperagdo por 10 dias em meio MSM suplementado com BAP a
0,44 uM (Recuperagéo 10 dias). Os resultados expressam média + erro padrdo. Letras iguais ndo
apresentam diferencas estatisticas pelo teste de Tukey (p< 0.05).
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4.2.2 Avaliacdo da atividade da SOD

Foi observada uma intensa atividade da SOD durante o protocolo de criopreservacao,
com valores significativamente maiores que o controle. A atividade maxima foi observada em
apices apos o tratamento de pré-cultura, com uma taxa 2,5 vezes maior do que a apresentada
pelo controle (137,0 ¢ 54,0 U SOD. mg™' proteinas, respectivamente). Nas etapas seguintes,
por outro lado, ocorreu um decréscimo significativo e os valores permaneceram constantes
imediatamente apds a imersio em NL (cerca de 90U SOD. mg proteinas) e em materiais

mantidos por 10 dias no meio de recupera¢io(84,5 U SOD. mg™' proteinas) (Figura 19).

Figura 19 — Atividade especifica de superoxido dismutase (SOD) em apices caulinares de
Passiflora suberosa L. apés as diferentes etapas do protocolo de
criopreservacao por V-Crioplaca
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Legenda: Apices caulinares derivados de plantas mantidas em condi¢des padrio de cultura (Controle) e
submetidos as etapas de: pré-cultura em meio com sacarose a 0,3 M (Pré-cultura); exposigdo a
solug¢do de loading (Osmoprotecdo); desidratagdo em PVS3 por 90 minutos (Desidratacéo);
imersdo direta em NL (NL+); recuperagao por 10 dias em meio MSM suplementado com BAP a
0,44 uM (Recuperacdo 10 dias). Os resultados expressam média + erro padrido. Letras iguais
ndo apresentam diferengas estatisticas pelo teste de Tukey (p< 0.05).



4.2.3 Avaliacdo da atividade da CAT

Apices caulinares submetidos a pré-cultura exibiram valores de atividade de CAT
semelhantes ao do controle (11,78 ¢ 11,01 H,O,.mg"'.min" proteinas, respectivamente).
Entretanto, ap6s a etapa de osmoprote¢dao, foi observado um aumento significativo da
atividade da enzima (32,2 pmol H,O,.mg".min™" proteinas), seguido pela reducio desses
valores apos as etapas de desidratacdo e imersao em NL (20,4 ¢ 17,51 pmol H,O,.mg
" min” proteinas, respectivamente). Os explantes criopreservados mantidos em meio de
recuperagdo por 10 dias também apresentaram um aumento expressivo na atividade de

CAT (37,0 pmol H,0,.mg ™" .min™ proteinas) (Figura 20).

Figura 20 — Atividade especifica de catalase (CAT) em apices caulinares de Passiflora
suberosa L.apos diferentes etapas do protocolo de criopreservagio por V-Crioplaca
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Legenda: Apices caulinares derivados de plantas mantidas em condi¢des padrio de cultura (controle) e
submetidos as etapas de: pré-cultura em meio com sacarose a 0,3 M (Pré-cultura); exposigdo a
solug¢do de loading (Osmoprotecdo); desidratagdo em PVS3 por 90 minutos (Desidratacéo);
imersdo direta em NL (NL+); recuperagdo por 10 dias em meio MSM suplementado com BAP a
0,44 uM (Recuperagéo 10 dias). Os resultados expressam média + desvio padrdo. Letras iguais
nao apresentam diferencgas estatisticas pelo teste de Tukey (p< 0.05).
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4.2.4 Avaliacdo da atividade da APX

A avaliagdo da atividade especifica de APX revelou que os apices caulinares
submetidos as etapas de osmoprotecdo, desidratacdo com PVS3 e imersio em NL
apresentaram um aumento significativo na atividade desta enzima (1025,8; 1049,5 e
1065,7 pmol HzOz.mg'l.min'1 proteinas, respectivamente). Por outro lado, ndo houve
variagdo significativa da atividade de APX nos explantes submetidos a pré-cultura e nos
materiais criopreservados mantidos em meio de recuperagdo por 10 dias, quando
comparados ao controle (338,4; 293,5 e 236,1 pmol H,0,.mg'.min’ proteinas,

respectivamente) (Figura2l).

Figura 21 — Atividade especifica de ascorbato peroxidase (APX) em apices caulinares de
Passiflora suberosa L. apos as diferentes etapas do protocolo de criopreservagdo
por V-Crioplaca
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Legenda: Apices caulinares derivados de plantas mantidas em condi¢des padrio de cultura (Controle)
submetidos as etapas de: pré-cultura em meio com sacarose a 0,3 M (Pré-cultura); exposigdo

e
a

solugdo de loading (Osmoprote¢do); desidratagdo em PVS3 por 90 minutos (Desidrata¢éo); imersao
direta em NL (NL+); recuperagao por 10 dias em meio MSM suplementado com BAP a 0,44 uM
(Recuperacédo 10 dias). Os resultados expressam média + erro padrdo. Letras iguais ndo apresentam

diferengas estatisticas pelo teste de Tukey (p< 0.05).

Considerando o aumento acentuado nos niveis de MDA e a reducdo da atividade de

SOD e CAT, as etapas de osmoprote¢do e exposicdo a PVS3 foram consideradas as mais

criticas do protocolo de criopreservagao de apices caulinares de P. suberosa por V-Crioplac

a.
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Dessa forma, na continuagdo deste trabalho, foi avaliada a aplicagdo direcionada de

substancias antioxidantes nessas etapas especificas do protocolo.

4.3 Avaliacéo do uso de substancias antioxidantes em diferentes etapas do protocolo de

criopreservacdo por V-Crioplaca

4.3.1 Avaliacdo da influéncia do acido ascorbico

A adicdo de acido ascorbico no protocolo de criopreservagao de apices caulinares de
P. suberosa permitiu a recuperagdo pés-resfriamento de brotos a partir de apices caulinares,

em diferentes taxas, nas duas concentragdes testadas.

Quando adicionado na etapa de loading, o acido ascorbico mostrou-se mais eficiente
para a recuperagdo de brotos (56,6%) na maior concentragdo testada (0,30 mM), embora nao
tenha diferido estatisticamente do controle. Por outro lado, a reposta ao tratamento com a
concentragdo inferior (0,15 mM) nesta mesma etapa foi influenciada negativamente,
provocando um decréscimo na porcentagem de recuperagdo (33,3%). Quando adicionado ao
PVS3, o uso desde antioxidante resultou em uma diminuicao significativa na recuperagao de
brotos, em ambas as concentracdes testadas (0,15mM — 40% e 0,30 mM — 36,6%) (Figura
22).

Figura 22 - Efeito da adig¢@o de acido ascorbico em diferentes etapas do protocolo de

criopreservacdo de apices caulinares de Passiflora suberosa L. pela
técnica de V-Crioplaca
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Legenda: Os resultados expressam média + erro padrdo. Letras iguais ndo apresentam diferencas
estatisticas pelo teste de Tukey (p< 0.05).
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De maneira geral, dpices caulinares tratados com &cido ascorbico, independente da
concentragdo e da etapa do protocolo de criopreservagdo, apresentaram o desenvolvimento de
brotos de forma lenta, quando comparado ao controle, com sinais de regeneragdo apds 60 dias

e recuperacao de brotos somente 90 dias apds o reaquecimento (Figura 23).

Figura 23 — Recuperagao de brotosa partir de apices caulinares de Passiflora suberosa L.
criopreservados utilizando a técnica de V—Crioplaca, apos tratamento com
diferentes concentragdes de acido ascorbico
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Legendas: Brotos obtidos 90 dias apds o reaquecimento e tratamento com acido
ascorbico nas etapas de loading (A e B) ou PVS3 (C e D). Barra = lcm
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4.3.2 Avaliacao da influéncia da glutationa

Nao foram observadas diferengas significativas na porcentagem de formagdo de brotos
a partir de apices caulinares tratados com as duas concentracdes de glutationa testadas,
independentemente das etapas do protocolo de criopreservacdo analisadas. No entanto,
embora os tratamentos ndo tenham sido estatisticamente diferentes, o uso de glutationa a 0,16
mM na etapa de desidratacdo com PVS3 induziu um maior efeito positivo na porcentagem de

recuperagdo dos brotos (60%) (Figura 24).

Nos materiais tratados com glutationa, a sobrevivéncia, evidenciada pelo
desenvolvimento dos primeiros foliolos e, ocasionalmente, pela producdo de calos, foi
observada em resposta aos tratamentos, 30 dias apos transferéncia dos apices caulinares para
condi¢cdes de recuperacdo (Figura 25 — A-D). A recuperacio dos brotos ocorreu
aproximadamente 60 dias apos o reaquecimento, com grande incidéncia de calos na base dos
explantes (Figura 25 — E-H).Porém, apds a retirada dos calos, foi observado o

desenvolvimento normal dos brotos.

Figura 24- Efeito da adicdo de glutationa em diferentes etapas do protocolo de
criopreservacdo de apices caulinares de Passiflora suberosa L. utilizando a técnica de V-
Crioplaca
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Legenda: Os resultados expressam média + erro padrdo. Letras iguais ndo apresentam diferencas
estatisticas pelo teste de Tukey (p< 0.05).
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Figura 25 — Desenvolvimento de brotos a partir de apices caulinares de Passiflora suberosa
L. criopreservados utilizando a técnica de V—Crioplaca, apos tratamento com diferentes
concentracoes de glutationa
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Legendas: Brotos obtidos30 dias (A-D) ou 60 dias (E-H) apds o reaquecimento, tratados com glutationa nas
etapas de loading (A, B, E e F) ou PVS3 (C, D, G ¢ H). Barra= lcm.
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4.4 Avaliacéo da estabilidade metabdlica dos materiais submetidos a criopreservacéo

4.4.1_Anélise por CCD

4.4.1.1 Analise de acidos fenolicos

A fase movel utilizada para a investigacdo da presenga de acidos fendlicos permitiu a
separacao ¢ a visualizacdo de manchas em todos os materiais analisados (folhas de P.
suberosa mantidas in vitro e de plantas derivadas de apices criopreservados, com ou sem
tratamento com glutationa), sem diferencas em relacdo aos perfis cromatograficos. Foram
detectadas trés substancias, representadas por manchas de coloracdo azul-esverdeado, com
valores de Ry de 0,48, 0,62 e 0,79, respectivamente. Quando comparadas aos padroes
utilizados, somente foi possivel observar correspondéncia da substancia 3 com o padrao de

acido cafeico (Figura 26).

Figura 26 — Perfil cromatografico, pela técnica de CCD, para a detecgao de acidos fendlicos
em folhas de plantas de Passiflora suberosa L. mantidas in vitro ou derivadas de
apices caulinares criopreservados pela técnica de V-Crioplaca, com ou sem
tratamento com glutationa
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Folhe Folha Folha Crlo +  Acido Acido Acido Acido
In vitro Crio  Glutationa cafeico gilico  clorogénico ferdlico

Legenda: Fase movel: cloroféormio:acetato de etila:acetona: acido formico (40:30:20:10). Revelagao:
NP/PEG 4000 (Natural Products/polietilenoglicol). Visualiza¢do: UV345um
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4.4.1.2 Analise de flavonoides

A andlise por CCD para a detecgdo de flavonoides revelou a presenca de cinco
manchas intensas nas amostras estudadas, com valores Rrentre 0,28 ¢ 0,88, com excecao das
manchas de R¢ 0,35 e 0,49, que apresentaram baixa intensidade no extrato de folhas de plantas
in vitro. As quatro manchas de menor Ry (0,28 a 0,49) apresentaram coloragdo alaranjada
quando visualizadas em UV a 365 nm, compativel com flavonoides derivados de luteolina,
como a orientina e a isoorientina. A mancha de maior R¢(0,88) apresentou coloragdo azulada
em 365 nm, semelhante a coloragdo da mancha visualizada no fronte de solvente.As manchas
observadas ndo puderam ser relacionadas aos padroes de flavonoides utilizados, embora a
substancia 3 tenha apresentado a mesma coloragdo e um fator de retencdo proximo ao da

rutina (0,50) (Figura 27).

Figura 27 - Perfil cromatografico, pela técnica de CCD, para identificacdo de flavonoides
em folhas de plantas de Passiflora suberosa L. mantidas in vitro ou derivadas
de apices caulinares criopreservados pela técnica de V-Crioplaca, com ou sem
tratamento com glutationa

Legenda: Fase movel: acetato de etila:acidoformico:acido acético glacial:dgua (100:11:11:26 v/v).
Revelagao: NP/PEG 4000 (Natural Products/polietilenoglicol). Visualizagao: UV3es0m
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4.4.1.3 Andlise de saponinas

Todos os materiais analisados apresentaram manchas sugestivas de saponinas na
analise por CCD. Seis manchas, com valores de Rrentre 0,22 e 0,73, foram observadas em

todos os materiais, variando apenas na coloragao (Figura 28).

Figura 28 - Perfil cromatografico, pela técnica de CCD, para identificagdo de saponinas em
folhas de plantas de Passiflora suberosa L. mantidas in vitro ou derivadas de
apices caulinares criopreservados pela técnica de V-Crioplaca, com ou sem
tratamento com glutationa
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04T
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03 1 2 2 2
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Legenda: Fase movel: cloroformio:acidoacético:metanol:agua (60:32:12:8 v/v). Revelagdo: Anisaldeido
sulfurico. Visualizacdo:Luz visivel,
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4.5 Analise por CLAE-DAD-UV

A analise cromatografica, realizada a 340 nm, dos extratos de folhas de P. suberosa
excisadas de plantas mantidas in vitro e daquelas derivadas de apices criopreservados, com ou
sem tratamento com glutationa, indicou a presenca de um grupo de substancias, com tempos
de retengdo (tR) entre 13 e 16 minutos, nas trés amostras analisadas. O maior numero de
sinais (10) foi observado no extrato de folhas de plantas mantidas in vitro, incluindo duas

substancias somente detectadas nesta amostra (7 e 10) (Figura 29).

Figura 29 — Perfil cromatografico, pela técnica de CLAE-DAD-UYV, de folhas de plantas de
Passiflora suberosa L. mantidas in vitro ou derivadas de apices caulinares
criopreservados, com ou sem tratamento com glutationa, com deteccdo em
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Legenda: A) Extrato de folhas de plantas mantidas in vitro; B) Extrato de folhas de plantas criopreservadas; C)
Extrato de folhas de plantas criopreservadas tratadas com glutationa.
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Os sinais detectados apresentaram espectros de absor¢do caracteristicos de acidos
fenolicos e flavonoides. Os sinais 3, 4, 5, 8 ¢ 9 apresentaram espectros similares, com maior
absor¢ao em torno de 330 nm, enquanto os sinais 6 ¢ 7 apresentaram maior absor¢ao a 360

nm (Figura 30).

Figura 30 — Espectros de absorg¢do dos sinais detectados por CLAE-DAD-UV em extratos de
folhas de plantas de Passiflora suberosa L. mantidas in vitro ou derivadas de
apices caulinares criopreservados, com ou sem tratamento com glutationa, com
detec¢ao em UV340nm
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Legenda: A) Sinal 3 - tR = 13,02 min; B) Sinal 4 - tR = 13,38 min; C) Sinal 5 - tR = 13,71 min; D) Sinal 6 - tR
= 14,37 min; E) Sinal 7 - tR = 14,81 min; F) Sinal 8 - tR = 15,29 min; G) Sinal 9 - tR = 15,68 min.
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As trés amostras analisadas apresentaram, como substancia majoritaria, o sinal 5 (tR

= 13,71 minutos). Considerando a darea total dos sinais a 340 nm, essa substancia

corresponde a cerca de 68% da composigdo do extrato de folhas de plantas mantidas in vitro

e, aproximadamente, a 80% da composicao dos extratos de folhas de plantas derivadas de

apices criopreservados, com ou sem o tratamento com glutationa (Tabela 1). Além disso, foi

possivel observar uma reducdo na intensidade de todos os sinais detectados nas amostras

derivadas da criopreservagdo, quando comparados ao extrato de folhas de plantas mantidas

in vitro, com exce¢do do sinal 2, que se manteve igual nas trés amostras analisadas. Os

sinais 2, 4, 6, 8 ¢ 9 apresentaram areas ainda menores nas amostras de folhas derivadas de

apices criopreservados tratados com glutationa (Tabela 2).

Tabela 1 — Areas dos sinais detectados por CLAE-DAD-UV em extratos de folhas de
plantas de Passiflora suberosa L. mantidas in vitro ou derivadas de apices
caulinares criopreservados, com ou sem tratamento com glutationa, com

deteccdo em UVigonm

Sinais Area em UVa40 nm (MAU*s) / Intensidade (% relativa)
N° tR (min) Folha in vitro Folha crio F;I:t?i'fi:)ir?;
1 3,38 26,91 (2,1%) 14,34 (1,7%) 16,21 (2,0%)
2 3,98 9,60 (0,7%) 10,05 (1,2%) 6,52 (0,8%)
3 13,02 55,68 (4,3%) 20,32 (2,4%) 20,73 (2,6%)
4 13,38 121,67 (9,3%) 68,71 (8,1%) 51,60 (6,4%)
5 13,71 886,64 (68,1%) 662,53 (78,2%) 658,78 (81,7%)
6 14,37 56,99 (4,4%) 10,72 (1,3%) 9,43 (1,2%)
7 14,81 24,35 (1,9%) ND ND
8 15,29 42,41 (3,3%) 14,84 (1,8%) 11,87 (1,5%)
9 15,68 69,93 (5,4%) 45,76 (5,4%) 31,57 (3,9%)
10 39,56 7,88 (0,6%) ND ND

Legenda: ND — ndo detectado.
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Tabela 2 — Comparagao das areas dos sinais detectados por CLAE-DAD-UV,
com detec¢cdo em UV340nm,em extratos de folhas de plantas de
Passiflora suberosa L. mantidas in vitro e daquelas derivadas de apices
caulinares criopreservados, com ou sem tratamento com glutationa

Sinais Influéncia dps tratamentos
(% relativa da area)

N° tR (min) | Folha in vitro Folha Crio Folha glutationa
! 3z 00 W s3s 602
2 sos [0 | 0e7 (679
3 13,02 B b
4 13,38 B hu4
5 13,71
6 14,37 Pl 165
7 14,81 0,0
8 15,29 B | 280
9 15,68 B 4
10 39,56 0,0
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4.6 Avaliacéo da atividade antioxidante

4.6.1 Avaliacdo da capacidade de captura do radical DPPH

Extratos de folhas de Passiflora suberosa excisadas de plantas mantidas in vitro ou
derivadas de apices caulinares criopreservados pela técnica de V-Crioplaca, com ou sem
tratamento com glutationa, apresentaram elevada capacidade antioxidante, evidenciada pela

reducdo do radical DPPH em até 90% (Figura 31).

Os valores de CEs( variaram de 2,58 a 2,72 mg/mL, sem diferencas significativas entre
as amostras. Contudo, o potencial antioxidante observado correspondeu a, aproximadamente,
60 vezes menos do que o apresentado pela quercetina (0,042 mg/mL), utilizada como controle

positivo para esse ensaio (Tabela 3).

Figura 31 — Porcentagem de captura do radical DPPH por extratos de folhas de plantas
de Passiflora suberosa L. mantidas in vitro ou criopreservadas pela técnica
de V-Crioplaca, com ou sem tratamento com glutationa
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Tabela 3 — Capacidade de captura do radical DPPH por extratos de folhas de plantas de
Passiflora suberosa L. mantidas in vitro ou criopreservadas pela técnica de V-
Crioplaca, com ou sem tratamento com glutationa

Amostras Concentracao Captura DPPH CEsg
(mg/mL) (%) (mg/mL)
Quercetina 0,02 -0,1 28,1 -94,2 0,042+ 0,0°
Plantas in vitro 0,25-5,0 5,5-90,6 2,58 +0,0°
Plantas criopreservadas 0,25-5,0 4,3 — 88,7 2,68 £ 0,047b
Plantas criopreservadas b
0,25-5,0 4,9 — 88,6 2,72 £ 0,044

+ Glutationa

Os resultados expressam média + desvio padrio. Médias em cada coluna seguidas pela mesma letra néo
apresentam diferencas estatisticas pelo teste de Tukey-Kramer (p < 0,05).

4.6.2 Avaliacdo da capacidade quelante de ions ferrosos

Extratos de todas as amostras analisadas apresentaram elevado potencial antioxidante
como quelantes de ions metéalicos, com baixos valores de CEsy (0,92 a 0,99 mg/mL), sem

diferencas significativas (Tabela 4).

Tabela 4 — Potencial antioxidante avaliado pela capacidade quelante de ions ferrosos em
extratos de folhas de plantas de Passiflora suberosa L. mantidas in vitro ou
criopreservadas pela técnica de V-Crioplaca, com ou sem tratamento com

glutationa
Concentracéao Atividade Quelante CExo

Amostras (mg/mL) (%) (mg/mL)
EDTA 0,005 -0,02 24,6— 96,2 0,098 + 0,0*
Plantas in vitro 0,25 2,0 233-792 0,92 + 0,06°
Plantas criopreservadas 0,25-2,0 15,5-83,0 0,98 + 0,03b
Plantas criopreservadas + b

0,25-2,0 16,1 — 84,4 0,99 +£ 0,06

Glutationa

Os resultados expressam média + desvio padrdo. Médias em cada coluna seguidas pela mesma letra ndo
apresentam diferencgas estatisticas pelo teste de Tukey-Kramer (p < 0,05).
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4.6.3 Anélise qualitativa da atividade antioxidante CCD-DPPH

Para a andlise qualitativa do potencial antioxidante dos extratos de folhas de plantas de
Passiflora suberosa L. mantidas in vitro ou criopreservadas pela técnica de V-Crioplaca, com
ou sem tratamento com glutationa, foi realizada a separacdo das substancias em placas de
CCD utilizando fases moveis especificas para flavonoides, acidos fenolicos e saponinas, antes

da determinag@o da capacidade de captura do radical DPPH in situ.

Na anélise para acidos fendlicos foram observadas manchas amarelas sobre o fundo
arroxeado, correspondentes a captura do radical DPPH, nas trés substancias previamente
detectadas nos extratos de folhas de plantas mantidas in vitro e daquelas derivadas de apices
caulinares criopreservados com ou sem tratamento com glutationa. As substancias 1 e 3 (R¢=
0,48 e Ry = 0,79, respectivamente) apresentaram fraca atividade antioxidante, associada a
suavidade na intensidade das manchas, enquanto a substancia 2 (R¢ = 0,62) apresentou uma
mancha amarela de alta intensidade, indicando elevado potencial antioxidante. A acdo
antioxidante também foi evidente nas manchas referentes aos padrdes de referéncia utilizados

(Figura 32).

Figura 32 - Perfil cromatografico para a avaliagdo da atividade antioxidante de flavonoides
em extratos de folhas de plantas de Passiflora suberosa L. mantidas in vitro ou
criopreservadas pela técnica de V-Crioplaca, com ou sem tratamento com
glutationa

Folhe folla  foltha Clo +

" witro Crio Glutationa

Legenda: Fase movel: cloroférmio:acetato de etila:acetona: acido formico (40:30:20:10). Revelagdo: A)
NP/PEG 4000 (visualizagdo sob UV345,m); B) Solugdo metanodlica de DPPH a 0,02%.
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Na analise para flavonoides foi observado que todas as manchas previamente
observadas nas trés amostras analisadas apresentaram acdo antioxidante, evidenciada por
bandas amarelas sobre o fundo arroxeado (Figura 33). Por outro lado, na andlise para
saponinas foram visualizadas trés manchas amarelas com alta intensidade nas amostras
analisadas, com Ry = 0,56 ¢ 0,46, indicando que a capacidade antioxidante apresentada por
esses extratos também pode estar associada a presenca dessas substincias. Cabe destacar
que uma dessas manchas (R¢ = 0,50), ndo foi visualizada com a revelagdo por anisaldeido

sulfurico (Figura 34).

Figura 33 - Perfil cromatografico para a avaliagdo da atividade antioxidante de flavonoides
em extratos de folhas de plantas de Passiflora suberosa L. mantidas in vitro ou
criopreservadas pela técnica de V-Crioplaca, com ou sem tratamento com
glutationa

L s o
%, % % 2.
% 2 %
v K )
%
%

. 2 : o
% %,
“ %

Legenda: Fase movel: acetato de etila:acidoformico:acido acético glacial:agua (100:11:11:26 v/v).
Revelagdo: A) NP/PEG 4000 (Visualiza¢ao: UV3¢s5 ,m); B) Solugdo metandlica de DPPH a 0,2%.
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Figura 34 - Perfil cromatografico para a avaliacdo da atividade antioxidante de saponinas em

extratos de folhas de plantas de Passiflora suberosa L. mantidas in vitro ou
criopreservadas pela técnica de V-Crioplaca, com ou sem tratamento com

glutationa
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Legenda: Fase movel: cloroférmio:acidoacético:metanol:agua (60:32:12:8 v/v). Revelagdo: A)

anialdeido sulfurico; B) Solu¢do metanélica de DPPH a 0,2%.
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4.6.4 Determinacdo do conteudo fendlico e correlacdo com a capacidade de captura do radical

DPPH

Nao foram observadas diferengas significativas na producdo de substancias fenolicas

entre os materiais de P. suberosa analisados. Além disso, houve uma correlagdo positiva entre

o teor de fendis totais e o potencial antioxidante desses materiais, evidenciado pela

capacidade de captura do radical DPPH (Figura 35).

Figura 35 - Correlagao entre conteudo fendlico e atividade antioxidante de extratos de

folhas de plantas de Passiflora suberosa L. mantidas in vitro ou

criopreservadas pela técnica de V-Crioplaca, com ou sem tratamento com
glutationa
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5 DISCUSSAO

Nos tltimos anos, o sucesso e fracasso dos protocolos de criopreservagao deixaram
de ser relacionados apenas a formagdo de cristais de gelo. Estudos mais recentes tém
mostrado que outros fatores, além das injirias mecanicas, podem induzir e/ou e amplificar os
danos celulares durante as diferentes etapas dos protocolos, embora s6 possam ser constatados
apds o armazenamento, em funcao de baixas taxas de recuperacdo (JOHNSTON et al., 2007a;

SKYBA et al., 2010; KACZMARCZYK et al., 2012).

O conhecimento dos mecanismos celulares de resposta a desidratacdo e a baixas
temperaturas, assim como a caracterizacdo das injurias resultantes, sdo consideradas
ferramentas importantes para a implementacao de agdes que minimizem os danos celulares,
permitindo a obten¢do de maiores taxas de recuperacdo apos o armazenamento (JOHNSTON
et al., 2007a; SKYBA et al., 2010; LYNCH et al., 2011). Contudo, embora as respostas
fisiologicas sejam bem conhecidas para espécies de clima temperado, os impactos desse tipo

de estresse em espécies tropicais ainda ndo sao muito conhecidos (ZHANG et al., 2018).

As diferentes técnicas de criopreservacdo envolvem adaptacdes e ajustes
especificos para atenuacdo de injurias, embora as condi¢des indutoras de criotolerancia
também sejam potencialmente geradoras de estresse. A técnica de V-Crioplaca vem sendo
considerada bastante eficaz para o armazenamento de materiais vegetais em NL, por resultar
em altas taxas de recuperacdo de plantas (NIINO et al., 2013; YAMAMOTO et al., 2011;
2012; 2015; CORDEIRO et al., 2015; RAFIQUE et al., 2015; SIMAO et al., 2018). Os
resultados obtidos estdo associados, principalmente, a diminui¢do da quantidade de solugdo
crioprotetora ¢ a velocidade de troca de temperatura na base de aluminio, o que resulta em
menor toxicidade e reduz a probabilidade de danos fisicos causados pela formacdo de cristais

de gelo (NIINO et al., 2013).

Em P. suberosa, a utilizacdo da técnica de V-Crioplaca se mostrou mais eficiente
para a criopreservacao de apices caulinares, quando comparada as técnicas de vitrificagdo e
encapsulamento-vitrificagdo. No estabelecimento do protocolo utilizando a técnica de V-
Crioplaca foram avaliadas a influéncia da idade dos explantes e do tempo de exposicdo as
solucdes crioprotetoras PVS2 e PVS3, sendo as maiores taxas de recuperacao de plantas
observadas em explantes de 40 dias expostos a PVS3 por 90 minutos (60%) (VIANNA et al.,

2019). Esse resultado representou um aumento significativo em relagdo aos obtidos



88

anteriormente, quando foram observadas taxas de recuperacdo de 8 e 28% (GARCIA et al.,
2011b). Além disso, o desenvolvimento de plantas apos a criopreservagdo por V-Crioplaca
ocorreu de forma mais rapida que nos outros protocolos, com uma reducao do periodo de

recuperagao dos explantes cerca de 30 dias (VIANNA, 2016).

Como as principais injurias observadas durante a criopreservagao estdo associadas a
danos oxidativos provocados pelas baixas temperaturas e pelo desbalanco osmotico, a
avaliacdo do estresse oxidativo ¢ de grande relevancia e deve ser realizada durante todo o
protocolo, uma vez que cada tratamento pode contribuir de forma isolada e/ou em conjunto
para o fracasso da técnica, levando ao aciimulo progressivo de injurias (RAHMAH et al.,
2015). Assim, neste trabalho, foram avaliados aspectos bioquimicos, como a peroxidagao de
lipidios ¢ a atividade de enzimas antioxidantes, visando a identifica¢dao das etapas criticas do

protocolo e o posterior direcionamento da aplicacdao de substancias antioxidantes.

A osmoprote¢do e a desidratagdo sdo, no geral, consideradas as etapas mais
determinantes dos estresses osmoticos e oxidativo, ja que a remog¢ao acentuada da dgua que
provoca alteracdes na dinamica dos fosfolipidios de membrana e aumento na concentracao de
eletrélitos, além de mudangas no pH e nas interagdes entre macromoléculas (REINHOUD et
al., 2000). Adicionalmente, as etapas de resfriamento rapido e reaquecimento também estao
associadas a ocorréncia de injurias, principalmente aquelas causadas pela cristalizagdo
intracelular da 4gua, quando ha distribui¢do desigual dos crioprotetores nas etapas anteriores
(RAHMAH et al., 2015). Contudo, a quantificacdo desses danos nos materiais derivados de
sistemas in vitro ¢ dificultada, principalmente, pelo tamanho reduzido dos explantes, o que
torna necessaria a utilizacdo de uma grande quantidade de material vegetal para as analises.
Além disso, os tecidos vegetais possuem um elevado conteudo de carboidratos e metabdlitos
secundarios, que podem dificultar ainda mais a detec¢do de danos oxidativos (FANG et al.,

2008).

As estruturas-chave nas respostas induzidas pelas baixas temperaturas sdao as
membranas celulares, visto que as alteracdes em sua composicao e propriedades fisicas
(reducdo da fluidez e aumento da rigidez) sdo desencadeadoras de mecanismos de sinalizagdo
de tolerancia ao frio ¢ atenuantes de danos (LISSARE et al. 2010; MIURA; FURUMOTO,
2013; RIHAN et al., 2017). No entanto, as baixas temperaturas e a utilizacdo de agentes
osmoticos (crioprotetores) podem afetd-las, ndo s6 pela formagdo de cristais de gelo, mas
também pela peroxidagdo de fosfolipidios (FUNNEKOTTER et al., 2013). Essas lesdes

aumentam a permeabilidade, afetando os processos de osmose e difusdo, alterando as trocas
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ionicas e comprometendo sua funcdo (GEORGIEVA et al., 2014).Portanto, o impacto de
crioinjurias nas membranas celulares tem recebido aten¢do especial nos ultimos anos

(FUNNEKOTTER et al., 2017).

Neste trabalho, a peroxidagao de fosfolipidios foi avaliada nos materiais submetidos as
diferentes etapas do protocolo de criopreservagdo por V-Crioplaca, por meio da quantificagao
de MDA. Esse ensaio foi escolhido, uma vez que o MDA ¢ um produto da peroxidagdo de
lipidios e tem sido bastante utilizado como biomarcador de danos oxidativos em diversos
materiais criopreservados, como embrides zigdticos de milho e palmeira (WEN et al., 2010;
2012), embrides somaticos de Olea europaea (LYNCH et al., 2011), apices caulinares
deRubus (UCHENDU et al. 2010b) ¢ Hypericum perforatum (SKYBA et al., 2010;
DANOVA et al,, 2012; GEORGIEVA et al., 2014), calos embriogénicos de Agapanthus
praecox (ZHANG et al., 2015; CHEN et al., 2016), protocormos de Dendrobium
(POOBATHY et al., 2013), plantulas de Arabidopsis thaliana e Oryza sativa (REN et al.,
2015; HUANG et al., 2018) e gemas laterais de Hancornia speciosa (PRUDENTE et al.,
2017).

Embora a quantificagdo espectrofotométrica do MDA seja considerada um ensaio
sensivel, o teste pode superestimar os niveis dessa substincia, devido a alta reatividade do
MDA com carboidratos e alguns metabdlitos secundarios, como as antocianinas (HODGES et
al., 1999; WANG et al., 2014). Dessa forma, com o objetivo de eliminar essas interferéncias
para uma estimativa mais adequada da taxa de peroxidagao de lipidios nos tecidos estudados,
optamos por utilizar a metodologia ajustada por Hodges e colaboradores (1999), a qual inclui
a leitura em outros comprimentos de onda (440 e 600 nm). Altas taxas de MDA foram
detectadas nos apices caulinares de P. suberosa apdés a desidratagio com PVS3 e
imediatamente ap0s a retirada do NL, mas nao 10 dias apds o reaquecimento. Esses resultados
sugerem que, embora tenha ocorrido peroxida¢do lipidica durante o processo de
criopreservacao, houve também a acdo do sistema antioxidante celular com a consequente

redu¢do dos danos as membranas celulares apds o reaquecimento.

Resultados similares foram observados em calos embriogénicos de Agapanthus
praecox, que apresentaram um aumento significativo na produ¢do de MDA durante o
processo de criopreservagdo, principalmente nas etapas de desidratacdo e reaquecimento,
alcancando valores até 2,5 vezes maiores do que os observados nos materiais controle
(ZHANG et al., 2015).Da mesma forma, picos de producdo de MDA foram observados em
plantulas de Arabidopsis thaliana apos a desidratacdo e o reaquecimento (CHEN et al., 2015,
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REN et al., 2015), enquanto para embrides de arroz, as maiores taxas de peroxidagdo de
lipidios foram observadas apds a desidratagdo (HUANG et al., 2018).No entanto, a elevacao
dos niveis de MDA pode também ocorrer em outras etapas dos protocolos, incluindo a

osmoprotecao, como demonstrado por Uchendu e colaboradores (2010b).

Alguns autores estabeleceram também uma relagdo positiva entre a produgdo de
MDA e o aumento dos niveis de H,O, e OH" durante a criopreservagdo (ZHANG et al., 2015;
CHEN et al., 2015; 2016), principalmente nas etapas de desidratacdo e reaquecimento
(ZHANG et al., 2015; REN et al., 2015; HUANG et al., 2018). Dessa forma, outro aspecto
abordado no presente trabalho foi a avaliagdao da acdo do sistema antioxidante celular durante
a criopreservagdo dos apices caulinares de P. suberosa, por meio da quantificacdo de
proteinas totais e da atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e APX nas diferentes

etapas do protocolo.

O teor de proteinas totais dos apices caulinares de P. suberosa variou no decorrer do
processo de criopreservacdo, tendo aumentado nas etapas de pré-cultura e osmoprotecdo. A
influéncia dos tratamentos crioprotetores na produgdo de proteinas tem sido observada por
diversos pesquisadores (FOLGADO et al., 2014, GONZALEZ-ARNAO et al., 2018).
Rahmah e colaboradores (2015) constataram um acumulo de proteinas totais em explantes de
Brassidium, com aumentos consideraveis nas etapas de osmoprotecdo e resfriamento em NL.
Apices caulinares de Vanilla planifolia também apresentaram mudangas no perfil proteico em
resposta, principalmente, ao pré-cultivo em sacarose, & osmoprotecdo e a desidratacdo com
PVS3, as quais foram associadas ao aumento da producdo de enzimas do sistema antioxidante

e a diminuigdo de proteinas de choque térmico (GONZALEZ-ARNAO et al., 2018).

O acumulo progressivo de proteinas durante o processo de criopreservagdo tem sido
apontado como uma das alteracdes fisiologicas de tolerancia ao frio (LISSARE et al., 2010;
MIURA; FURUMOTO, 2013; RAHMAH et al., 2015; RIHAN et al., 2017). Essa expressao
diferencial de proteinas pode ocorrer na parede celular, no apoplasto € no citoplasma, como
um mecanismo de crioprotecdo (HEIDARVAND; AMIRI, 2010). Estudos recentes de
protedmica tém demostrado que a resposta aos tratamentos crioprotetores envolve alteragdes
no metabolismo proteico, abrangendo sintese, enovelamento e degradacdo de proteinas,
principalmente aquelas participantes de vias de sinalizacdo de estresse e do metabolismo de
carboidratos, assim como enzimas antioxidantes, proteinas estruturais de membrana e
proteinas de choque térmico (DI et al., 2018; GONZALEZ-ARNAO et al., 2018). Dessa

forma, as proteinas podem atuar na prote¢do e prevencao das crioinjurias pela estabilizacdo de
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estruturas e membranas celulares, interagindo com fosfolipidios, agucares e outros
componentes durante o estresse osmotico e resfriamento, além de atuarem como
omorreguladores e participarem da captura de radicais (HEIDARVAND; AMIRI, 2010;
FOLGADO et al., 2014; GONZALEZ-ARNAO et al., 2018). Além disso, o aporte de
proteinas poderia ser uma fonte potencial de nitrogénio para a célula apds condigdes de

estresse (LISSARE et al., 2010; RAHMAH et al., 2015; RIHAN et al., 2017).

A avaliagdo da atividade de SOD revelou um aumento nos estagios iniciais do
protocolo de criopreservagao por V-Crioplaca, principalmente apds a pré-cultura e a
osmoprotecao, o que foi associado a ocorréncia de estresse oxidativo em resposta as primeiras
etapas de desidratacdo. Dessa forma, a SOD estaria participando da prevengdo da cascata
oxidativa, visto que o radical superoxido € o primeiro a ser formado e pode atuar como
precursor de outras moléculas reativas (ALSCHER et al., 2002; GILL; TUTEJA, 2010;
SHARMA et al., 2012; DEMIDCHIK, 2015). Por outro lado, o aumento na atividade de SOD
também pode ocorrer apdés o resfriamento, conforme observado na criopreservagdo de
Agapanthus praecox e Oryza sativa, tendo sido associado com a desintoxicagdo de ERO
induzidas pelas condi¢des criogénicas (ZHANG et al., 2015; HUANG et al., 2018).

Neste trabalho, a atividade de SOD também foi reduzida apds a etapa de
osmoprotecao, mantendo-se constante nas etapas seguintes do protocolo. Esse comportamento
poderia ter resultado no aumento dos niveis de MDA detectados apos a desidratacdo e
imediatamente apds o reaquecimento, considerando que a atividade insuficiente de SOD gera
um desbalango dos niveis de O,”, os quais podem reagir com H;O,dando origem ao
OH'(SEN, 2012; SHARMA et al., 2012, DEMIDCHIK,2015), uma ERO altamente reativa
que interage com fosfolipidios, afetando a integridade da membrana (FUNNEKOTTER et al.,
2013; 2017). Dessa forma, considerando a possibilidade do acumulo de moléculas H,O, como
uma condicdo potencialmente causadora de danos nas membranas, foram também

quantificadas as atividades das enzimas CAT e APX.

Durante o processo de criopreservagdo de apices caulinares de P. suberosa foi
observada uma reducdo da atividade de CAT, com a manutencao de clevada atividade de
APX, apds a etapa de osmoprotegdo. Apesar de a atividade de APX sugerir uma acdo do
sistema antioxidante contra os altos niveis de H,O,, eles podem ndo ter sido totalmente
reduzidos, devido a baixa atividade de CAT durante as etapas de desidratacdo em PVS3 e
resfriamento em NL. Assim, ¢ possivel que o H,O, possa estar induzindo, sozinho ou em

associagdo com o OH’ gerado pela sua reagdo com o excesso de O,", injurias oxidativas nas
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membranas celulares dos apices caulinares de P. suberosa, o que corrobora a ideia da

atividade insuficiente de SOD nas etapas ap6s a pré-cultura.

Apesar de varios autores terem detectado variagdes nos niveis de enzimas
antioxidantes para a neutralizacdo do excesso de ERO durante a criopreservacao (SKYBA et
al., 2010; WEN et al., 2010; 2012; DANOVA et al., 2012; REN et al., 2013; 2015;
POOBATHY et al., 2013; ZHANG et al., 2015; PRUDENTE et al., 2017; HUANG et al.,
2018), nao existe um padrdo especifico para essas alteracdes, uma vez que a producao de
ERO ¢ variavel ao longo do processo (GEORGIEVA et al., 2014). Wen e colaboradores
(2010, 2012) observaram que a baixa atividade de SOD, CAT e APX influenciaram
negativamente a recuperacao apos as etapas de dessecagdo e imersdo em NL em embrides de
Zea mays e de Livistona chinensis. Em protocormos de orquideas, a baixa taxa de recuperagio
de plantas (13%) foi atribuida a um expressivo estresse oxidativo associado, principalmente,
ao decréscimo dos niveis de CAT nas etapas de reaquecimento e recuperagdo (POOBATHY
et al., 2013). Zhang e colaboradores (2015) também observaram baixos niveis de SOD e CAT
durante as etapas anteriores ao armazenamento em NL, apresentando aumento somente apos a
dilui¢do (CAT) e a recuperagdo (CAT e SOD). Embora o estresse oxidativo tenha sido
detectado, a atividade das enzimas ao longo do processo de criopreservacao nao exerceu forte
influéncia na viabilidade celular, a qual foi associada a agdo de componentes ndo enzimaticos

do sistema antioxidante endogeno, como acido ascorbico e GSH.

Com base na observacdo dos processos naturais de protecdo ao estresse por
substancias antioxidantes, a aplicacdo exdgena de acido ascorbico e glutationa em diferentes
etapas dos protocolos de criopreservagdo com o objetivo de complementar a acdo do sistema
antioxidante celular t€ém sido um mecanismo chave para a otimizagdo do armazenamento em
longo prazo de diversas espécies (UCHENDU et al., 2010a, b; ZHANG et al., 2015; CHEN et
al., 2016; BI et al., 2018).Embora o uso dessas substancias seja frequentemente associado a
inibicdo da produgdo de H,O,, redugdo das taxas de peroxidagdao de lipidios, aumento da
atividade de enzimas antioxidantes e inibi¢ao de morte celular, os mecanismos de acao desses
e de outros antioxidantes na recuperacdo de explantes ainda ndo foram completamente
elucidados (CHEN et al., 2016).

Apesar de ouso de antioxidantes exogenos ser considerado importante para o sucesso
de protocolos criopreservagdo, no presente trabalho, a aplicagdo de substancias antioxidantes
ndo contribuiu para o aumento da taxa de recuperagdo dos brotos a partir de apices caulinares

de P. suberosa. Embora o uso de glutationa nao tenha afetado as taxas de formacao de brotos



93

pos-resfriamento, a aplicacdo de 4acido ascorbico induziu uma redugdo significativa na
recuperagdo de plantas. Resultados similares foram descritos apos o uso de antioxidantes na
criopreservagdo de apices caulinares de Nephelium ramboutan-ake (CHUA; NORMAH,
2011) e de Menthax piperita L. (GONZALEZ-BENITO et al., 2016), assim como para
protocormos de orquidea (KHOR et al., 2020). Em contrapartida, Zhang e colaboradores
(2015) observaram um efeito positivo na criopreservacdo de calos embrionarios de
Agapanthus praecox, apos tratamentos com acido ascorbico ou glutationa na etapa de
desidratacao por PVS2. Nestas condi¢des, o uso de glutationaa 0,08 mM foi mais eficiente
para o aumento da viabilidade dos calos, enquanto concentragdes superiores ndo promoveram
aumento ou reduziram drasticamente a recuperagdo do material vegetal (0,16 nm ou 0,32mM,

respectivamente) (CHEN et al., 2016).

A implementacdo de sistemas de monitoramento ¢ considerada essencial para o
sucesso dos protocolos de armazenamento em longo prazo de materiais biotecnologicos. Para
plantas com potencial medicinal, a avaliagdo da capacidade biossintética apds a
criopreservagao ¢ fundamental para avaliar a preservagao de suas caracteristicas metabolicas e
0 ndo comprometimento das vias de produgdo de substancias bioativas, assim como de suas
propriedades terapéuticas. Contudo, poucos estudos relatam a andlise da estabilidade
metabolica de materiais vegetais apos a criopreservacdo (MARCO-MEDINA; CASAS, 2013)

Neste trabalho, duas técnicas cromatograficas (CCD e CLAE-DAD-UV) foram
utilizadas para avaliar a manuten¢do do perfil biossintético de plantas de P. suberosa
derivadas de apices caulinares submetidos a criopreservacdo, com ou sem tratamento com

glutationa nas etapas prévias ao armazenamento em NL.

A técnica de CCD foi selecionada, uma vez que permite a obtencao de resultados mais
rapidos, além de apresentar baixo custo e ser de facil execugdo e interpretacdo (BIRK;
PROVENSI; GOSMANN, 2005). Considerando as substancias ja detectadas em P. suberosa e
em outras espécies do género, foram selecionados sistemas de CCD para a deteccao de
flavonoides, acidos fendlicos e saponinas. Foram observadas manchas indicativas dos trés
grupos de substincias analisadas, porém sem diferencas entre os perfis cromatograficos das
amostras submetidas ou ndo a criopreservacao, independente do tratamento com glutationa,

indicando a manuteng¢ao das caracteristicas biossintéticas dos materiais criopreservados.

A andlise de flavonoides revelou a presenca de trés substancias nos extratos foliares
estudados, identificadas por manchas de coloragdo laranja, as quais ndo puderam ser

correlacionadas aos padrdes utilizados nas analises por CCD. No entanto, ¢ possivel sugerir
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que essas substancias sejam flavonas de luteolina, como a orientina e a isoorientina, uma vez
que apresentam a fluorescéncia alaranjada caracteristica dessas substancias, quando
visualizadas a 365nm (MARSTON; HOSTETTMANN, 2006). Foi observada ainda uma
mancha de coloracao azulada, provavelmente associada a um 4acido fendlico presente nas
amostras. Estes resultados estdo de acordo com os descritos anteriormente para a espécie

(BIRK et al., 2005; GOSMANN et al., 2011; SIMAO et al., 2018).

A investigacao por CCD revelou ainda a presenga de saponinas e de acidos fendlicos
nos extratos foliares de P. suberosa. Nas analises de acidos fenolicos foram detectadas trés
substancias, sendo uma delas associada ao padrao de acido cafeico. De um modo geral, os
maracujas apresentam uma variedade de acidos fenodlicos, principalmente acido cafeico, acido
clorogénico, acido p-cumdrico, acido fertlico, acido galico, &cido trans-cindnmico e acido
hidrobenzoico (GADIOLI et al., 2018; SHANMUGAM et al., 2018; ROTTA et al., 2018;
SANTOS et al., 2021). Essas substincias sdo conhecidas, principalmente, por sua agdo
antioxidante (GOLENIOWSKI et al., 2013; TANASE et al., 2019).

Analises mais especificas dos extratos foliares de P. suberosa foram realizadas por
CLAE-DAD-UV. Essa técnica ¢ uma importante ferramenta para a separacdo analitica de
substancias em extratos de Passiflora, devido a sua sensibilidade e ampla aplicagdo para
grupos de metabolitos de interesse (SILVA; BOTTOLI, 2015; GADIOLI et al., 2018;
OZAROWSKI et al., 2018; ALVES et al., 2020).

Neste trabalho, a andlise por CLAE evidenciou a presenga de substancias
caracterizadas como acidos fenolicos e flavonoides, com base em seus espectros de absor¢ao
a UV (ABAD-GARCfA et al., 2009; SIMOES et al., 2017). Além disso, foi também
observado que o armazenamento em NL ndo afetou, qualitativamente, a composi¢dao
fitoquimica das plantas derivadas de apices caulinares criopreservados, corroborando os dados
obtidos nas andlises por CCD. Entretanto, ocorreu uma redu¢do na intensidade de alguns
sinais nas amostras criopreservadas, quando comparadas ao grupo controle, sugerindo que o
processo de criopreservagao pode ter influenciado quantitativamente a produgdo das

substancias detectadas.

Andlises por CLAE tém sido utilizadas em estudos de criopreservagdo com o intuito
de avaliar a manutengdo das caracteristicas fitoquimicas apds o processo criogénico. Bi e
colaboradores (2016) observaram que o armazenamento em NL de &pices caulinares
Chrysanthemum morifolium pela técnica de vitrificagdo em gota ndo afetou a composicao

fitoquimicados regenerantes. O mesmo foi observado para a producdo de diosgenina em
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plantas derivadas de apices caulinares de Dioscorea floribunda criopreservados por
vitrificagdo (AHUJA et al., 2002), assim como para a producdo de flavondis em 4pices
caulinares Allium sp. (WANG et al.,, 2021) ¢ sinigrina em &apices de Wasabia japonica
(MATSUMOTO et al., 2013), ambos criopreservados pela técnica de vitrificagdo. Por outro
lado, as condi¢des de estresse durante o armazenamento podem modular a produgdo e a
resposta bioquimica de materiais crioppreservados, como observado por alguns autores.
Brunakova e Cellarova (2017), por exemplo, observaram um aumento de trés vezes na
producao de hipericina e de 38 vezes nos niveis de floroglucinol em plantas derivadas de

apices criopreservados de Hypericum perforatum e H. tetrapterum, respectivamente.

Metabdlitos secundarios, como os detectados nas analises cromatograficas realizadas
neste trabalho, podem participar do sistema antioxidante celular capturando diretamente
radicais livres, ou impedindo processos potencialmente indutores de moléculas oxidativas,
como a remogao de ions metalicos ¢ a inibigdo de sistemas enzimaticos produtores de radicais
livres (SOOBRATTEE et al., 2005). Essas substancias podem ainda aumentar a eficiéncia de
processos antioxidantes celulares pela inducdo da expressdo de genes relacionados a sintese
de enzimas antioxidantes (TAN et al.,, 2018; KAURINOVIC; VASTANG, 2019). Dessa
forma, a avaliagdo do potencial antioxidante de extratos foliares de plantas de P. suberosa

derivadas da criopreservacao foi um outro aspecto estudado neste trabalho.

Duas diferentes abordagens foram utilizadas neste trabalho para a andlise quantitativa
da capacidade antioxidante dos diferentes extratos. O ensaio de captura do radical DPPH
avalia o potencial redutor tendo como base o sequestro de radicais livres, e tem sido
amplamente utilizado para determinar o potencial antioxidante em Passiflora (ANTOGNONI
et al. 2007; ZERAIK et al., 2012; COLOMEU et al., 2014; LUGATO et al., 2014; SIMAO et
al., 2016). Por outro lado, a avalia¢do da capacidade quelante de ions metalicos, que evidencia
o potencial de inibicdo das reacdes de Fenton e de Haber Weiss, nas quais esses ions estdo
envolvidos (HARB et al., 2016), ainda ¢ pouco descrita em espécies do género (DA SILVA,
2021; SANTOS-TIERNO et al., 2021).

Os extratos de folhas de P. suberosa excisadas de plantas mantidas in vitro ou
derivadas de 4apices caulinares criopreservados, com ou sem tratamento com glutationa,
apresentaram elevado potencial antioxidante, evidenciado pela redugdo do radical DPPH e
pela capacidade de quelar ions metélicos. Esses dados, somados as respostas obtidas a partir
dos ensaios de CCD-DDPH e da correlacao entre contetido fenolico e atividade antioxidante,

também realizados neste trabalho, sugerem que o potencial antioxidante dos extratos pode
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estar associado a presenca de substincias fenodlicas, principalmente flavonoides e acidos
fenolicos, conforme ja observado para outras espécies do género (LUGATO et al., 2014;

SIMAO, 2019).

Substancias fenolicas sdo, frequentemente, associadas a atividade antioxidante devido
as suas propriedades redutoras, que as tornam eficientes na captura de radicais livres. Além
disso, essas substancias podem também quelar metais, especialmente ferro e cobre, inibindo a
formagdo de radicais livres (VUOLO et al., 2019). No entanto, sua eficiéncia antioxidante
pode variar, dependendo do niimero e disposicdo de grupos hidroxilas na sua estrutura

(SROKA; CISOWSKI, 2003).

Cabe ressaltar que as analises por CCD-DPPH realizadas neste trabalho também
indicaram que a capacidade antioxidante apresentada pelos extratos foliares de P. suberosa
também podem estar associadas a presenca de saponinas. Resultados similares ja foram
descritos para diversas espécies (FRANCIS et al., 2002; ASHRAF et al., 2013; CHEN et al.,
2014), incluindo para materiais biotecnologicos de Passiflora, como culturas de raizes

adventicias de P. pohlii (SIMAO et al., 2016) e calos friaveis de P. alata (DA SILVA, 2021).

O conjunto dos resultados descritos neste trabalho confirma a eficiéncia do uso da
criopreservagdo como uma estratégia de conservagdo em longo prazo para P. suberosa. As
alteragdes bioquimicas induzidas pela criopreservacdo, descritas pela primeira vez em uma
espécie do género Passiflora, contribuem para uma maior compreensdo das respostas
celulares de plantas tropicais ao estresse induzido pelo frio e pela desidratagdo. Ademais, a
manutencdo da capacidade biossintética em plantas derivadas de éapices criopreservados,
principalmente do ponto de vista qualitativo, agrega informagdes relevantes para o estudo do

funcionamento € modulacao do metabolismo secundario durante e apds a criopreservagao.
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CONCLUSOES

A partir dos diferentes estudos desenvolvidos neste trabalho com a espécic Passiflora

suberosa L., podemos concluir que:

e A deteccdo de altas taxas de MDA nos apices caulinares de P. suberosa submetidos a
desidratacao com PVS3 e imediatamente apds a retirada do NL indica que o MDA
pode ser considerado um eficiente biomarcador de danos oxidativos nas membranas

celulares induzidos pelo processo de criopreservacao;

e Os danos oxidativos nas membranas celulares observados nos apices caulinares de P.
suberosa podem estar associados ao decréscimo das atividades de SOD e CAT apos as

etapas de osmoprote¢ao, desidratacao e imersao em NL;

e As analises do teor de MDA e das atividades das enzimas antioxidantes ao longo do
protocolo de criopreservagdo de apices de P. suberosa utilizando a técnica de V-
Crioplacas, permitiram a identificagdo das etapas de osmoprote¢ao ¢ desidratagdo em

PVS3 como as mais criticas do processo;

e As agoes direcionadas para o aperfeigoamento do protocolo de criopreservacao de
apices caulinares de P. suberosa por V-Crioplaca destacam a necessidade de maior
investigacdo na aplicagdo de outras substincias antioxidantes e/ou atenuantes de

processos indutores de morte celular;

e Andlises por CCD e CLAE-DAD-UV nao apontaram diferengas entre os perfis
cromatograficos dos extratos de folhas derivadas de plantas submetidas ou ndo a

criopreservacao;

e Extratos foliares de P. suberosa apresentaram alto potencial antioxidante, tanto por
mecanismos diretos, de captura de radicais, quanto mecanismos indiretos, de

capacidade quelante de ions ferrosos;

e O protocolo de V-Crioplaca previamente estabelecido para apices caulinares de P.
suberosa nao afetou a capacidade biossintética do material criopreservado,

preservando as caracteristicas do material original.
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PERSPECTIVAS

e Avaliar a influéncia de outras substancias com agdo antioxidante, isoladamente e/ou

em combinag¢do, nas etapas criticas do protocolo de criopreservacao;

e Monitorar a estabilidade genética e epigenética dos materiais criopreservados, por

meio dos marcadores RAPD, ISSR e MSAP.
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