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RESUMO

GENEROSO, Andressa Leal; D. Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; Fevereiro 2018; CONSERVACAO E CULTIVO in vitro DE
EMBRIOES DE MARACUJAZEIRO-AZEDO (Passiflora edulis Sims); Orientadora:
Profa. Virginia Silva Carvalho; Conselheiras: Prof?. Rosana Rodrigues e Prof2.
Telma Nair Santana Pereira.

No Brasil jA foram descritas 145 espécies vegetais pertencentes ao género
Passiflora, por isso o Brasil é considerado centro de diversidade do género.
Porém, a erosdo genética ameaca toda essa diversidade do género Passiflora.
Além disso, os programas de melhoramento genético de maracujazeiro-azedo
tém encontrado dificuldades na obtencdo de hibridos interespecificos devido ao
aborto do embrido. Tal barreira pode ser superada com a técnica de resgate de
embrides zigéticos imaturos, que ainda nado foi relatada em espécies de
Passiflora. Este trabalho objetivou estudar o cultivo in vitro de embrides zigdéticos
maduros e imaturos de maracujazeiro-azedo (P. edulis Sims), para posterior uso
no resgate de embrides e desenvolver novas estratégias para a conservacao in
vitro de maracujazeiro-azedo, por meio da criopreservacdo de sementes e do
cultivo minimo in vitro de segmentos nodais. Para o cultivo de embrifes zigéticos
maduros, foram realizados experimentos de germinagcdo e crescimento das
plantulas in vitro, testando quatro concentracdes de sais minerais (MS, ¥ MS,
MSM e % MSM) e cinco de sacarose (0, 10, 20, 30 e 40 g L). Para o cultivo de
embrides imaturos nos estadios heterotréficos (globular e cordiforme) e autotrofico

(torpedo e cotiledonar), foram testados meios com cinco concentracbes de

XXi



sacarose (20, 40, 60, 80 e 100 g L) e quatro de fitorreguladores (sem
fitorregulador; 0,0571 umol L de AIA + 0,0289 pmol L de GAs; 0,0571 pmol L*
de AIA; 0,0289 umol L? de GAs) (Capitulo 1). Para a conservacgdo in vitro foi
realizado um experimento de criopreservacdo de sementes de maracujazeiro-
azedo com quatro teores de agua inicial (5, 10, 15 e 25%) imersos ou ndo em
nitrogénio liquido (NL) e colocadas para germinar ex vitro e in vitro (Capitulo 2).
Para o cultivo minimo in vitro, os segmentos nodais de maracujazeiro-azedo
foram cultivados em meios com trés concentracfes de sais minerais (MSM, %
MSM e ¥4 MSM) e trés de sacarose (10, 20 e 30 g L), em duas temperaturas (20
e 27 °C) (Capitulo 3). Para a germinacao in vitro de embrides zigéticos maduros &
indicado o uso de ¥2 MSM com 30 g L' de sacarose e para o crescimento das
plantulas in vitro é indicado o uso de MSM com 30 g L' de sacarose. A
germinacdo de embriBes imaturos zigéticos heterotroficos é possivel com o uso
de 20 g L de sacarose e 0,0571 umol L de AIA + 0,0289 umol L! de GAs ou
0,0289 pmol L' de GAs. O cultivo in vitro de embrides zigéticos imaturos
autotréficos é possivel com o uso de 20 g L de sacarose sem fitorreguladores.
Para criopreservagdo de sementes de maracujazeiro-azedo. o teor de agua de
10% e o cultivo in vitro de embrides maduros isolados é a combinacdo mais
indicada, a fim de alcancar maior germinagdo. Para o cultivo minimo in vitro de
segmentos nodais de maracujazeiro-azedo, por até 180 dias, € indicado o uso do
meio de cultivo com sais minerais ¥ de MSM, 10 g L' de sacarose em
temperatura média de 20 °C.

Palavras-chave: Embrides zig6ticos; embrides imaturos; criopreservacao; cultivo

minimo in vitro.
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ABSTRACT

GENEROSO, Andressa Leal; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro; February 2018; In vitro CONSERVATION AND CULTURE OF EMBRYOS
OF PASSION FRUIT (Passiflora edulis Sims); Advisor: Profd. Virginia Silva
Carvalho; Committee members: Prof2. Rosana Rodrigues and Prof2. Telma Nair
Santana Pereira.

In Brazil, 145 plant species belonging to the genus Passiflora have been described,
so Brazil is considered a center of diversity of the genus. However, genetic erosion
threatens all this diversity of the genus Passiflora. In addition, the genetic
improvement programs of passion fruit have found difficulties in obtaining
interspecific hybrids due to the abortion of the embryo. Such a barrier can be
overcome with the technique of rescue of immature zygotic embryos, which has
not yet been reported in Passiflora species. This work aimed to study the in vitro
cultivation of mature and immature zygotic embryos of passion fruit (P. edulis
Sims), for later use in the rescue of embryos. And to develop new strategies for in
vitro conservation of passion fruit by means of cryopreservation of seeds and
minimal in vitro cultivation of nodal segments. For the cultivation of mature zygotic
embryos, germination and growth seedling experiments in vitro were carried out,
testing four concentrations of minerals (MS, %2 MS, MSM and %> MSM) and five
sucrose (0, 10, 20, 30 and 40 g L™1). For the culture of immature embryos in the
heterotrophic (globular and cordiform) and autotrophic stages (torpedo and
cotyledon), five medium concentrations of sucrose (20, 40, 60, 80 and 100 g L)
and four phytoregulators 0.0571 umol Lt of AIA + 0.0289 ymol L of GAs, 0.0571
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pumol Lt of AIA, 0.0289 umol L of GA3) (Chapter 1). For the in vitro conservation,
a cryopreservation experiment was carried out with four initial water contents (5,
10, 15 and 25%) immersed or not in liquid nitrogen (NL) and placed to germinate
ex vitro and in vitro (Chapter 2). For minimal in vitro cultivation, the nodal
segments of passion fruit were grown in medium with three concentrations of
minerals (MSM, ¥ MSM and ¥4 MSM) and three sucrose (10, 20 and 30 g L?) at
two temperatures (20 ° C and 27 ° C) (Chapter 3). For the in vitro germination of
mature zygotic embryos the use of ¥2 MSM with 30 g L of sucrose is indicated
and for the growth of the seedlings in vitro the use of MSM with 30 g L of sucrose
is indicated. The germination of heterotrophic zygotic immature embryos is
possible with the use of 20 g L of sucrose with and 0.0571 umol L* of AIA +
0.0289 pmol L of GAs or 0.0289 umol L of GAs. In vitro culture of autotrophic
immature zygotic embryos is possible with the use of 20 g L of sucrose without
phytoregulators. For cryopreservation of passion fruit seeds the water content of
10% and the in vitro culture of isolated mature embryos is the most indicated
combination to achieve greater germination. For the minimum in vitro cultivation of
nodal segments of passion fruit for up to 180 days the use of culture medium with
Y4 MSM mineral salts and 10 g L of sucrose at an average temperature of 20 ° C

is indicated.

Keywords: Zygotic embryos; immature embryos; cryopreservation; minimum

culture in vitro.
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1. INTRODUCAO

Existem evidéncias de que o género Passiflora L. tenha originado na Africa,
tendo chegado até a América por pontes de terra e se diversificado rapidamente
pela América do Sul (Muschner et al., 2012). Por isso, o Brasil &€ considerado um
importante centro de diversidade do género Passiflora, com 83 espécies
endémicas de 145 espécies ja descritas (Cervi, 2006; Flora do Brasil, 2017).
Dentre elas, a espécie P. edulis Sims, conhecida como maracujazeiro-azedo € a
principal espécie do género cultivada no Pais (Bernacci et al., 2008; Meletti et al.,
2011), em mais de 90% dos plantios (Viana et al., 2016).

O fruto do maracujazeiro-azedo pode ser consumido tanto in natura, ou ser
utilizado na confeccdo de doces, geleias, licores, sorvetes e sucos (Ferrari et al.,
2004; Meletti et al., 2007). Devido a sua grande importancia para a fruticultura
tropical, o melhoramento genético de maracujazeiro é realizado visando o
desenvolvimento de cultivares mais adaptadas, com maior produtividade e
resisténcia a doencas (Faleiro et al., 2005; Freitas et al., 2016).

O ataque de pragas e doengas na cultura do maracujazeiro-azedo é um
sério problema e causa reducgdo na longevidade e produtividade (Delanoé, 1991;
Pires et al., 2011). As espécies silvestres de Passiflora sdo a principal fonte de
genes de resisténcia (Faleiro et al., 2005; Meletti et al., 2005; Meletti, 2011). Os
programas de melhoramento genético de maracujazeiro buscam a transferéncia

de caracteristicas de resisténcia a doencas das espécies silvestres para as



espécies cultivadas (Jungqueira et al., 2005; Meletti et al., 2007; Santos et al., 2014
e 2015; Freitas et al., 2016).

Toda a diversidade encontrada nas espécies silvestres esta ameacada
devido a expressiva reducdo das areas florestais, ao desmatamento, a
urbanizacdo e a expansdo agricola, aumentando, assim, a preocupa¢do com a
conservacao dos recursos genéticos do género Passiflora (Bernacci et al., 2005).

A erosao genética € um risco significativo de perda de genes em espécies
de Passiflora (Ferreira et al., 2005). Uma maneira de reduzir os efeitos da perda
de variabilidade genética das espécies cultivadas é a montagem e manutencao de
bancos de germoplasma, visando a utilizacédo e conservagéo dos mesmos.

No Brasil, a maior parte da manutencédo de germoplasma do maracujazeiro &
feita por conservacgao ex situ em bancos de sementes e no campo. No entanto, 0s
bancos de sementes sofrem com a rdpida perda de viabilidade, dorméncia das
sementes e desuniformidade na germinacdo das sementes armazenadas
(Alexandre et al., 2004a; Ferreira et al., 2005; Wagner Junior et al., 2007; Ferreira
et al., 2007; Oliveira Janior et al., 2010; Zucareli et al., 2014; Aguacia et al., 2015;
Santos et al., 2016). As colecdes de campo exigem areas extensas para o plantio,
tornando dificil a manutencdo e a protecdo contra patdégenos e pragas,
inviabilizando este tipo de colecdo em alguns casos (Ferreira et al., 2005). Assim,
a conservacao in vitro € uma alternativa para reduzir os custos de manutencéo e
tornar o processo de conservacao das colecdes mais eficiente (Lima et al., 2004).

A conservacdo in vitro pode ser realizada basicamente pela
criopreservacdo e pelo cultivo minimo in vitro. A criopreservacdo € uma
metodologia de conservar o germoplasma por tempo indeterminado em
temperaturas ultrabaixas em nitrogénio liquido, até -196°C (Engelmann, 2004). O
cultivo minimo in vitro consiste em manter a cultura in vitro sob taxas de
crescimento limitado, por curto periodo de tempo, com subcultivos periddicos
(Withers, 1983; Morales et al., 1997). Os programas de melhoramento genético de
maracujazeiros S&0 0s principais interessados em conservar, de maneira segura,
o germoplasma de Passiflora (Cerqueira-Silva et al., 2016).

A hibridacdo interespecifica é o principal meio pelo qual se faz a
transferéncia de caracteristicas de resisténcia nos programas de melhoramento

genético (Payan e Martin, 1975). Dessa forma a hibridacéo interespecifica € a



melhor maneira de transferir genes de resisténcia das espécies silvestres de
Passiflora para a espécie cultivada.

No entanto, em alguns casos, 0 cruzamento entre algumas espécies
apresenta barreiras pés-fertilizacdo, como o aborto do embrido e o baixo vigor e
esterelidade dos hibridos obtidos, que podem inviabilizar a utilizacdo dos mesmos
(Lima et al., 2008; Meletti et al., 2007). Assim, 0 resgate e cultivo in vitro dos
embrides zigoticos pode ser uma alternativa viavel, quando os cruzamentos sao
incompativeis e possibilitam que o embrido seja resgatado antes que seja
abortado pela planta (Silva-Neto e Andrade, 2011). O cultivo in vitro de embrides
imaturos para este género ainda nao foi estudado, havendo assim, a necessidade

do desenvolvimento de protocolos eficientes para aplicar esta técnica.



2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Estudar o cultivo in vitro de embrides zigéticos maduros e imaturos de
maracujazeiro-azedo (P. edulis Sims), para posterior uso em programas de
melhoramento genético e aplicacdo da técnica de resgate de embribes, e
desenvolver novas estratégias para a conservacao in vitro de maracujazeiro-
azedo por meio da criopreservacao de sementes e cultivo minimo de segmentos

nodais.

2.2. Especificos

i. Estabelecer um meio de cultivo eficiente para a germinacdo in vitro de
embrides zigéticos maduros de maracujazeiro-azedo;

ii. Estabelecer um meio de cultivo eficiente para o crescimento in vitro de
embrides zigbticos maduros de maracujazeiro-azedo;

iii. Estabelecer um meio de cultivo responsivo para a germinacdo de embrides
zigoticos imaturos nos diferentes estadios de desenvolvimento heterotréfico
(globular e cordiforme) e autotréfico (torpedo e cotiledonar);

iv. Testar a eficiéncia da criopreservacdo de sementes de maracujazeiro-

azedo com diferentes teores de agua inicial;



Vi.

Vii.

Testar a eficiéncia da germinacdo de sementes ex vitro, em rolos de papel,
e do cultivo in vitro de embrides zigoticos maduros isolados, apds a
criopreservacdo de sementes de maracujazeiro-azedo;

Estabelecer um meio de cultivo eficiente para a conservagéo in vitro de
segmentos nodais de maracujazeiro-azedo, por meio do cultivo minimo;
Testar a melhor temperatura para a conservacao in vitro, por cultivo

minimo de segmentos nodais de maracujazeiro-azedo.



3. CAPITULOS

3.1. CULTIVO in vitro DE EMBRIOES MADUROS E IMATUROS DE
MARACUJAZEIRO-AZEDO

3.1.1. INTRODUCAO

O maracujazeiro-azedo (P. edulis Sims) é uma das espécies mais
estudadas e a principal espécie de maracujazeiro cultivada no Pais (Meletti et al.,
2011). Seu fruto é de grande importancia para a fruticultura tropical, podendo ser
consumido in natura, quanto industrializado (Ferrari et al., 2004; Kobori e Jorge,
2005). Embora seja uma fruteira semi-perene, em decorréncia do ataque de
doencas e pragas na cultura, o maracujazeiro-azedo sofre uma reducdo na
longevidade dos seus pomares, de cinco para dois anos de vida util (Delanoég,
1991; Pires et al., 2011). Por este motivo, o estado do Rio de Janeiro teve uma
reducdo de 72% de sua area plantada da cultura nos ultimos 10 anos (IBGE,
2013). Estes fatos confirmam a importancia de programas de melhoramento
genético na busca por novas cultivares resistentes a fatores bidticos e abidticos.

O melhoramento genético de maracujazeiro no Brasil visa o
desenvolvimento de cultivares mais adaptadas a diferentes regifes do Pais, com

maior produtividade e resisténcia a doencas (Faleiro et al., 2005; Meletti et al.,



2005; Freitas et al., 2016). A principal fonte de genes de resisténcia € encontrada
em espécies silvestres de Passiflora (Faleiro et al., 2005; Meletti et al., 2005;
Meletti, 2011; Santos et al., 2014 e 2015; Freitas et al., 2016), dessa forma a
hibridacao interespecifica € a melhor maneira de transferir genes de resisténcia
das espécies silvestres para a espécie cultivada.

A hibridagéo interespecifica € uma ferramenta valiosa ao melhoramento
genético do maracujazeiro, com a finalidade de aumentar a variabilidade e
introduzir genes de resisténcia as espécies comerciais (Payan e Martin, 1975).
Porém, em alguns cruzamentos interespecificos sdo encontradas barreiras pés-
zigbticas relacionadas ao aborto do embrido devido a degeneracdo do
endosperma, levando a esterilidade total ou parcial dos hibridos obtidos e
impossibilitando o sucesso da hibridagcdo em alguns casos (Payan e Martin, 1975;
Hu e Wang, 1986; Bridgen 1994; Brandvain e Haig, 2005; Pereira et al., 2006).
Uma das formas de superar tal dificuldade é resgatar o embrido antes do aborto e
cultiva-lo in vitro, utilizando a técnica de resgate e cultivo in vitro de embrides
zigoticos imaturos (Bridgen, 1994).

Esta técnica é conhecida por resgate de embrides in vitro e depende do
isolamento do embrido sem lesédo e cultivo do mesmo, em um meio nutritivo
adequado para o crescimento embriogénico até a formacado da plantula (Bridgen,
1994; Monnier, 1995). Para as espécies de Passiflora, ainda n&do foram
desenvolvidos meios de cultivo e protocolos para o cultivo in vitro de embrides
zigbticos maduros e imaturos. Por isso, estudos sobre a composicdo dos meios
de cultura e fontes exdgenas de carboidratos que favorecam a germinacéo de P.
edulis sdo importantes, tanto para aumentar a taxa de germinacdo quanto para
obter plantulas com elevado potencial fisiol6gico. Sendo assim, objetivou-se com
este trabalho desenvolver um protocolo para o cultivo in vitro de embrides

zig6ticos maduros e imaturos de maracujazeiro-azedo.

3.1.2. REVISAO



3.1.2.1. Aspectos botanicos do género Passiflora e da espécie P. edulis Sims

No Brasil sdo encontradas 153 espécies da familia Passifloraceae,
distribuidas nos quatro géneros Ancistrothyrsus Harms, Dilkea Mast., Mitostemma
Mast. e Passiflora L. (Flora do Brasil, 2017). O género com o maior numero de
espécies descritas no Brasil € o Passiflora, colocando o Pais em destaque como
centro de diversidade em Passiflora, com 83 espécies endémicas de 145
espécies descritas (Cervi, 2006; Flora do Brasil, 2017). Existem indicios de que as
plantas ancestrais do género Passiflora tenham se originado na Africa e tenham
sido dispersadas na Europa, Asia e chegado a América por pontes de terra,
ocorrendo rapida diversificacdo a partir da América do Sul (Muschner et al., 2012).

As plantas do género Passiflora sdo caracterizadas por serem trepadeiras
lenhosas ou herbaceas, com gavinhas axilares. As folhas sdo alternas,
pecioladas, inteiras ou lobadas, algumas vezes caducas. As flores sao
caracterizadas por serem bissexuais, actinomorfas, solitarias ou em
inflorescéncias, apresentam bracteas, cinco sépalas, cinco pétalas e uma ou mais
séries de filamentos que formam a corona. O gineceu possui trés carpelos e o
androceu € composto por cinco estames livres. Os frutos sdo carnosos do tipo
baga indeiscentes. As sementes sao comprimidas, com arilo carnoso e testa
reticulada, pontuada ou alveolada (Vanderplank, 2000; Ulmer e MacDougal,
2004).

O maracujazeiro-azedo (P. edulis Sims) € a principal espécie de maracuja
cultivada comercialmente (Meletti, 2011). E classificado como uma planta
alébgama, que apresenta autoincompatibilidade do tipo esporofitica (Bruckner et
al., 1995). A autoincompatibilidade ocorre devido ao ndo reconhecimento entre o
pélen e as proteinas do estigma de maneira que os grédos de pélen ndo germinam
ou produzem um tubo polinico curto (Bugallo et al., 2011; Madureira et al., 2014).
A espécie é diploide com numero basico de cromossomos igual a nove
(2n=2x=18) (Mayeda e Vieira et al., 1995; Souza et al., 2002).

O maracujazeiro-azedo € caracterizado por possuir flores bissexuais
autoincompativeis, que abrem uma Unica vez por volta das 11:30, fechando-se
por volta das 16:45 horas (Junqueira et al., 2001; Cobra et al.,, 2015). A
polinizacdo natural da planta é dependente de insetos do tipo mamangavas-de-
toco, abelhas do género Xylocopa, que coevoluiram com as flores de

maracujazeiro-azedo (MacDougal, 1994; Benevides et al., 2009). As



mamangavas-de-toco sdo de grande porte e quando visitam a flor do
maracujazeiro encostam seu dorso nos estames onde estdo os gréos de pélen
pegajosos que sdo retirados e levados para o estigma de outras plantas
(Benevides et al., 2009). A polinizacéo influencia diretamente a frutificacdo do
maracujazeiro-azedo, tendo em vista que a quantidade de sementes e o contetdo
de suco estdo correlacionados com a quantidade de grdos de pdélen que sao
depositados no estigma durante a polinizacdo (Akamine e Girolami, 1959).
Segundo Silva (2016), a polinizacdo natural é capaz de assegurar uma boa
qualidade de frutos e reduzir os custos da mé&o de obra, desde que, nas
proximidades do plantio exista vegetacdo nativa conservada para a manutengao
das populacdes de abelhas do género Xylocopa.

A propagacdo do maracujazeiro € realizada preferencialmente por meio de
sementes, principalmente a nivel comercial, por facilitar a execucdo (Meletti,
2002). No entanto, a desuniformidade na germinacédo devido a alta variabilidade
genética em espécies do género Passiflora prejudica a qualidade das mudas nos
plantios comerciais de maracujazeiro (Silva et al., 2005; Negreiros et al., 2006).

A propagagédo vegetativa pode ser realizada por meio de estaquia, enxertia ou
cultivo in vitro, podendo facilitar a manutencdo de materiais com caracteristicas
agrondmicas desejaveis, favorecendo a multiplicacdo de plantas produtivas e
resistentes a pragas e doencas (Lima et al., 1999; Alexandre et al., 2009; Sousa
et al., 2010; Alexandre et al., 2014).

A cultura do maracujazeiro-azedo é bastante influenciada pelas estacdes
climaticas, apresentando melhor desenvolvimento com precipitacdo em torno de
800 a 1700 mm, bem distribuidas ao longo do ano. Por outro lado, chuvas
intensas no periodo da floracdo dificultam a polinizacdo em virtude dos graos de
polen “estourarem” (Bruckner e Picango, 2001). Os processos biolégicos do
maracujazeiro como, floracdo, fecundacao, frutificacdo, maturacdo e qualidade
dos frutos, sdo dependentes da temperatura. A faixa de temperatura entre 21 e 25
°C é considerada a mais favoravel ao crescimento da planta (Borges e Lima,
2009). O florescimento depende da quantidade de horas de iluminacdo natural
durante o dia (Cavichioli et al., 2006). As regides, cujo comprimento do dia &
acima de 11 horas de luz, apresentam as melhores condicbes para o

florescimento (Borges e Lima, 2009).
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3.1.2.2. Importéncia econdémica da cultura do maracujazeiro-azedo

A espécie mais explorada comercialmente, no Brasil, € 0 maracujazeiro-azedo
que é cultivado em mais de 90% dos plantios (Viana et al., 2016). Aos poucos
outras espécies também estdo conquistando espaco no mercado brasileiro de
fruteiras. O maracuja-doce (P. alata Cutis) de polpa adocicada apresenta um valor
de mercado mais elevado e por isso tem atraido a atencdo de alguns produtores
(Bernacci et al., 2008; Alves et al., 2012). Ja o maracuja-do-mato (P. cincinnata
Mast.) € comercializado na regido Nordeste durante a entressafra do maracuja-
azedo e tem sido considerado uma excelente opcdo de renda para 0os pequenos
agricultores, por ser uma espécie adaptada as condi¢Bes locais de cultivo
(Oliveira Junior et al., 2010).

No Brasil, até a década de 1960, o cultivo de maracuja se restringia apenas
aos quintais das residéncias (José e Pires, 2011). Somente na década de 1970
que o fruto do maracujazeiro-azedo comecou a apresentar potencial para ser
usado na industria (Leédo et al., 2006). A partir da década de 1980 a producédo de
maracuja iniciou a sua expansao no territério nacional marcado principalmente
pelo interesse do fruto para fins industriais (Pires et al., 1994; Collato, 2010).

O maracujazeiro-azedo apresenta grande importancia social e econdmica para
o Brasil, que se tornou o maior produtor e consumidor mundial (Faleiro et al.,
2012). A producdo de maracuja-azedo no Brasil, na safra 2015/2016, foi de
703.489 toneladas em uma area cultivada de 49.889 hectares, mas a producao
teve uma consideravel reducéo de 16,1%, se comparada ao ano de 2014 (IBGE,
2016). Os maiores estados brasileiros produtores da cultura nos Udltimos anos
foram: Bahia, Ceara, Minas Gerais, Sdo Paulo e Espirito Santo (IBGE, 2016). Ja
em relacdo a exportacdo, o Brasil ndo esta entre os maiores exportadores da
fruta, pois o consumo interno € maior do que a producéo (Silva, 2016).

O Estado do Rio de Janeiro vem sofrendo uma queda na produtividade de
maracuja com o passar dos anos. Em 2014 o estado teve uma produtividade
média de aproximadamente 19 t ha?! (IBGE, 2014), e no ano de 2016 a
produtividade média caiu para 15,5 t ha! em uma area de 384 ha. Os municipios
fluminenses de Campos dos Goytacazes e Sao Francisco de Itabapoana
possuem as maiores areas plantadas (91 e 80 ha, respectivamente) (IBGE, 2016).
O cultivo de maracujazeiro-azedo € realizado principalmente pela agricultura

familiar, pois ha uma demanda grande de mao-de-obra (Santos et al., 2016).
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O maracujazeiro possui diversas maneiras de utilizacdo na industria
alimenticia, farmacéutica, de cosmeéticos e como planta ornamental. A principal
forma de utilizacdo do maracuja é na alimentacdo. O fruto pode ser consumido in
natura ou ser utilizado na confeccdo de doces, geleias, licores, sorvetes e sucos
(Meletti et al., 2007).

Na industria de medicamentos e na medicina popular podem ser usadas as
folhas, flores, raizes e frutos extraidos do maracujazeiro-azedo ou de espécies
silvestres, para combater verminoses, tumores gastricos e estresse (Costa e
Tupinamb@, 2005).

Considerando o uso ornamental, as flores de Passiflora possuem uma beleza
exotica. Por este motivo, muitos hibridos estdo sendo desenvolvidos, tanto para
uso como flor de corte quanto de vaso (Vanderplank et al., 2003; Braglia et al.,
2010; Santos, et al., 2012).

Os residuos como sementes e cascas de maracujia, gerados pelas
agroindustrias de polpa concentrada tém sido aproveitados como subprodutos e
destinados a industria de produtos alimenticios (68%), industria de farmacos
(18%) e industria de produtos agricolas (14%) (Coelho et al., 2016).

Mesmo com tanta importancia econémica, a cultura vem apresentando uma
gqueda na produtividade e na longevidade dos pomares, devido a presenca
constante de doencas que causam perdas na producéo e na qualidade dos frutos

(Delanoé, 1991; Junqueira et al., 2006; Meletti, 2011).

3.1.2.3. Melhoramento genético do maracujazeiro-azedo

A cultura do maracujazeiro-azedo € difundida nas regides tropicais do planeta,
no entanto, a pouca longevidade dos pomares devido ao ataque de pragas e
doencas é um grave problema para os produtores (Delanog, 1991). Mesmo com
tal dificuldade, somente no final do ano 2000, foram lancadas no mercado as
primeiras sementes de cultivares melhoradas de maracujazeiro, buscando
aumentar a longevidade dos pomares (Meletti, 2011).

O melhoramento genético de maracujazeiro no Brasil visa o desenvolvimento
de cultivares mais adaptadas a diferentes regibes do Pais, com maior
produtividade e resisténcia a doencas (Faleiro et al., 2005; Meletti et al., 2005
Freitas et al., 2016). A resisténcia a doencas geralmente é encontrada em

espécies silvestres de Passiflora, por isso faz-se necessario a introdugédo desses
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genes de resisténcia de espécies silvestres em cultivares comerciais (Faleiro et
al., 2005; Meletti, 2011; Santos et al., 2014 e 2015; Freitas et al., 2016).

Mesmo com os esfor¢os dos melhoristas em lancarem cultivares resistentes, a
cultura do maracujazeiro ainda sofre com o ataque de pragas e doencas, as quais
chegam a limitar ou, até mesmo, inviabilizar a produ¢do em determinadas &reas
(Meletti, 2011). Por isso sdo necessdérias tecnologias para fortalecer o
desenvolvimento da cultura em diversas regides do pais com a ajuda de
programas de melhoramento genético atuando em determinadas localidades.
Rodrigues (2015) menciona que o desenvolvimento de tecnologias que
contribuam para o avango dos Programas de Melhoramento Genético de
Maracujazeiro pode gerar novas cultivares que serdo capazes de impulsionar a
economia estadual e favorecer a permanéncia do homem no campo, nas regides
de producédo agricola do Estado do Rio de Janeiro.

Na Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, o Programa de
Melhoramento Genético de Maracujazeiro busca fortalecer a cultura do
maracujazeiro-azedo na regido Norte e Noroeste Fluminense. Desde 1998, o
programa trabalha com selecédo recorrente intrapopulacional de maracujazeiro-
azedo e no ano de 2016 foi langada a primeira cultivar comercial “UENF - Rio
Dourado”, que apresenta alta produtividade, tornando-se uma nova alternativa
para os produtores da regido (Viana et al., 2016).

Ao longo de quase 20 anos de pesquisa com maracuja, 0 programa de
Melhoramento Genético de Maracujazeiro também contribuiu para o avanco de
pesquisas em diversas areas como: citogenética (Madureira et al., 2012;
Madureira et al., 2014), caracterizacdo e biologia reprodutiva (Benevides et al.,
2009; Souza et al., 2012), caracterizacdo morfolégica e diversidade genética
(Viana et al., 2006; Paiva et al., 2014; Silva et al., 2016), resisténcia a doencas
(Santos et al., 2015; Freitas et al., 2016; Sacoman et al., 2018), armazenamento
de sementes (Rodrigues, 2015), conservacdao de germoplasma e cultivo in vitro
(Sacoman, 2013; Araujo, 2017).

No melhoramento do maracujazeiro, uma alternativa para a selecdo de
genotipos mais produtivos e resistentes a doencas € o uso da hibridacdo (Braga
et al., 2007). Payan e Martin (1975) ja visavam a hibridacdo como uma ferramenta
valiosa ao melhoramento genético de maracuja, com a finalidade de aumentar a

variabilidade e introduzir genes de resisténcia as espécies comerciais.
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A hibridacdo em passifloras pode ser realizada tanto intraespecifica quanto
interespecifica (Meletti et al.,, 2005). Em cruzamentos interespecificos séo
encontradas barreiras pré-zigoticas ou pos-zigoticas que impossibilitam o sucesso
da hibridacdo em alguns casos (Payan e Martin, 1975; Brandvain e Haig, 2005).
Tais barreiras podem aparecer em trés estadios: durante a fertilizacdo da planta
mae, no desenvolvimento do fruto e na formacdo dos embrides (Nettancourt,
2001; Brandvain e Haig, 2005).

A ndo germinacdo do grdo de podlen e a inibicdo ou retardamento do
crescimento do tubo polinico no estigma da flor sdo barreiras pré-zigéticas. Ja as
barreiras poés-zigbticas estdo relacionadas ao aborto do embrido devido a
degeneracédo do endosperma ou ao baixo vigor e esterilidade total ou parcial dos
hibridos obtidos (Payan e Martin, 1975; Hu e Wang, 1986; Bridgen, 1994; Pereira
et al., 2005).

Diversos trabalhos sdo encontrados na literatura, visando estudar a hibridacéo
interespecifica entre espécies silvestres de Passiflora e a espécie cultivada P.
edulis. Um dos trabalhos pioneiros foi o de Payan e Martin (1975). Os autores
observaram que os frutos obtidos de cruzamentos entre algumas espécies de
Passiflora tinham uma grande quantidade de embrides abortados e, ainda,
sugeriram que o aborto ocorreu em estadios precoces do desenvolvimento dos
embrides. Conceicdo et al. (2011) observaram baixa porcentagem de germinacao
em sementes obtidas de cruzamentos interespecificos entre P. gardineri x P. alata
(3%), P. gardineri x P. gibertti (12%) e P. gardineri x P. watsoniana (18%). Freitas
et al.,, (2016) relataram a baixa porcentagem de germinacdo em sementes
hibridas oriundas do cruzamento entre P. mucronata x P. edulis, devido ao aborto
dos embrides causado pela degeneragao do endosperma. O’campo et al. (2016)
obtiveram hibridos interespecificos entre P. vitifolia x P. caerulea e P. mucronata x
P. caerulea com um numero normal de sementes, porém a capacidade de
germinacao foi nula porque as sementes ndo continham endosperma. Além disso,
0S autores observaram que 53,84% dos cruzamentos que produziram frutos
possuiam barreiras pos-zigaoticas.

A baixa porcentagem de germinacdo das sementes hibridas pode ser causada
por um erro no desenvolvimento do endosperma e resulta no aborto precoce do
embrido (Payan e Martin, 1975; Bridgen, 1994). Em uma tentativa de superacéo

do aborto precoce de embrides oriundos de cruzamentos interespecificos, Payan
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e Martin (1975) aplicaram soluc¢des de acido giberélico (GAs) e acido indolilbutirico
(AIB), porém, obtiveram pouco sucesso. Em trabalhos mais recentes, os autores
sugerem o0 emprego de técnicas biotecnologicas mais sofisticadas como
hibridacdes interespecificas artificiais por fusdo de protoplastos, transformacéo
genética, cultivo in vitro de ovarios e 0 resgate de embrides imaturos in vitro.
Estas técnicas sdo capazes de superar as barreiras e facilitar a hibridacao
interespecifica entre espécies de Passiflora (Lima et al., 2000; Meletti et al., 2005;
O’campo et al., 2016).

3.1.2.4. A cultura de tecidos vegetais no melhoramento genético do
maracujazeiro

A cultura de células e tecidos vegetais pode solucionar diversos problemas
que o melhoramento genético classico de plantas ndo é capaz, contribuindo para
0S avancos nesta area. Sao diversas técnicas que podem ser aplicadas para a
conservacdo de germoplasma (cultivo minimo in vitro e criopreservacao), para
aumentar a variabilidade genética para fins de selecao (hibridagé&o in vitro, cultura
de embrides e fusdo de protoplastos), para agilizar o processo de melhoramento
(cultura de anteras, germinacdo de sementes in vitro, clonagem de gendétipos),
para producdo comercial de mudas de alta qualidade (propagacdo in vitro e
limpeza clonal) e para transformacdo genética (regeneracéo in vitro) (Ferreira et
al., 1998; Faleiro e Andrade, 2009).

Os primeiros estudos sobre cultura de tecidos em passifloras comegaram com
Nakayama (1966), que cultivou in vitro tecidos de P. caerulea e Moran Robles
(1978), que cultivou in vitro gemas axilares de P. edulis e P. molissima. Desde
entdo, tem sido crescente o numero de trabalhos envolvendo diferentes técnicas
de cultura de tecidos vegetais em diversas espécies de Passiflora.

Nos trabalhos envolvendo morfogénese e organogénese in vitro de espécies
de Passiflora, os explantes utilizados sdo geralmente segmentos radiculares,
segmentos de hipocotilo, segmentos nodais, segmentos apicais e tecidos foliares
em combinacdo com diversos fitorreguladores como 2ip (2 isopenteniladenina),
AlA (acido indolacético), ANA (acido naftalenoacético), BA (6-benziladenina), KIN
(cinetina), GAs (4cido giberélico) e TDZ (tidiazuron) (Drew, 1991; Dornelas e
Vieira, 1994; Isutsa, 2004; Trevisan e Mendes, 2005; Fernando et al., 2007;
Garcia et al., 2011b; Silva et al., 2011; Pacheco et al., 2012; Rocha et al., 2012;
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Vieira et al.,, 2014; Shekhawat et al., 2015). A embriogénese somatica em
espécies do género Passiflora é alcancada utilizando embrides zigéticos maduros
ou tecidos foliares em combinacdo com diferentes concentracdes de BA, 2,4-D
(acido 2,4-diclorofenoxiacético) KIN e picloran (Guzzo et al., 2004; Pinto et al.,
2011; Garcia et al., 2011a; Ferreira et al., 2015; Figueiredo et al., 2015; Rocha et
al., 2015; Rosa et al., 2015).

Para o maracujazeiro-azedo a técnica de duplicacdo cromoss6mica in vitro ja
foi relatada com sucesso por Régo et al.,, (2011), a partir de segmentos de
hipocétilos cultivados in vitro, em meio suplementado com 25 pmol Lt de
colchicina e obtiveram plantas com maior teor de solidos solUveis na polpa de
maracuja-azedo e o aumento no tamanho da flor. O desenvolvimento de plantas
tetraploides visa melhorar algumas caracteristicas agronémicas importantes
(Bennett, 2004).

A transformacdo genética também ja foi relatada em P. edulis por Takahashi
(2002), Monteiro (2005), Alfenas et al., (2005) e em P. alata Cutis por Pinto,
(2010).

O cultivo in vitro pode representar alternativas para a multiplicacéo,
conservacdo e disponibilizacdo de germoplasma de espécies silvestres de
Passiflora, em programas de melhoramento genético de maracujazeiro (Garcia et
al., 2011b). Mesmo com o emprego de diversas técnicas de cultura de tecidos
vegetais no melhoramento genético de Passiflora, ainda ndo foram relatados na
literatura estudos envolvendo o cultivo in vitro de embrifes zigoticos, visando sua

potencial utilizacdo no resgate de embrides de cruzamentos incompativeis.
3.1.2.5. Cultivo in vitro de embridées maduros e imaturos

A cultura de embrides in vitro consiste no isolamento e no crescimento de um
embrido zigético maduro ou imaturo, sob condi¢cdes estéreis em meio nutritivo
asséptico, com o objetivo de obter uma planta viavel (Monnier, 1995). A técnica
preconiza que a integridade genética do embrido seja mantida e que, se forem
fornecidas as substancias adequadas, o embrido tenha potencial para retomar o
crescimento normalmente (Raghavan, 1980; Bridgen, 1994; Monnier, 1995).

O primeiro relato do cultivo in vitro de embrides foi feita por Hannig (1904), que
cultivou embrides imaturos de cruciferas (Raphanus sativus, R. caudatuse e

Colchlearia danica). Posteriormente, Knudson (1922) cultivou in vitro embriées de
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orquideas na auséncia de fungos micorrizicos. Mas o primeiro relato de aplicacao
da cultura de embrides no melhoramento genético foi feito por Laibach (1925),
que resgatou embrides hibridos de cruzamentos incompativeis entre Linum
austriacum x L. perenne. Desde entdo, pesquisas nesta area tém originado
grandes contribuicbes para o melhor entendimento dos processos fisiologicos
relacionados a germinacgéo (Carvalho e Araujo, 2007).

Na hibridacao interespecifica pode acontecer o aborto precoce do embrido em
decorréncia da ma formacao do endosperma (Hu e Wang, 1986). Nestes casos é
possivel superar tal dificuldade, resgatando o embrido antes do aborto e cultiva-lo
in vitro (Bridgen, 1994). Esta técnica € conhecida por resgate de embrides in vitro
e depende do isolamento do embrido zigético sem lesdo e seu cultivo em um
meio nutritivo adequado para seu crescimento até a formacdo da plantula
(Bridgen, 1994).

Além do resgate de embribes interespecificos potencialmente abortivos, o
cultivo de embriBes pode ser til para encurtar os ciclos de geracdes acelerando o
processo de germinacdo de sementes (Yeung et al., 1981; Hossain et al., 2003;
Yoon et al., 2006), para superar a dorméncia de sementes e também para estudar
0s requisitos de crescimento de embrides zigoticos (Yeung et al., 1981).

O sucesso da técnica depende de alguns fatores como o gendtipo (Kothari et
al., 2010; Walter et al., 2018 no prelo), o estadio embrionario (Manzur et al., 2013,
Walter et al., 2018 no prelo), a formulacéo do meio de cultivo (Monnier, 1995) e as
condi¢Oes de incubacao (Razdan, 2003; Manzur et al., 2013).

A formacao do embrido zigotico se inicia logo apos a fecundacgéo da oosfera,
por um dos nucleos gaméticos do grao de podlen (Ferri, 1990). Assim o embrido
zigotico inicia a sua diferenciagdo em uma estrutura bipolar, constituida de apice
caulinar e é&pice radicular, posteriormente, desenvolvendo-se pelos estadios:
globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar (Ferri, 1990; Carvalho e Araujo, 2007).

Durante o desenvolvimento do embrido ele passa por duas fases: heterotrofica
e autotrofica. Na fase heterotréfica, o embrido depende do endosperma e dos
tecidos maternos para se desenvolver. JA4 na fase autotréfica, o embrido é
metabolicamente capaz de sintetizar as substancias necessarias para 0 seu
crescimento. Esta fase se inicia a partir do estadio torpedo, quando comecam a

desenvolver os cotilédones (Raghavan, 1966).



17

A grande dificuldade do cultivo in vitro de embrides zigodticos esta diretamente
relacionada ao estadio de desenvolvimento do embrido no momento da exciséo,
pois quanto mais jovem for o embrido menor a chance de sua sobrevivéncia in
vitro. Devido ao seu tamanho reduzido, podem ser maiores 0s riscos de dano
mecanico durante a excisdo e o requerimento nutricional, sendo necessario o
enriguecimento do meio de cultura (Hu e Ferreira, 1998). Desta forma, faz-se
necessario a definicAo de um meio de cultura adequado para os diferentes
estadios de desenvolvimento dos embrides.

O exato requerimento nutricional depende do estadio de desenvolvimento
embrionério. Os embrides mais jovens sdo mais exigentes em combinacdes de
vitaminas, aminoacidos e fitorreguladores. Os embrides na fase autotrdfica ja sédo
metabolicamente capazes de sintetizar as substancias necessarias para o0 seu
crescimento, a partir de meios de cultura simples, contendo basicamente sais
minerais e sacarose (Carvalho e Araujo, 2007).

Dentre 0s sais minerais constituintes dos meios de cultivo, o nitrato de amoénio
e o nitrato de potassio sédo as fontes de nitrogénio mais importantes no cultivo de
embrides. O nitrato de ambnio € essencial para o crescimento adequado e a
diferenciacdo dos embrides imaturos (Umbeck e Norstog, 1979; Raghavan, 2003).
A adicdo de aminoacidos como a glutamina, a asparagina e a caseina hidrolisada
ao meio de cultura também podem estimular o crescimento do embrido (Bhojwani
e Razdan, 1996). Algumas vitaminas como biotina, tiamina, acido pantoténico,
acido nicotinico, acido ascérbico, inositol e piridoxina também sao comumente
adicionadas aos meios de cultivo de embribes (Raghavan, 2003).

Em relacdo a osmolaridade, quanto mais jovem o embrido é excisado, maior
sera a osmolaridade requerida no meio de cultivo (Hu e Ferreira, 1998). Esse fato
foi observado no primeiro trabalho com a cultura de embrides, em que Hannig
(1904) nao conseguiu germinar nenhum embrido no meio de cultivo, a menos que
fosse fornecida uma concentragéo alta de sacarose como fonte de carbono.
Assim, a sacarose € a principal fonte de carbono utilizada para o cultivo de
embrides, além de desempenhar um papel importante na manutencdo do
potencial osmético adequado dos meios de cultivo (Bridgen, 1994; Raghavan,
2003).

As classes de fitorreguladores geralmente usadas para o cultivo in vitro de

embrides sdo as citocininas, as auxinas e as giberelinas (Hu e Ferreira, 1998),
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porém em baixas concentracdes, principalmente quando os embrides sao
excisados nos estadios iniciais do desenvolvimento (Bridgen, 1994; Carvalho e
Araujo, 2007). As citocininas sao utilizadas apenas em combinacdo com alguma
auxina, com a finalidade de promover o crescimento e a diferenciacdo dos
embrides (Veen, 1963; Raghavan, 2003). Ja as auxinas sdo mais utilizadas com a
finalidade de promover o crescimento normal do embrido, a formacéo de raizes
primarias, hipocotilos e cotilédones (Raghavan, 2003; Machakova et al., 2008;
Manzur et al., 2014). E as giberelinas sado capazes de promover o crescimento e
germinacao precoce do embrido (Raghavan, 2003; Moshkov et al., 2008).

A luz e a temperatura sao fatores ambientais importantes na cultura de
embrides. Geralmente os embrides crescem melhor quando mantidos no escuro,
durante as primeiras semanas de cultivo e depois sdo transferidos para a luz para
permitir a diferenciacdo dos proplastidios em cloroplastos e a sintese de clorofila
(Taiz e Zeiger, 2009). A temperatura ideal depende da espécie, mas a faixa de
temperatura mais usada fica entre 25 a 30 °C (Bridgen, 1994).

O cultivo in vitro de embribes zigoéticos imaturos ainda nao foi relatado em
espécies do género Passiflora. Existem trabalhos utilizando os embrides zigéticos
maduros apenas como explante para a inducao de embriogénese somética (Pinto
et al., 2011; Garcia et al., 2011a; Ferreira et al., 2015; Figueiredo et al., 2015;
Rocha et al., 2015; Rosa et al.,, 2015) ou para a germinacdo de espécies
silvestres que possuem dorméncia (Veiga-Barbosa et al., 2013).

Na literatura sdo encontrados diversos relatos de dificuldade de germinacao
em sementes de varias espécies de maracujazeiro (Alexandre et al., 2004a;
Alexandre et al., 2004b; Ferreira et al., 2005; Delanoy et al., 2006; Wagner Junior
et al., 2006; Ferreira et al., 2007; Wagner Janior et al., 2007; Zucareli et al., 2009;
Oliveira Junior et al., 2010; Gutiérrez et al., 2011; Zucareli et al., 2014; Aguacia et
al., 2015; Santos et al., 2016) Estes relatos buscam maneiras para superar a
dorméncia, a baixa e desuniforme germinacdo e melhorar o vigor das sementes
de maracujazeiro.

A dorméncia relatada em sementes de algumas espécies de Passiflora se
deve a inibidores quimicos no endosperma e a resisténcia mecanica do
tegumento. Desse modo, € possivel que o cultivo de embrides in vitro seja capaz
de superar este tipo de dorméncia (Ellis et al., 1985; Tsuboi e Nakagawa,1992).

Ao remover as influéncias, como inibidores de germinagcdo presentes no
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endosperma e a rigidez do tegumento, os embrides de varias espécies sdo
capazes de germinar e crescer rapidamente fazendo até que o ciclo de
reproducao seja encurtado (Bridgen, 1994).

O protocolo de germinagao in vitro de sementes de maracujazeiro mais
utilizado nos trabalhos revisados foi proposto por Dias et al. (2003). Os autores
sugerem a retirada do tegumento das sementes com o auxilio de uma mini morsa
e a desinfestacdo em solucéo de hipoclorito de sédio a 0,5%, por cinco minutos e
enxague em agua estéril, em seguida, as sementes sem tegumento sao
inoculadas no meio de cultivo.

Porém, sementes do maracujazeiro apresentam dorméncia até mesmo
quando cultivadas in vitro, ocasionando germinacao baixa e desuniforme, além da
formacdo de plantulas anormais (Junghans et al., 2006). Por isso ja existem
alguns trabalhos que buscaram superar tais dificuldades com diversos métodos
de escarificacdo quimica e mecanica, além da suplementacado do meio de cultura
com fitorreguladores (Carvalho et al., 2012; Rego et al., 2014; Cruz, 2016).

Tendo em vista a dificuldade de germinacdo in vitro de sementes de
maracujazeiro, o estudo do cultivo de embrides maduros pode ser uma alternativa
para alcancar o sucesso na germinacao, além de ser um passo importante para
estudar os requisitos nutricionais necessarios para desenvolver um meio de

cultivo para o resgate e cultivo in vitro de embrides imaturos de maracujazeiro.

3.1.3. MATERIAL E METODOS

3.1.3.1. Cultivo in vitro de embrides zig6ticos maduros
3.1.3.1.1. Material vegetal

Foram utilizadas sementes comerciais de P. edulis da cultivar Maracuja
Redondo Amarelo - Isla®, pertencente ao lote de sementes 34525-52. A pesquisa
foi realizada no Setor de Horticultura do Laboratorio de Fitotecnia (LFIT), do
Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuéarias (CCTA), da Universidade

Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, em Campos dos Goytacazes, cujas
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coordenadas locais de referéncia sédo 21° 45’ de latitude Sul e 41° 20’ de longitude
Oeste e altitude média de 11 metros.

3.1.3.1.2. Ensaio de germinacao

O ensaio de germinacédo foi conduzido em um delineamento inteiramente
casualizado (DIC) com trés tratamentos: sementes com tegumento, semente sem
tegumento e embrido isolado (Figura 1), com quatro repeticdes. Cada repeticdo

foi constituida por uma placa de Petri (96 x 21mm) contendo oito explantes.

Figura 1. Sementes de maracujazeiro-azedo: (A) Com tegumento; (B) Sem
tegumento; (C) Embrido isolado; (D) Remocédo do tegumento da semente com
auxilio de uma mini morsa.

Em camara de fluxo laminar, as sementes com e sem tegumento foram
desinfestadas em alcool 70%, por trinta segundos, em seguida, em solucdo de
hipoclorito de sédio a 0,5% (NaClO) com duas gotas de Tween® 20 a cada 100
mL, durante 15 minutos e enxaguadas por trés vezes em agua desionizada
autoclavada. Posteriormente, os embrifes foram excisados com auxilio de pinca e
bisturi sob um microscépio estereoscépio (Tecnival®). As sementes com
tegumento, sem tegumento e os embrides isolados foram inoculados em meio de
cultivo.

O meio de cultivo foi constituido por metade da concentracdo dos sais
minerais do meio MS (Murashige e Skoog, 1962), vitaminas de Gamborg
(Gamborg, 1968), 100 mg L' de myo-inositol, 30 g L de sacarose, pH ajustado
para 5,7, e solidificado com 7 g L™! de agar bacteriolégico puro Vetec®. O meio de
cultivo foi autoclavado por 20 minutos a 121 °C e 1,1 atm e, em seguida, foram
distribuidos 25 mL por placa de Petri (96 x 21mm). As placas com o0s explantes

foram mantidas na sala de crescimento com temperatura de 27+2 °C no escuro,
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por 15 dias e depois transferidas para luz com fotoperiodo de 16:8 horas de
luz:escuro e luminosidade fornecida por lampadas OSRAM® luz do dia com
intensidade luminosa de 54 umol m? s*. Aos 28 dias de cultivo, as sementes
foram avaliadas quanto ao numero de plantulas normais, plantulas anormais e

sementes ndo germinadas.

3.1.3.1.3. Experimento de germinacdo de embrides zigéticos maduros

O experimento de germinacdo de embrides zigéticos maduros foi conduzido
em DIC, em esquema fatorial 4x5, em que foram testadas quatro concentragbes
de sais minerais dos meios MS (Murashige e Skoog, 1962) e MSM (Monteiro et
al., 2000) (Tabela 1) (MS total, ¥2 MS, MSM total e %2 MSM), em combinacdo com
cinco concentracdes de sacarose (0, 10, 20, 30 e 40 g L?1). O experimento foi
constituido por quatro repeticées, sendo cada repeti¢cdo constituida por uma placa
de Petri (96 x 21mm), contendo cinco embriées maduros.

Tabela 1. Comparacéo entre os constituintes do meio de cultura MS e do meio de
cultura modificado MSM (Monteiro et al., 2000 adaptado).

Constituintes MS (mg L) MSM (mg L)
NH4NO3 1650,00 1000,00
KNO3 1900,00 1520,00
CaCl2.H20 440,00 -
Ca(NOs3)2.4H20 - 1300,00
KH2PO4 170,00 272,00
MgSO4.7H20 370,00 616,00
H3BOs3 6,20 4,50
MnSQ04.4H20 22,30 -
MnSO4.H20 - 28,00
ZnS04.7H20 8,60 2,90
CoCl2.6H20 0,025 0,025
CuS04.5H0 0,025 1,25
NaMoO4.2H20 0,250 0,25
Kl 0,830 -
Na2EDTA.2H20 33,60 74,84
FeS04.7H20 27,80 55,60
Acido nicotinico 0,5 0,5
Piridoxina 0,5 0,5
Tiamina 0,1 0,1
Glicina 2,0 2,0

Myo inositol 100,0 100,0
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O tegumento das sementes foi removido com o auxilio de uma mini morsa. Em
camara de fluxo laminar, as sementes foram submetidas a desinfestagdo com
alcool 70% por 30 segundos, NaClO a 0,5% com 2 gotas de Tween® 20 a cada
100 mL por 15 minutos e enxaguados por trés vezes, em agua desionizada
autoclavada. Em seguida, os embrides foram excisados sob microscépio
estereoscopio (Tecnival®) e colocados para germinar.

Os meios de germinacao foram constituidos por quatro concentracdes de sais
minerais (MS total, ¥2 MS, MSM total e ¥2 MSM) em combinacdo com cinco
concentracdes de sacarose (0, 10, 20, 30 e 40 g L), acrescidos de vitaminas de
White (Murashige e Skoog, 1962), 100 mg L de myo-inositol, pH ajustado para
5,7. E, em seguida, solidificado com 6 g L* de &gar bacteriolégico Vetec®. O meio
de cultivo foi autoclavado por 20 minutos a 121 °C e 1,1 atm e, em seguida, foram
distribuidos 25 mL por placa de Petri. As placas contendo os embrides foram
mantidas na sala de crescimento com temperatura de 27+2 °C no escuro, por 15
dias e depois transferidas para luz com fotoperiodo de 16:8 horas de luz:escuro e
luminosidade fornecida por lampadas OSRAM® luz do dia, com intensidade
luminosa de 54 pmol m=2 s,

Aos 28 dias de cultivo, os embrides foram avaliados quanto ao ndmero de
plantulas normais, plantulas anormais, embrides ndo germinados, comprimento
da parte aérea, numero de raizes, comprimento da raiz, massa da matéria fresca

e seca total.

3.1.3.1.4. Experimento de crescimento in vitro e aclimatizagdo de
plantulas oriundas de embrides zigéticos maduros de maracujazeiro-azedo

Para verificar o crescimento in vitro de plantulas oriundas do cultivo de
embrides maduros de maracujazeiro-azedo foi conduzido um experimento em um
DIC em esquema fatorial 4x5, em que foram testadas quatro concentracbes de
sais minerais (MS total, %2 MS, MSM total e ¥2 MSM) em combina¢do com cinco
concentragbes de sacarose (0, 10, 20, 30 e 40 g L*'). O experimento foi
constituido por sete repeticbes, sendo cada repeticdo constituida por um frasco
de vidro (125 mm x 60 mm), contendo trés plantulas.

O tegumento das sementes foi removido com o auxilio de uma mini morsa. Em
camara de fluxo laminar as sementes sem tegumento foram submetidas a

desinfestacdo com alcool 70% por 30 segundos, NaClO a 0,5% com duas gotas
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de Tween® 20 a cada 100 mL, durante 15 minutos e enxaguadas por trés vezes
em agua desionizada autoclavada. Em seguida, os embrifes foram excisados sob
microscopio estereoscopio (Tecnival®) e colocados para germinar em placas de
Petri, contendo 25 mL de meio de cultivo constituido por metade dos sais de
MSM, vitaminas de White, 30 g L** de sacarose, 100 mg L de myo-inositol, pH
ajustado para 5,7. E, em seguida, solidificado com 6 g L de agar bacteriolégico
Vetec®. O meio de cultivo foi autoclavado por 20 minutos a 121 °C e 1,1 atm e,
em seguida, foram distribuidos 25 mL por placa de Petri (96 x 21mm). As placas
contendo os embrides foram mantidas por 28 dias na sala de crescimento com
temperatura de 27+2 °C, no escuro, por 15 dias e depois transferidas para luz
com fotoperiodo de 16:8 horas de luz:escuro e luminosidade fornecida por
lampadas OSRAM® luz do dia, com intensidade luminosa de 54 pmol m2 s,

ApoGs 28 dias, as plantulas germinadas foram transferidas para os meios de
crescimento. Os meios de cultivo foram constituidos por diferentes concentracées
de sais minerais (MS total, %2 MS, MSM total e 2 MSM) em combinacdo com
cinco concentracdes de sacarose (0, 10, 20, 30 e 40 g L) acrescidos de
vitaminas de White, 100 mg L' de myo-inositol, pH ajustado para 5,7. E, em
seguida, solidificado com 6 g L* de agar bacteriol6gico Vetec®. Foram distribuidos
40 mL de meio por frasco (125 mm x 60 mm). Os frascos foram vedados com
tampas com duas membranas (1,0 cm? cada) por tampa, para facilitar as trocas
gasosas (Saldanha et al., 2012) e autoclavados por 20 minutos a 121 °C e 1,1
atm.

Os frascos com as plantulas foram mantidos na sala de crescimento com
temperatura de 27+2 °C com fotoperiodo de 16:8 horas de luz:escuro, fornecida
por lampadas OSRAM® luz do dia, com intensidade luminosa de 54 pmol m?2 s,
Apbs 45 dias de cultivo, as plantas de quatro repeticdes foram avaliadas quanto
ao numero de folhas, altura da plantula, volume das raizes e massa da matéria
seca da parte aérea, raiz e total. As plantas das outras trés repeticbes foram
levadas para a aclimatizacéo.

As plantas foram aclimatizadas seguindo os mesmos tratamentos da etapa in
vitro em um delineamento em blocos ao acaso (DBC) com trés repetices. Cada
parcela foi constituida por trés plantas. As plantas foram aclimatizadas em casa
de vegetacdo coberta com filme agricola de 150 micrébmetros de espessura e tela

de sombreamento de 35%. As plantas foram lavadas em agua corrente para a



24

remogcdo do meio de cultivo das raizes, em seguida, foram transferidas para
bandejas de plastico com capacidade de 200 mL por célula, contendo o substrato
comercial Basaplant® Hortalicas e irrigadas duas vezes por dia. Apés 35 dias, as
mudas foram avaliadas quanto a sobrevivéncia, comprimento da parte aérea,
namero de folhas, volume de raiz, massa da matéria seca da parte aérea, raiz e

total.

3.1.3.2. Cultivo in vitro de embrifes zigoéticos imaturos
3.1.3.2.1. Material vegetal

Foram utilizadas sementes imaturas de P. edulis Sims. oriundas do programa
de selecdo recorrente intrapopulacional de maracujazeiro-azedo da UENF. No
campo experimental da UENF, situado na Escola Agricola Anténio Sarlo, foram
realizados cruzamentos entre genotipos elite de maracujazeiro-azedo para a
obtencéo dos frutos. As coordenadas geograficas sdo 21° 44' 47” de latitude Sul e
41° 18' 24” de longitude Oeste e altitude de 12 metros, situado no Norte do estado
do Rio de Janeiro, no municipio de Campos dos Goytacazes.

Os cruzamentos foram realizados a partir das onze horas, horéario de abertura
das flores e da curvatura dos estigmas. As flores das plantas foram protegidas
com saco de papel algumas horas antes da antese. A transferéncia de polen de
uma planta para a outra foi realizada esfregando-se a antera sobre o estigma de
outra flor protegida. As flores foram novamente protegidas e etiquetadas.

Foram coletados frutos com 12, 18, 20, 22 e 24 dias ap0s a polinizacdo, para
identificacdo dos quatro estadios de desenvolvimento embrionario (globular,
cordiforme, torpedo e cotiledonar). Os frutos foram destinados ao Setor de
Horticultura do Laboratério de Fitotecnia (LFIT), do Centro de Ciéncias e
Tecnologias Agropecuarias (CCTA), da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, cujas as coordenadas geograficas sao 21° 45 de
latitude Sul e 41° 20’ de longitude Oeste e altitude média de 11 metros.

3.1.3.2.2. Experimento de cultivo in vitro de embrides zigoticos imaturos

Como ainda nédo foram relatados na literatura estudos sobre o cultivo in vitro
de embrides zigdticos imaturos em espécies de Passiflora, o presente
experimento teve como base o0s resultados obtidos com o experimento de

germinacdo de embrides zigoticos maduros de maracujazeiro-azedo e o0s
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trabalhos com outras espécies vegetais como Citrus sinensis Osbeck x Citrus
reticulata Blanco Chagas et al. (2003) e Capsicum Manzur et al. (2013) e Walter
et al. (2018 no prelo).

Para cada um dos dois estadios de desenvolvimento embrionario: heterotrofico
(globular e cordiforme) e autotréfico (torpedo e cotiledonar), foi montado um
experimento independente. Cada experimento foi conduzido em DIC em esquema
fatorial 5x4, em que foram testadas cinco concentracdes de sacarose (20, 40, 60,
80 e 100 g LY) em combinagcdo com quatro concentracdes de fitorreguladores
(sem regulador; 0,0571 pmol Lt de AIA + 0,0289 pumol L de GAsz; 0,0571 pmol L
de AIA; 0,0289 pmol L' de GAs) com trés repeticdes. Cada repeticdo foi
composta por uma placa de Petri (40 x 11 mm), contendo quatro embrides.

Em camara de fluxo laminar, os frutos foram submetidos a desinfestacdo em
alcool 70% por cinco minutos e em solucao de hipoclorito de sédio a 1%, com
duas gotas de Tween® 20 a cada 100 mL de solugdo, durante 15 minutos. Em
seguida, os frutos foram abertos para a retirada das sementes imaturas e
posterior excisdo dos embrides. Os embrides foram excisados com auxilio de
seringa com agulha e bisturi sob microscopio estereoscépio (Tecnival®) e
inoculados nos meios de cultivo.

Os meios foram constituidos por metade da concentracdo dos sais de MSM,
vitaminas de White, 100 mg L de myo-inositol, diferentes concentracées de
sacarose (20, 40, 60, 80 e 100 g L!) em combinacdo com quatro concentracdes
de AIA e GAs (sem fitorregulador; 0,0571 pmol Lt de AIA + 0,0289 umol Lt de
GAz3; 0,0571 umol L de AIA; 0,0289 umol Lt de GA3), pH ajustado para 5,7 e, em
seguida, foram solidificados com 6 g L de agar bacteriolégico em pd Vetec®. O
meio de cultivo foi autoclavado por 20 minutos a 121 °C e 1,1 atm e, em seguida,
foram distribuidos 10 mL por placa de Petri (40 x 11mm). O AIA e o GAs foram
adicionados ao meio de cultivo apds a autoclavagem.

As placas contendo os embrides foram mantidas em sala de crescimento com
temperatura de 27+2 °C no escuro, por 15 dias e depois transferidas para luz com
fotoperiodo de 16:8 horas de luz:escuro e luminosidade fornecida por lampadas
OSRAM® luz do dia, com intensidade luminosa de 54 pmol m=2 s1. Apds 22 dias
de transferéncia para a luz, os embrides foram avaliados quanto a germinacéo de

plantulas normais, plantulas anormais e embrides ndo germinados.
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Os embrides germinados foram transferidos para o meio de crescimento onde
permaneceram por 30 dias. O meio de cultivo foi constituido pelos sais minerais
de MSM, vitaminas de White, 100 mg L* de myo-inositol, 30 g L de sacarose, pH
ajustado para 5,7 e, em seguida, foram solidificados com 6 g L' de &agar
bacteriol6gico em p6 Vetec®. Foram distribuidos 40 mL de meio por frasco (125
mm x 60 mm). Os frascos foram vedados com tampas com duas membranas (1,0
cm? cada) por tampa para facilitar as trocas gasosas (Saldanha et al., 2012) e
autoclavados por 20 minutos a 121 °C e 1,1 atm.

As plantulas sobreviventes foram aclimatizadas em casa de vegetacéo
seguindo o DBC com trés repeticbes. Cada parcela foi constituida por trés
plantas. As plantas foram aclimatizadas em casa de vegetacdo coberta com filme
agricola de 150 micrbmetros de espessura e tela de sombreamento de 35%. As
plantas foram lavadas em agua corrente para a remocédo do meio de cultivo das
raizes e transferidas para bandejas de plastico com capacidade de 200 mL por
célula, contendo o substrato comercial Basaplant® Hortalicas e irrigadas duas
vezes por dia. Apos 35 dias, as mudas foram avaliadas quanto a sobrevivéncia,
comprimento da parte aérea, nimero de folhas, volume de raiz, massa da matéria

seca da parte aérea, raiz e total.

3.1.3.3. Analises estatisticas

As variaveis dos experimentos de germinacdo de embribes zigoéticos
maduros, crescimento e aclimatizacdo das plantulas e do cultivo de embrides
zigoticos imaturos de maracujazeiro-azedo foram submetidas a testes iniciais de
homogeneidade e normalidade, utilizando os testes de Bartlett e Lilliefors,
respectivamente. Em seguida, foi realizada a andlise de variancia e os graus de
liberdade dos tratamentos e suas interacfes foram desdobradas pelo teste Tukey,
a 5% de probabilidade com o auxilio dos programas estatisticos SAS (Statistical
Analysis System) e SISVAR (Ferreira, 2011).

As variaveis analisadas da porcentagem de germinacdo de plantulas
normais, anormais e sementes ndo germinadas do ensaio de germinacao (item
3.1.4.1.) e da aclimatizacdo de plantulas oriunda do cultivo de embrides imaturos

heterotroéficos (item 3.1.4.4.) foram analisados pela estatistica descritiva.
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3.1.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.4.1. Ensaio de germinacgéao

As sementes colocadas para germinar in vitro com tegumento nao
germinaram em quase sua totalidade (96,9%) (Figuras 2 e 3). Resultados
semelhantes ja haviam sido relatados na germinacédo in vitro de maracujazeiro-
azedo por Dias et al. (2003), Barros et al., (2006) e Régo et al., (2014). Alguns
estudos indicam que a explicacdo mais provavel € que o tegumento das sementes
de maracujazeiro-azedo causa uma dorméncia, que pode estar relacionada com o
controle de entrada e saida de agua das sementes ou com a acao de substancias
inibidoras do crescimento presentes no tegumento (Ellis et al., 1985; Tsuboi e
Nakagawa,1992).

Germinacao in vitro

Semente com tegumento  Semente sem tegumento Embrido isolado

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

B Plantulas normais = Plantulas anormais u Sementes ndo germinadas

Figura 2. Porcentagem de germinacdo in vitro de sementes com tegumento,
sementes sem tegumento e de embrides isolados de maracujazeiro-azedo.

Se a dorméncia estivesse relacionada apenas com o controle da entrada e
saida de agua das sementes, a remocao do tegumento deveria ter solucionado o
problema da dorméncia. No entanto, nas sementes sem tegumento houve uma
alta porcentagem de germinagédo de plantulas anormais (37,5%) e apenas 9,4%
de plantulas normais (Figuras 2 e 3). Para a germinacéo in vitro de sementes de

maracujazeiro-azedo, Dias et al. (2003), Alexandre et al. (2009) e Régo et al.,
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(2014) sugerem a retirada apenas do tegumento das sementes antes de serem
inoculadas no meio de cultivo. Porém, os resultados obtidos neste ensaio
mostram que a dorméncia em sementes de maracujazeiro-azedo, germinadas in
vitro, esteve presente tanto no tegumento quanto no endosperma. A dorméncia
em sementes depende do equlibrio entre promotores de germinacdo, como
auxinas, citocininas e GAs, e inibidores de germinacdo como o acido abcisico
(ABA) (Takahashi et al., 1991; Taiz e Zeiger, 2009).

Figura 3. Germinacéao in vitro de maracujazeiro-azedo, apds 28 dias de cultivo:
(A) Sementes com tegumento; (B) Sementes sem tegumento; (C) Embrides
isolados.

As sementes de algumas espécies do género Passiflora possuem um
endosperma residual muito fino que envolve o embrido, que pode conter
inibidores de germinacao e crescimento capazes de atrapalhar o desenvolvimento
do embrido (Morley-Bunker, 1980). Em maracujazeiro-azedo, Junghans et al.,
(2006) relataram que, sob condigbes in vitro, as sementes colocadas para
germinar com o0 endosperma residual podem desencadear algum tipo de
dorméncia, resultando em uma germinacéao baixa e desuniforme.

Quando o embrido foi excisado, ou seja, o tegumento e o endosperma
foram removidos, a dorméncia foi superada, a germinacdo aumentou para 78,1%,
com elevada formacdo de plantulas normais (65,6%) e baixa formacdo de
plantulas anormais (12,5%) (Figuras 2 e 3). Desse modo, quando o embrido
zigodtico é isolado, a germinacdo de plantulas normais de maneira uniforme é

garantida.
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3.1.4.2. Experimento de germinacao de embrides zigoticos maduros

Na germinacdo in vitro de embrides zigéticos maduros isolados de
maracujazeiro-azedo, a analise de variancia mostrou diferenca significativa para
0S sais minerais e a sacarose dentro das variaveis plantulas normais e anormais
(Tabela 2).

Tabela 2. Resumo da analise de variancia com os quadrados médios para a
germinacao in vitro de embribes zigoticos maduros isolados de maracujazeiro-
azedo, cultivados por 28 dias em meios com diferentes concentracdes de sais
minerais e sacarose. Campos dos Goytacazes-RJ, 2018.

Quadrado médio

\F/on_te ge GL Plantulas Plantulas Embrides ndo
ariacao . : )
normais anormais germinados
Sais minerais (M) 4 7,797* 4,846* 0,855"
Sacarose (S) 3 15,52* 12,85* 0,268"s
(M) x (S) 12 0,889"s 0,612 0,296"
Residuo 58 0,712 0,576 0,300
Média geral 76,4 17,4 6,2
C.V. (%) 22,0 79,25 169,7

*Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.
"sN&o significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.

Na germinacdo in vitro de embribes zigéticos maduros isolados de
maracujazeiro-azedo, os meios de cultivo ¥2 MS e %> MSM foram superiores na
germinacao de plantulas normais aos meios com as concentrac¢des totais (Figura
4A). Isso porque o meio de cultivo MSM foi elaborado por Monteiro et al. (2000),
com a finalidade de suprir 0s requerimentos nutricionais de maracujazeiro-azedo
in vitro. J& o meio MS foi desenvolvido por Murashige e Skoog (1962) para o
cultivo in vitro de tabaco. Mesmo assim, na literatura € comum 0 uso da metade
das concentracbes dos sais minerais de MS para a germinagdo in vitro de
diversas espécies de Passiflora (Trevisan e Mendes, 2005; Fernando et al., 2007;
Carvalho et al., 2012; Soares et al., 2012; Vieira et al., 2014; Araujo, 2017).

Os embrides cultivados em meios com 0s sais minerais totais de MSM
apresentaram a maior porcentagem de germinacao de plantulas anormais (30%),
nao diferindo do ¥» MS (Figura 4B). Estes meios foram desfavoraveis na

germinacao in vitro de embrides zigoticos de maracujazeiro-azedo. Para o cultivo
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de embrides de algumas culturas as altas concentragdes de sais minerais podem
causar um desbalangco nutricional no meio, modificando a osmolaridade, e

ocasionando a formacéo de plantulas anormais (Malavolta, 2006).

A)
Plantulas normais (%) Plantulas normais (%)
120 120
100 100
80 80
60 60 b
40 40
20 20
0 o]
12MS 1/2 MSM Og 20g
Sais minerais Sacaroseg L
Plantulas anormais (%) Plantulas anormais (%)
40 60 a
35 50
30
25 40
20 30
b
15 b
20 b
10 b
g b L m
0 0
12MS MZMSM 0g 1dg 20g 30g 40g
Sais minerais =10 Sacarose g L
Embrides ndao germinados (%) Embrides ndo germinados (%)
14 12
12 10
10 8
8
6
6
" 4
0 0
- 1/2MS MSM 112 MSM 209
Sais minerais Sacarose g L

Figura 4. Médias da porcentagem de germinacao de (A) plantulas normais, (B)
plantulas anormais e (C) embrides ndo germinados a partir de embrides zigoticos
maduros isolados de maracujazeiro-azedo, em funcdo das concentracdes de sais
minerais e sacarose, apos 28 dias de cultivo in vitro. Médias seguidas pela
mesma letra minuscula nas colunas nao diferem entre si pelo teste Tukey
(P=<0,05).

As concentracdes de sacarose entre 10 a 40 g L' ndo apresentaram
diferencas significativas na germinacdo de plantulas normais, anormais e de
embrides ndo germinados (Figura 4A, B e C). No entanto, a auséncia de sacarose

nos meios de cultivo ndo € indicada para a germinacdo de embribes zigoéticos
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maduros de maracujazeiro-azedo, pois foi observada a menor porcentagem de
germinacao de plantulas normais (42,4%) e a maior porcentagem de formagéo de
plantulas anormais (48,8%), em relacdo as demais concentracdes de sacarose
(Figura 4B e C).

Em grande parte dos protocolos, a sacarose € a principal fonte de carbono
utilizada para o cultivo de embrides, por desempenhar um papel importante na
manutencdo do potencial osmaético adequado dos meios de cultivo (Bridgen,
1994; Raghavan, 2003). Os carboidratos também sdo responsaveis pelo
fornecimento de energia para a biossintese de aminoacidos e proteinas,
oligossacarideos estruturais e todos 0s compostos organicos necessarios para o
crescimento das células (Caldas et al., 1998). A sacarose € a forma de carbono
que € transportavel na maioria das plantas, sendo considerado o verdadeiro
substrato para a respiracdo celular (Taiz e Zeiger, 2009). Além disso, alguns
embrides, quando isolados e desprovidos do endosperma, sao incapazes de
germinar a partir das suas préprias reservas de carboidratos em meios de cultivo
na auséncia de sacarose (Bridgen, 1994; Raghavan, 2003). Portanto, para a
germinacdo de embribes zigoticos maduros isolados de maracujazeiro-azedo é
que a sacarose fornecida de maneira exdgena é importante para o
desenvolvimento e germinacdo dos embrides.

Para as variaveis de vigor das plantulas germinadas, a analise de variancia
mostrou interacdo significativa entre 0s sais minerais e a sacarose apenas para o
namero de raizes. As demais variaveis de altura da plantula, comprimento das
raizes, massa da matéria fresca total e massa da matéria seca total foram
significativas apenas para as fontes de variacdo isoladas de sais minerais e

sacarose (Tabela 3).
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Tabela 3. Resumo da analise de variancia com os quadrados médios de dados
biométricos na germinacao in vitro de embriées maduros de maracujazeiro-azedo,
apos 28 dias de cultivo em meios com diferentes concentracdes de sais minerais
e sacarose. Campos dos Goytacazes-RJ, 2018.

Quadrado médio

\F/on_te ge GL Altura da Numero de Comprimento
ariacao N . .
plantula raizes das raizes
Sais minerais (M) 3 456,95* 41,157* 1584,3*
Sacarose (S) 4 974,78* 42,127* 1369,8*
(M) x (S) 12 131,35 8,234* 226,49"s
Residuo 58 134,28 2,551 120,04
Média geral 30,67 3,38 18,76
C.V. (%) 36,29 46,91 58,11
Quadrado médio
Matéria fresca total Matéria seca total
Sais minerais (M) 3 0,0052* 0,000042*
Sacarose (S) 4 0,0093* 0,000171*
(M) x (S) 12 0,0007"s 0,000012"s
Residuo 58 0,0008187 0,00000498
Média geral 0,0713 0,0073
C.V. (%) 39,14 29,70

* Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.
ns Nao significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.

As maiores médias de numero de raizes das plantulas foram obtidas
gquando os embrides foram germinados no meio de cultivo com % MS,
suplementado com 20, 30 e 40 g L de sacarose e nos meios com sais de MSM e
% MSM com 40 g L de sacarose (Tabela 4).
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Tabela 4. Analise de desdobramento da variavel nUmero de raizes, em funcao da
interacdo entre as diferentes concentragcfes de sais minerais e sacarose, apos 28
dias de germinacdo in vitro de embrides maduros de maracujazeiro-azedo.
Campos dos Goytacazes-RJ, 2018.

Sais Sacarose (g L) -
minerais 0 10 20 30 40 Media
MS 1,0 Aa 2,31 Aa 2,73 Abc 2,38 Abc 1,7 Ab 2,02c
%> MS 1,25Ca 251BCa 4,76 ABab 4,73 ABab 6,01 Aa 3,85ab
MSM 1,0 Ba 1,90 Ba 1,58 Bc 1,66 Bc 6,22 Aa 2,42 bc
»MSM 106 Ca 3,6 BCa 7,42 Aa 6,15ABa 7,98Aa 5,24a
Média 1,07 C 2,58 BC 4,12 AB 3,73 B 547 A 3,38
C.V. (%) 46,91

Médias seguidas de mesma letra maiuscula nas linhas e mindscula nas colunas n&o diferem entre
si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Para as variaveis de vigor, altura da plantula (Figura 5A) e comprimento
das raizes (Figura 5B), os sais minerais de 2 MSM apresentaram as maiores
meédias em relacdo aos demais sais minerais. Para as variaveis massa da matéria
fresca e seca total (Figura 5C e D) os sais totais de MSM e %> MSM apresentaram
maiores médias em comparacdo aos sais de MS. De modo geral, as plantulas
germinadas em meios com 0s sais minerais de MSM total e ¥2 MSM sdo mais

vigorosas do que as plantulas germinadas em meios com 0s sais minerais de MS.
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Altura da plantula (mm) Comprimento das raizes (mm)
45 40
40 35
35 30
30
25 25
20 20
15 15
10 10
5 5
o 0
w2Ms MSM L 1"2MS MSM 112 MSM
Sais minerais Sais minerais
Massa da matéria fresca total (g) Massa da matéria seca total (g)
0,12 0,012
0,1 0,01
0,08 0,008
0,06 0,006
0,04 0,004
0,02 0,002
0 o]
1/2MS 1/2MSM 1U2ZMS MSM 1UZMSM

Sais minerais Sais minerais

Figura 5. Médias de (A) altura da plantula, (B) comprimento das raizes, (C)
massa da matéria fresca total e (D) massa da matéria seca total de plantulas de
maracujazeiro-azedo oriundas de embribes zigéticos germinados in vitro em
meios com diferentes concentracdes de sais minerais, apos 28 dias. Médias
seguidas pela mesma letra mindscula nas colunas nao diferem entre si pelo teste
Tukey (P<0,05)

No que diz respeito as concentracdes de sacarose, a auséncia de sacarose
também nao foi satisfatéria para o vigor das plantulas, de modo que apresentou
as menores médias para altura das plantulas (Figura 6A), comprimento das raizes
(Figura 6B), massa da matéria fresca total (Figura 6C) e massa da matéria seca
total (Figura 6D). Isso porque a sacarose, no cultivo de embrides in vitro, é
responsavel por influenciar em varios processos metabdlicos, possui efeito no
crescimento e diferenciacdo dos tecidos vegetais e ainda mantém a concentracao

osmoética adequada para o desenvolvimento do embrido (Skrebsky et al., 2004).

A) B)
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Altura da plantula (mm) Comprimento das raizes (mm)

45 - 40
40 a a = a5 a
zi 30 ab ab
25 b 25 bc
20 20
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5 5 ﬁ

o 0
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C) D)
Massa da matéria fresca total (g) Massa da matéria seca total (g)
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Figura 6. Médias de (A) altura da plantula, (B) comprimento das raizes, (C)
massa da matéria fresca total e (D) massa da matéria seca total de plantulas de
maracujazeiro-azedo, oriundas de embrides zigéticos maduros, apos 28 dias de
cultivo em meios com diferentes concentracdes de sacarose. Médias seguidas
pela mesma letra mindscula nas colunas nao diferem entre si pelo teste Tukey
(P=<0,05)

A sacarose favoreceu a altura das plantulas (Figura 6A) e o acumulo de
matéria fresca total (Figura 6C). Para a variavel comprimento das raizes (Figura
6B), as maiores médias foram obtidas com as concentracdes de 20, 30 e 40 g L
de sacarose. E para a variavel massa da matéria seca total, as concentracdes de
30 e 40 g L de sacarose foram as que proporcionaram o maior acumulo de
matéria (Figura 6D). As concentragGes entre 10 e 40 g L* de sacarose podem ser
usadas para o cultivo in vitro de embrides zig6ticos maduros de maracujazeiro-
azedo sem trazer prejuizos, tanto na germinacao de plantulas normais quanto no
vigor das plantulas (Figura 7). A determinacdo da melhor concentracdo de
sacarose para o cultivo de embribes maduros vai depender da cultura (Bridgen,
1994; Raghavan, 2003). De modo que, alguns autores ja relataram a necessidade
da sacarose como fonte de carbono para o cultivo in vitro de embriées maduros
de outras culturas como o murmuru (Astrocaryum ulei) (Pereira et al., 2006) e o

pinh&o-manso (Jatropha curcas) (Nunes et al., 2008).
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Figura 7. Plantulas normais de maracujazeiro-azedo oriundas da germinacao de
embribes zigdticos maduros em meios de cultivo com diferentes concentracdes de
sais minerais MS, *» MS, MSM e %% MSM, em combinagdo com cinco
concentragées de sacarose (0, 10, 20, 30 e 40 g L), apds 28 dias.
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Levando em consideragdo o0s resultados obtidos com as variaveis de
germinacao de plantulas normais e anormais (Figura 4) e das variaveis de vigor:
altura da plantula, nimero de raizes, comprimento das raizes, massa da matéria
fresca total e massa da matéria seca total (Tabela 4 e Figura 5), o uso de ¥2 MSM
€ 0 mais indicado para o cultivo in vitro de embrides zigéticos maduros de
maracujazeiro-azedo. Para as concentracbes de sacarose, com o0s resultados
obtidos para as variaveis de germinacao de plantulas normais e anormais (Figura
4) e as variaveis de vigor: namero de raizes (Tabela 4), comprimento das raizes,
massa da matéria fresca total e massa da matéria seca total (Figura 6),
recomenda-se o uso de 30 g L de sacarose para o cultivo in vitro de embrides

zigoticos maduros de maracujazeiro-azedo.

3.1.4.3. Experimento de crescimento in vitro e aclimatizagdo ex vitro de
plantulas oriundas do cultivo de embrides maduros

A determinacao do melhor meio de cultivo para o crescimento das plantulas
de maracujazeiro-azedo é importante para garantir o desenvolvimento vigoroso
das plantulas obtidas a partir do cultivo de embriées maduros e, até mesmo, de
embrides imaturos. Segundo Pereira et al. (2006), o meio de cultura adequado
para o cultivo de embrides deve ser adaptado para cada espécie. Por isso, foi
realizado o experimento de crescimento in vitro de plantulas de maracujazeiro-
azedo.

A analise de variancia do experimento de crescimento in vitro de plantulas
de maracujazeiro-azedo, oriundas do cultivo de embrides zigéticos maduros
isolados, mostrou interacdo significativa entre 0s sais minerais e a sacarose
apenas para a varidvel massa da matéria seca da raiz. As demais variaveis de
altura da planta, nimero de folhas, volume das raizes e massa da matéria seca
da parte aérea foram significativas apenas para as fontes de variacdes isoladas

de sais minerais e sacarose (Tabela 5).
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Tabela 5. Resumo da andlise de variancia com os quadrados médios do
crescimento in vitro de plantulas de maracujazeiro-azedo apos 45 dias de cultivo
em meios com diferentes concentracfes de sais minerais e sacarose. Campos
dos Goytacazes-RJ, 2018.

Quadrado Médio

Fonte de Variagdo GL Altura da Numero de Volume de
planta folhas raiz
Sais minerais (M) 3 1283,47* 14,6587* 0,019*
Sacarose (S) 4 911,68* 1,0830"s 0,0031"
(M) x (S) 12 73,59"s 0,5848"s 0,0016"s
Residuo 59 114,61 0,6570 0,0023
Média geral 68,82 6,61 0,13
C.V. (%) 15,55 12,25 34,83

Quadrado Médio
Fonte de Variagdo GL  Matéria seca Matéria seca  Matéria seca

da parte aérea daraiz total
Sais minerais (M) 3 0,000327ns 0,000257* 0,000935"s
Sacarose (S) 4 0,004334* 0,000471* 0,007619*
(M) x (S) 12 0,0001952" 0,000055* 0,000414ns
Residuo 59 0,000152 0,000021 0.000225
Média geral 0,0724 0,0144 0,0868
C.V. (%) 17,06 32,16 17,7

* Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.
ns N&o significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.

O desdobramento da interacdo entre 0s sais minerais e a sacarose para a
variavel massa da matéria seca da raiz mostrou as maiores médias para as
plantulas cultivadas nos meios com sais de MS, suplementados com 20, 30 e 40 g
L-! de sacarose, 2 MS, suplementado com 10, 20, 30 e 40 g L e nos meios com
sais %2 MSM, com 30 e 40 g L de sacarose (Tabela 6).
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Tabela 6. Andlise de desdobramento da varidvel massa da matéria seca da raiz
(g) em funcéo da interacéo entre as diferentes concentragdes de sais minerais e
sacarose no crescimento in vitro de plantulas de maracujazeiro-azedo, apés 45
dias. Campos dos Goytacazes-RJ, 2018.

Sacarose (g L) -
0 10 20 30 40 Media

Sais

MS 0,004 Ca 0,014Ba 0,022ABa 0,026 Aa 0,023 Aba 0,018 a
>»MS 0,006 Ba 0,017 Aa 0,019 Aab 0,019 Aa 0,018 Aab 0,015a
MSM 0,006 Aa 0,010 Aa 0,008 Ac 0,010 Ab 0,011 Ab 0,009 b

¥>MSM 0,005Ca 0,011BCa 0,012BCbc 0,0189ABa 0,022 Aa 0,014 a

Média 0,005 C 0,013 B 0,0155AB 0,0185 A 0,0187 A 0,0143

C.V. (%) 32,16

Médias seguidas de mesma letra mailscula nas linhas e mindscula nas colunas néo diferem entre
si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Para a variavel altura das plantas, os sais minerais de MSM, independente
da concentracdo de sais, proporcionaram as maiores médias para altura das
plantulas em relacé&o aos sais totais de MS (Figura 8A). Os sais minerais de MSM
total e %2 MSM apresentaram as maiores médias para o numero de folhas, quando
comparados aos sais de MS e %2 MS (Figura 8B). Para o volume das raizes, os
sais minerais totais de MS e MSM foram os mais satisfatorios (Figura 8C). J& para
a variavel massa da matéria seca da parte aérea e total, ndo houve diferenca

entre os sais minerais estudados (Figura 8D e E).
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Figura 8. (A) Altura das plantas, (B) numero de folhas, (C) volume das raizes, (D)
massa da matéria seca da parte aérea e (E) massa da matéria seca total de
plantulas de maracujazeiro-azedo cultivadas in vitro por 45 dias em meios com
diferentes concentracbes de sais minerais. Médias seguidas pela mesma letra
minuscula nas colunas nao diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05)

De modo geral os sais de MSM foram mais satisfatorios para o crescimento
in vitro de plantas de maracujazeiro-azedo. O meio MS foi desenvolvido por
Murashige e Skoog (1962), baseado nos requerimentos nutricionais da folha do
tabaco, e acabou se tornando o meio de cultivo mais utilizado na cultura de
tecidos vegetais. No entanto, para o cultivo in vitro de maracujazeiro-azedo,
alguns autores relataram sintomas de deficiéncia nutricional como clorose e
diminuicdo do crescimento de plantas cultivadas in vitro, em meios com sais de
MS e %2 MS (Moran Robles, 1978; Kantharajah e Dodd, 1990; Dornelas e Vieira,
1994; Monteiro et al., 2000).
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Tendo em vista as deficiéncias in vitro do maracujazeiro-azedo, Monteiro et
al., (2000) desenvolveram o meio MSM, com a finalidade de ajustar a composi¢ao
mineral do meio MS para o cultivo in vitro e multiplicacdo de maracujazeiro-azedo.
As principais diferencas entre os meios MS e MSM estdo na substituicdo do
CaClz2.H20 pelo Ca(NOs3)2.4H:0, retirada do Kl, além de algumas diferencas nas
concentracbes dos demais sais de macronutrientes e micronutrientes (Tabela 1).
Os resultados do presente trabalho comprovam a eficiéncia dos sais minerais
MSM e ¥> MSM para o crescimento in vitro das plantas de maracujazeiro-azedo,
em comparacao com os sais minerais de MS (Figura 8).

No crescimento in vitro das plantulas, a auséncia de sacarose trouxe
prejuizos para a altura das plantas (Figura 9A) e para 0 acumulo de matéria seca
na parte aérea (Figura 9D) e no total (Figura 9E). Porém, ndo houve diferenca
significativa no nimero de folhas e volume das raizes, entre as concentracdes

estudadas (Figura 9B e C).
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Figura 9. (A) Altura das plantas, (B) numero de folhas, (C) volume das raizes, (D)
massa da matéria seca da parte aérea e (E) massa da matéria seca total de
plantas de maracujazeiro-azedo, apés 45 dias de cultivo in vitro, em meios com
diferentes concentracbes de sacarose. Médias seguidas pela mesma letra
minuscula nas colunas nao diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05)

Na literatura é relatado que cerca de 85% da biomassa nos cultivos in vitro
€ devida a incorporacdo de carbono na forma de sacarose ao meio de cultura
(Stancato e Tucci, 2010). Por isso, para muitas espécies, uma fonte de carbono
exdégena como a sacarose é essencial para garantir a sobrevivéncia de explantes
in vitro, com a finalidade de substituir o carbono, que a planta, em condi¢gbes
naturais, retira da atmosfera por meio da fotossintese, aléem de atuar como agente
osmoético (George et al., 2008). Por isso, houve menor crescimento das plantulas
de maracujazeiro-azedo cultivadas em meios sem sacarose. Cruz, (2016) também
relatou a importancia de uma fonte de carbono exégena para a altura de plantulas

de P. tenuifila cultivadas in vitro.
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Mesmo sem apresentar diferenca estatistica para o crescimento in vitro de
plantulas de maracujazeiro-azedo com concentracdes de sacarose entre 10 e 40
g L (Figura 9), a concentracdo utilizada na grande maioria dos trabalhos in vitro
de maracujazeiro-azedo, tanto para o meio MS quanto para o meio MSM, é 30 g
L1 (Monteiro et al., 2000; Isutsa, 2004; Trevisan e Mendes, 2005; Fernando et al.,
2007; Rocha et al., 2012; Shekhawat et al., 2015).

As mudas oriundas do experimento de crescimento in vitro em diferentes
concentracfes de sacarose e sais minerais foram aclimatizadas por um periodo
de 35 dias e houve 100% de sobrevivéncia das mudas aclimatizadas. A
aclimatizacao, apos o cultivo in vitro de plantas de maracujazeiro-azedo, costuma
ser relatada com sucesso por alguns autores, mesmo em diferentes condi¢cfes de
cultivo in vitro. Shekhawat et al.,, (2015) obteviveram cerca de 88% de
sobrevivéncia de plantas aclimatizadas, apds o cultivo in vitro em meios com sais
de MS. Em outras espécies do género Passiflora, a aclimatizacdo bem sucedida
de plantas, apds o cultivo in vitro em meios com o0s sais minerais MS e MSM,
também ja foi relatada por Becerra et al., (2004), Busilacchi et al., (2008); Garcia
et al., (2011a) e Pacheco et al., (2012).

Na analise de variancia das mudas aclimatizadas houve diferenca
significativa apenas para os sais minerais da variavel altura da planta. As demais

variaveis ndo apresentaram diferenca nem interagéo significativa (Tabela 7).
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Tabela 7. Resumo da analise de variancia com os quadrados médios apos 35
dias de aclimatizacdo de plantas de maracujazeiro-azedo oriundas do
crescimento in vitro em meios com diferentes concentracdes de sais minerais e
sacarose. Campos dos Goytacazes-RJ, 2018.

Quadrado Médio

Fonte de Variagdo GL Altura da Numero de Volume de

planta folhas raiz

Sais minerais (M) 3 16,973* 0,5926"s 0,601"s

Sacarose (S) 4 11,142" 1,2214"s 0,034

(M) x (S) 12 3,711 0,7193"s 0,368"s

Residuo 39 4,404 1,1959 0,356
Média geral 11,04 7,22 2,06
C.V. (%) 19,0 15,12 28,96

Quadrado Médio
Fonte de Variagdo GL Massasecada Massaseca Massa seca

parte aérea daraiz total
Sais minerais (M) 3 0,0582"s 0,0046" 0,0936"
Sacarose (S) 4 0,0064" 0,0017"s 0,0106"s
(M) x (S) 12 0,0270"s 0,0038"s 0,0463"
Residuo 39 0,0452 0,0032 0,0692
Média geral 0,5079 0,21 0,7179
C.V. (%) 41,88 27,18 36,6

* Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.
ns N&o significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.

Os sais minerais de MS total, 2 MS e MSM total proporcionaram as
maiores médias para a altura das plantas aclimatizadas (Figura 10A). As demais
variaveis de numero de folhas (Figura 10B), volume das raizes (Figura 10C),
massa da matéria seca da parte aérea (Figura 10D), massa da matéria seca das
raizes (Figura 10E) e massa da matéria seca da parte aérea (Figura 10F) ndo
apresentaram diferenca entre os sais minerais estudados, apds 35 dias de

aclimatizagao.
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Figura 10. (A) Altura das plantas, (B) niamero de folhas, (C) volume de raizes, (D)
massa da matéria seca da parte aérea, (E) massa da matéria seca das raizes e
(F) massa da matéria seca total de plantas de maracujazeiro-azedo, apés 35 dias
de aclimatizacdo, oriundas do cultivo in vitro em meios com diferentes
concentracfes de sais minerais. Médias seguidas pela mesma letra mindscula
nas colunas nao diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05)

Em relacdo as concentracfes de sacarose, todas as variaveis estudadas
de altura da planta (Figura 11A), numero de folhas (Figura 11B), volume das
raizes (Figura 11C), massa da matéria seca da parte aérea (Figura 11D), massa
da matéria seca das raizes (Figura 11E) e massa da matéria seca total (Figura
11F) ndo apresentaram diferenca significativa pelo teste Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

Quando cultivadas in vitro, as plantas ndo sdo completamente dependentes
da sua fotossintese e, por isso, a sacarose é adicionada ao meio de cultivo.

Porém, quando elas sdo aclimatizadas, a sacarose deixa de ser fornecida e as
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plantas passam a ser capazes de produzir sua propria fonte de carbono por meio
da fotossintese (Marin e Gella, 1987). Sendo assim, apos 35 dias de
aclimatizacdo, as plantas de maracujazeiro-azedo nao apresentaram diferencas
significativas para nenhuma das concentracdes de sacarose, em todas as

variaveis estudadas (Figura 11).
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Figura 11. (A) Altura das plantas, (B) niumero de folhas, (C) volume de raizes, (D)
massa da matéria seca da parte aérea, (E) massa da matéria seca das raizes e
(F) massa da matéria seca total de plantas de maracujazeiro-azedo, apés 35 dias
de aclimatizacdo, oriundas do cultivo in vitro em meios com diferentes
concentracbes de sacarose. Médias seguidas pela mesma letra minuscula nas
colunas néo diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05)

De modo geral, quando comparamos a eficiéncia dos sais minerais

utilizados no crescimento in vitro, para as variaveis biométricas: altura das
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plantas, numero de folhas e volume das raizes (Figura 8) e na aclimatizacdo para
a variavel altura das plantas (Figura 10), verifica-se que os sais minerais de MSM
total foram mais satisfatorios. Ja para as concentracdes de sacarose no
crescimento in vitro, os resultados obtidos para a massa da matéria seca total
(Figura 9) indicam o uso de 30 ou 40 g L de sacarose para o crescimento de
plantulas oriundas de embrides zigéticos maduros de maracujazeiro-azedo. Como
ndo h& diferenca no crescimento in vitro e durante a aclimatizacdo, sugere-se o

uso de 30 g L de sacarose.

3.1.4.4. Experimento de germinacdo de embrides zigoticos imaturos

Como ainda n&o havia sido relatado na literatura, o cultivo in vitro de
embrides zigoticos imaturos de nenhuma espécie do género Passiflora, foi
necesséaria a identificacdo dos dias em que os frutos de maracujazeiro-azedo
deveriam ser coletados para que fosse possivel verificar os estadios
embrionarios.

Em geral, o crescimento dos frutos € influenciado por fatores genéticos e
ambientais, como temperatura, radiagédo solar e precipitacao (Berilli et al., 2007).
Na regido de Campos dos Goytacazes-RJ, os frutos de maracujazeiro-azedo
levam cerca de 100 dias, desde a antese até sua coleta com a casca totalmente
amarela (Vianna-Silva et al., 2008).

Nos frutos com 12 e 18 dias ap0s a polinizacdo (DAP), ndo foram
encontrados embrides nos estadios iniciais de desenvolvimento, por estarem em
tamanho téo reduzido que impossibilitou a observacéo e localizacdo dos mesmos
em microscopio estereoscopio (Tabela 8). Em uma analise morfoanatdmica do
desenvolvimento embriolégico zigético de maracujazeiro-azedo, Silveira (2014)
observou que aos 12 DAP ocorreu a primeira divisdo do zigoto, a qual foi
assimétrica e deu origem a duas células distintas, uma célula apical de menor
tamanho e uma célula basal maior e vacuolizada.

Nos frutos com 20 a 24 DAP, foi possivel detectar todos os estadios de
desenvolvimento (globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar) dos embribes

zigoticos imaturos de maracujazeiro-azedo (Tabela 8).
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Tabela 8. Dados médios de dois frutos de maracujazeiro-azedo coletados para a
identificagdo dos estadios de desenvolvimento globular, cordiforme, torpedo e
cotiledonar dos embrides zigoéticos imaturos. Campos dos Goytacazes-RJ, 2018.

Dias apoés a
polinizacao

Estadios

Dados dos Frutos

12

N&o encontrados

Comprimento do fruto: 75,54 mm
Diametro do fruto: 58,07 mm
Coloracéao do fruto: verde
Coloracéao do arilo: ndo observado
Coloracédo da semente: branca
Comprimento da semente: 3,98 mm

18

N&o encontrados

Comprimento do fruto: 83,04 mm
Diametro do fruto: 63,52 mm
Coloracéao do fruto: verde
Coloracéao do arilo: ndo observado
Coloragao da semente: branca
Comprimento da semente: 5,72 mm

20

Globular
Cordiforme

Comprimento do fruto: 90,03 mm
Diametro do fruto: 74,2 mm
Coloracéao do fruto: verde
Coloracéao do arilo: branco
Coloragao da semente: branca
Comprimento da semente: 8,61 mm

22

Globular
Cordiforme
Torpedo

Comprimento do fruto: 92,47 mm
Diametro do fruto: 79,34 mm
Coloracéao do fruto: verde

Coloracéao do arilo: branco
Coloracédo da semente: branca
Comprimento da semente: 12,86 mm

24

Cordiforme
Torpedo
Cotiledonar

Comprimento do fruto: 93,65 mm
Diametro do fruto: 87,01 mm
Coloracéao do fruto: verde

Coloragao do arilo: amarelado
Coloracdo da semente: branca
Comprimento da semente: 17,52 mm

Observa-se uma mudanca de fase de desenvolvimento embrionario muito

rapidamente, com diferenca de apenas um dia. Além disso, em apenas um fruto

foi possivel encontrar embribes em diferentes estadios de desenvolvimento

(Tabela 8). Os estudos, sobre o cultivo de embrides imaturos em outras culturas,

também relatam a presenca de embrides em diferentes estadios de

desenvolvimento em um mesmo fruto (Ribeiro et al., 1999; Manzur et al., 2013;

Walter et al., 2018 no prelo). Manzur et al. (2013) observaram em espécies do

género Capsicum que a velocidade da mudanca de estadio é dependente do

genotipo, com 16 DAP em C. frutescens e 27 DAP em acessos de C. annuum
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Bola e California Wonder. Ja no resgate de embrides de cruzamentos entre Citrus
sinensis Osb. cv. Natal com Poncirus trifoliata (L.) Raf., Ribeiro et al. (1999)
encontraram embrides zigoticos nos estadios globular e cordiforme em sementes
com 130 a 150 DAP.

Os resultados obtidos no experimento de cultivo in vitro de embribes
maduros de maracujazeiro-azedo foram o0 ponto de partida para o
estabelecimento da concentragcdo de sais minerais na germinacao in vitro de
embrides zigbticos imaturos e no estabelecimento do meio para o crescimento
das plantulas.

A analise de variancia da germinacdo de embrides zig6ticos imaturos
heterotréficos mostrou significancia ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F,
apenas para a sacarose para a variavel plantulas normais (Tabela 9). Em virtude
do baixo nimero de germinacdo de plantulas normais e anormais com muitos
valores iguais a zero, o coeficiente de variagdo na andlise de variancia foi alta
(Tabela 9).

Tabela 9. Resumo da andlise de variancia com os quadrados médios na
germinacao in vitro de embrides imaturos heterotroficos (globular e cordiforme) de
maracujazeiro-azedo, apos 37 dias de cultivo em meios com diferentes
concentracbes de sacarose e fitorreguladores. Campos dos Goytacazes-RJ,
2018.

Quadrado médio

Fonte de Variacdo  GL Plantulas Plantulas Embrides ndo
normais anormais germinados

Sacarose (S) 4 0,9000* 0,6083" 1,7916"

Fitorreguladores (R) 3 0,1500" 0,2444n 0,4611"

(S) x (R) 12 0,2888"s 0,3416" 0,6694"s

Residuo 39 0,3748 0,5446 1,3366
Média geral 5,4 7,5 87,1
C.V. (%) 259,11 227,04 25,12

* Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.
ns N&o significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.

As maiores porcentagens de germinacdo de embrides zigoticos imaturos
heterotréficos em plantulas normais foi obtida em meios com 20, 40 e 60 g L™ de

sacarose (17%, 4,5% e 6,5%, respectivamente) (Figura 12).
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Figura 12. Porcentagens de germinacao de (A) plantulas normais, (B) plantulas
anormais e (C) embrides ndo germinados de embrifes zigGticos imaturos
heterotréficos (globular e cordiforme) isolados de maracujazeiro-azedo em funcao
das concentracdes de sacarose e fitorreguladores, apds 37 dias de germinacéo in
vitro. Médias seguidas pela mesma letra mindscula nas colunas néo diferem entre
si pelo teste Tukey (P<0,05).

Em relacdo a exigéncia de sacarose para a germinacdo in vitro de
embrides imaturos de diversas culturas como bolsa-de-pastor (Capsella bursa-
pastoris) (Monnier, 1984), laranja (Chagas et al., 2003) e liméo (Viloria et al.,
2005), os autores relatam a necessidade do uso de elevadas concentracdes de
sacarose, entre 80 a 120 g L, para a germinacdo de embriGes heterotroficos.
Porém, os resultados deste trabalho demonstram o contrario, pois as maiores
porcentagens de germinacdo de embrides zigoticos imaturos heterotroficos de
maracujazeiro-azedo se deu em meios suplementados com as menores

concentracdes de sacarose 20, 40 e 60 g L (Figura 12), sendo suficiente para
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gue os embrides fossem capazes de germinar. Portanto, mesmo em baixas
concentracfes a sacarose € necessaria para a germinagcédo de embrides imaturos
heterotréficos de maracujazeiro-azedo.

A sacarose presente no meio de cultura € a principal fonte de energia para
0 embrido, atua na formacdo do esqueleto de carbono, sendo efetiva sobre o
crescimento e diferenciagéo celular e ajudando a manter a osmolaridade do meio
de cultivo (Skrebsky et al.,, 2004). Aléem disso, o papel da sacarose durante a
germinacao, também, esta relacionado ao transporte e a transducdo de auxinas e
atuam como moléculas de sinalizacao para regular a expressao génica (Moore et
al., 2003; Wind et al., 2010; Stokes et al., 2013). Manzur et al., (2013) observaram
em embrides globulares e cordiformes de Capsicum, maiores porcentagens de
germinagdo em meios com 40 g L™ de sacarose.

As plantulas normais de maracujazeiro-azedo foram transferidas para o
meio de crescimento onde permaneceram durante 35 dias. Em seguida as plantas
sobreviventes foram aclimatizadas. Apos 35 dias de aclimatizacéo foi observado
100% de sobrevivéncia das plantulas levadas para a casa de vegetacdo. Porém,
apenas cinco tipos de meios de cultivo (20 g L™ de sacarose + AlA e GAz, 20 g L*
de sacarose + GAs, 40 g L de sacarose + AlIA e GAs, 40 g L' de sacarose + AIA
e GAse 60 g L de sacarose + GAs) foram capazes de fornecer as condicdes
ideais para que os embrides imaturos heterotréficos fossem capazes de crescer

até a aclimatizacgdo (Figura 13).
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Figura 13. Plantas oriundas do cultivo in vitro de embrifes zigo6ticos imaturos
heterotréficos (globular e cordiforme) de maracujazeiro-azedo apés 35 dias de
aclimatizacdo. (A) 20 g L de sacarose + AIA e GAgz; (B) 20 g L de sacarose +
GAs; (C) 40 g L de sacarose + AlA e GAgz; (D) 40 g L de sacarose + AIA e GAs3;
(E) 60 g L* de sacarose + GAa.

Embora para a germinacdo dos embrifes imaturos heterotroficos o uso ou
nao de AIA e GAs em combinacdo ou isolados nédo apresentou diferenca
significativa (Figura 12), apenas as plantulas oriundas de embrides cultivados em
meios, contendo AIA e GAs em combinagdo ou com apenas GAs, foram capazes
de serem aclimatizadas (Figura 13).

Em relacdo a atuacdo dos fitorreguladores, as auxinas possuem uma
funcdo chave na regulacdo e estabelecimento do eixo embrionario para a
germinacao (Hamann, 2001), por isso, quando fornecido no meio de cultura em
baixas concentracfes favorecem o crescimento normal do embrido (Takahashi et
al.,1991; Bridgen 1994; Manzur et al., 2014; Taiz e Zeiger, 2009). Além disso, as
auxinas como o AIA podem promover o crescimento de raizes primarias,
hipocotilos e cotilédones (Machakova et al., 2008). Ja as giberelinas sao
produzidas pelo eixo embrionario e estimulam a produgédo de enzimas hidroliticas
para a degradacdo das reservas das sementes que vao nutrir e sustentar o
desenvolvimento do eixo embrionario (Taiz e Zeiger, 2009). As giberelinas,
quando fornecidas em baixas concentragdes no meio de cultivo, podem promover
o crescimento dos embrides (Monnier, 1995; Moshkov et al., 2008). Desse modo,
0s resultados obtidos neste experimento, em que somente as plantulas

germinadas em meios com fitorreguladores foram capazes de serem levadas para



53

a aclimatizacéo, revelam a necessidade de suplementacdo com 0,0571 umol L
de AIA + 0,0289 pmol L't de GAs ou de apenas 0,0289 pumol L de GAsz, para a
germinacdo de embrides zigodticos imaturos heterotroficos de maracujazeiro-
azedo.

A andlise de variancia da germinacdo in vitro de embribes zigoticos
imaturos autotréficos (torpedo e cotiledonar) isolados de maracujazeiro-azedo
mostrou significancia para a sacarose e para os fitorreguladores para a variavel
plantulas normais (Tabela 10). Ja para as variaveis plantulas anormais e embrides
nao germinados, houve interagdo significativa entre a sacarose e 0S

fitorreguladores pelo teste F a 5% de probabilidade (Tabela 10).

Tabela 10. Resumo da Analise de variancia com os quadrados médios na
germinacao in vitro de embrides imaturos heterotroficos de maracujazeiro-azedo,
apos 37 dias de cultivo em meios com diferentes concentracdes de sacarose e
fitorreguladores. Campos dos Goytacazes-RJ, 2018.

Quadrado médio

Fonte de Variagao GL Plantulas Plantulas Embrides ndo
normais anormais germinados

Sacarose (S) 4 14,10* 1,06* 11,76*
Fitorreguladores (R) 3 2,06* 1,57* 3,88*
(S) x (R) 12 0,90"s 2,46* 2,91*
Residuo 40 0,53 0,63 0,4
Média geral 35,8 28,5 34,9
C.V. (%) 38,58 52,98 42,18

* Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.
ns Nao significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.

A média geral de porcentagem de germinacdo de plantulas normais de
embribes imaturos autotroficos (torpedo e cotiledonar) (35,8%) (Tabela 10)
aumentou em comparacdo com a germinacdo de embrides heterotroficos
(globular e cordiforme) (5,4%) (Tabela 9). A eficiéncia do cultivo in vitro de
embrides imaturos aumenta gradualmente com o desenvolvimento do embrido
(Bridgen, 1994). Esse fato ja foi comprovado por diversos autores e em diferentes
culturas (Viloria et al., 2005; Nunes et al., 2008; Manzur et al., 2013; Manzur et al.,
2014; Walter et al., 2018 no prelo). Isso ocorre porque nos estadios iniciais do

desenvolvimento os embrides globulares e cordiforme sdo altamente dependentes
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da nutricdo do endosperma e dos tecidos maternos. Posteriormente, nos estadios
torpedo e cotiledonar os embrides ja sdo metabolicamente capazes de sintetizar
as substancias necessarias para o seu crescimento (Raghavan, 1966; Ramming,
1990; Bhojwani e Razdan, 1996).

Houve alta porcentagem de germinacdo de plantulas anormais em meios
com 80 g L de sacarose suplementado com AIA e GAzou GAsz e em meios com
100 g L* de sacarose sem fitorreguladores e com AIA e GAs (Tabela 11).
Segundo Thorpe (1995) e Finch-Savage et al. (1992), durante a germinacédo, o
eixo embrionario precisa atingir um limiar de embebicdo, porém a rapida ou lenta
embebicdo pode levar a formacdo de plantulas anormais. Assim, as altas
concentracfes de sacarose em combinacdo com os fitorreguladores utilizados
modificaram o potencial osmaético do meio de cultura, o que pode ter dificultado a
embebicdo de agua pelos embrides imaturos autotréficos de maracujazeiro-

azedo.

Tabela 11. Anélise de desdobramento da variavel plantulas anormais em funcao
da interacdo entre as diferentes concentracdes de sacarose e fitorreguladores
apos 37 dias de germinacdo in vitro de embrides zigéticos imaturos autotréficos
de maracujazeiro-azedo. Campos dos Goytacazes-RJ, 2018.

Sacarose Fitorreguladores
(gL?) Sem AlA + GAs3 AlA GAs Média
20 8,25 ABb 16,5 Aab 50,0 Aa 0,0 Bb 18,7 b
40 41,5 Aab 41,5 Aa 41,5 Aa 25,0 Aab 37,4 a
60 33,3 Aab 16,5 Aab 50,0 Aa 0,0 Bb 24,5 ab
80 25,0 ABab 50,0 Aa 0,0 Bb 575Aa 33,1ab
100 57,5 Aa 415ABa 16,5 BCab 0,0 Cb 28,9 ab
Média 33,1A 33,2A 316 A 16,4 B 28,5
C.V. (%) 52,98

Médias seguidas de mesma letra maiuscula nas linhas e mindscula nas colunas n&o diferem entre
si pelo teste de Tukey (P<0,05).

As maiores porcentagens de ndo germinacdo dos embrides zigoticos
imaturos autotréficos de maracujazeiro-azedo foi observada nos meios de cultivo
suplementados com 80 e 100 g L' de sacarose em combinacdo com
fitorreguladores (Tabela 12). Segundo Liu et al. (1993) e Manzur et al. (2014), o

excesso de auxinas para o cultivo de embrides imaturos podem promover um
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efeito inibitério. Portanto, a combinacdo entre as altas concentra¢des de sacarose
e 0 uso de fitorreguladores inibiram a germinacdo dos embrides imaturos

autotroficos de maracujazeiro-azedo (Tabela 12).

Tabela 12. Analise de desdobramento da variavel embrides ndo germinados em
funcdo da interacdo entre as diferentes concentracdes de sacarose e
fitorreguladores apdés 37 dias de germinacdo in vitro de embrides zigoéticos
imaturos heterotroficos de maracujazeiro-azedo. Campos dos Goytacazes-RJ,
2018.

Sacarose Fitorreguladores
(gL?) Sem AlA + GAs3 AlA GAs Média
20 16,5 Aab 0,0 Ab 16,5 Ac 16,5 Ac 12,4 b
40 0,0 Bb 0,0 Bb 16,5 ABc 25,0 BCc 10,4 b
60 41,5 Aa 50,0 Aa 25,0 ABb 50,0 Aab 41,6 a
80 8,25 Cb 50,0 ABa 100,0 Aa 25,0BCc  458a
100 16,5 Bab 57,5 ABa 83,3 Aab 100,0 Aa 64,3 a
Média 16,5B 31,5 AB 48,3 A 43,3 A 34,9
C.V. (%) 42,18

Médias seguidas de mesma letra maiuscula nas linhas e mindscula nas colunas n&o diferem entre
si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Para a germinacéo de plantulas normais de embrides imaturos autotroficos
de maracujazeiro-azedo as melhores concentracdes de sacarose foram com 20 g
Lt (70,75%) e 40 g L (54%), além disso, observou-se um decréscimo gradual da
germinacao, conforme a concentracdo de sacarose aumentava (Figura 14). Os
embribes imaturos nos estadios torpedo e cotiledonar crescem bem em
concentracfes mais baixas de sacarose (Monnier, 1995; Bhojwani e Razdan,
1996). Dependendo da espécie e do estadio de desenvolvimento dos embrides, a
presenca de sacarose no meio de cultura pode ser em baixas concentracdes ou
atée mesmo dispensavel em razdo dos embrides serem capazes de utilizar a
energia necessaria a partir das proprias reservas para germinar in vitro (Garcia et
al., 2002).
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Figura 14. Porcentagem de germinacéo in vitro de plantulas normais oriundas de
embrides zigoticos imaturos autotroficos de maracujazeiro-azedo em funcéo das
concentracbes de sacarose e fitorreguladores, apdés 37 dias de germinacéo.
Médias seguidas pela mesma letra mindscula nas colunas ndo diferem entre si
pelo teste Tukey (P<0,05).

O aumento das concentracdes de sacarose (60, 80 e 100 g L) foi
prejudicial para a germinacdo de plantulas normais, a partir dos embrides
imaturos autotréficos (33,25, 16,5 e 4%, respectivamente) (Figura 14). A sacarose
em concentracdes elevadas pode prejudicar a germinacdo dos embrides,
afetando o processo de embebicdo do embrido, devido ao aumento da presséo
osmoética do meio de cultivo (Lippman e Lippmann, 1984).

O uso de fitorreguladores no meio de cultivo em baixas concentracfes €
indicado para facilitar o cultivo de embrides in vitro, porém, em muitos casos, 0S
fitorreguladores fornecidos de forma exdégena ndo sdo necessarios (Monnier,
1996). Para embrides imaturos autotréficos (torpedo e cotiledonar) de
maracujazeiro-azedo, o uso de fitorreguladores pode ser dispensavel para
germinacdo de plantulas normais, sendo os melhores resultados obtidos sem
fitorreguladores (45%) ou com o uso de 0,0289 umol L1 de GAs (40%) (Figura
14). Walter et al. (2018 no prelo) também relatam a eficiéncia do cultivo de
embrides zigoticos imaturos nos estadios torpedo e cotiledonar de C. baccatum e
frutescens sem o uso dos fitorreguladores AlA e GAas.

As plantulas normais de maracujazeiro-azedo foram transferidas para o
meio de crescimento, onde permaneceram durante 35 dias. Em seguida, as
plantas sobreviventes foram aclimatizadas e dezesseis tipos de meios de cultivo
foram capazes de fornecer as condi¢des ideais para que os embrides imaturos
autotroficos fossem capazes de crescer até a aclimatizacgéo.

Na aclimatizagdo das plantas oriundas do cultivo in vitro de embrides

imaturos autotroficos de maracujazeiro-azedo, houve diferenca significativa
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apenas para a variavel numero de folhas (Tabela 13). As demais variaveis altura
da planta, volume das raizes, massa da matéria seca da parte aérea, raizes e
total ndo apresentaram diferenca significativas entre os tratamentos pelo teste F
ao nivel de 5% de probabilidade (Tabela 13).

Tabela 13. Resumo da analise de variancia com os quadrados médios apos 35
dias na aclimatizacdo de maracujazeiro-azedo para os efeitos da germinacao in
vitro de embribes zigéticos imaturos autotréficos cultivados em meios com
diferentes concentracdes de sacarose e fitorreguladores. Campos dos
Goytacazes-RJ, 2018.

Quadrado Médio

Fonte de Variagdo GL Altura da Numero de Volume de
planta folhas raiz
Tratamento 15 66,03"s 8,2867* 0,4147m
Residuo 14 968,9 3,1044 0,6133
Média geral 62,79 7,91 1,26
C.V. (%) 24,66 22,26 34,18

Quadrado Médio
Fonte de Variagdo GL Massasecada Massaseca Massa seca

parte aérea daraiz total
Tratamento 15 0,0212"s 0,0032"s 0,03955"s
Residuo 14 0,0548 0,0058 0,0935
Média geral 0,2506 0,0949 0,3455
C.V. (%) 55,08 50,09 53,27

* Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.
ns N&o significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.

Na aclimatizacdo das plantulas oriundas do cultivo de embrides zigo6ticos
imaturos de maracujazeiro-azedo, o tratamento constituido pela combinacéo de
60 g L de sacarose e AlA apresentou o menor nimero de folhas em relacdo aos
tratamentos com 80 g L de sacarose + AIA e GAgz, 80 g L de sacarose + GAs e

100 g L de sacarose sem fitorregulador.
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Figura 15. (A) Altura da plantula, (B) numero de folhas, (C) volume das raizes, (D)
massa da matéria seca da parte aérea e (E) massa da matéria seca das raizes,
na aclimatizagéo de plantulas normais de maracujazeiro-azedo oriundas do cultivo
de embriGes zigéticos imaturos autotréficos. Legenda dos tratamentos: 1) 20 g L
de sacarose; 3) 20 g L de sacarose + AlA; 4) 20 g L de sacarose + GAs; 5) 40 g
L1 de sacarose; 6) 40 g L! de sacarose + AIA e GAs; 7) 40 g L de sacarose +
AlA; 8) 40 g L de sacarose + GAs; 9) 60 g L de sacarose; 10) 60 g L de
sacarose + AlA e GAs; 11) 60 g L de sacarose + AlA; 12) 60 g L de sacarose +
GAs; 13) 80 g L de sacarose; 14) 80 g L de sacarose + AlA e GAz; 16) 80 g L
de sacarose + GAsz; 17) 100 g L de sacarose; 18) 100 g L de sacarose + AlA e
GAs. Médias seguidas pela mesma letra mindscula nas colunas n&o diferem entre
si pelo teste Tukey (P<0,05).

Levando em consideracdo os resultados obtidos na germinacado de
plantulas normais (Figura 12) e na aclimatizagédo (Figura 13) do cultivo in vitro de
embrides zigoticos imaturos heterotréficos de maracujazeiro-azedo, € indicado o

uso 20 g L de sacarose em combinacdo com os fitorreguladores AIA e GAs ou
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de apenas GAs. Ja os resultados obtidos na germinacdo de plantulas normais
(Figura 14) do cultivo in vitro de embribes zigoticos imaturos autotréficos de
maracujazeiro-azedo, é indicado o uso de 20 g L de sacarose sem o uso dos
fitorreguladores ou com a adicdo de apenas GAs (Figura 16). Porém, novas
investigagdbes com baixas concentragbes de sacarose e de GAs devem ser
realizadas para melhorar a eficiéncia do cultivo de embrides nos estadios globular

e cordiforme (heterotroficos).

Figura 16. (A) Fruto de maracujazeiro-azedo com 24 DAP; (B) Cultivo de
embrides zigodticos imaturos heterotroficos de maracujazeiro-azedo em meio com
20 g L' de sacarose + GAs; (C) Cultivo de embrides zigéticos imaturos
autotréficos de maracujazeiro-azedo em meio com 20 g L de sacarose; (D)
Plantulas de maracujazeiro-azedo em meio de crescimento in vitro; (E) Planta de
maracujazeiro-azedo oriunda de embrido imaturo heterotréfico germinado in vitro,
apos 35 dias de aclimatizacdo em casa de vegetacdo; (F) Plantas de
maracujazeiro-azedo oriundas de embrides imaturos autotréficos germinados in
vitro, apos 35 dias de aclimatizacdo em casa de vegetacao.

3.1.5. CONCLUSOES

Para a germinacdo in vitro de embrides zigéticos maduros isolados de

maracujazeiro-azedo, é indicado o uso do meio de cultivo com metade da
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concentracdo dos sais minerais de MSM suplementado com 30 g L de sacarose
para garantir a germinacao de plantulas normais e vigorosas. Para o crescimento
das plantulas in vitro oriundas do cultivo de embriées, é indicado o uso de sais
minerais de MSM suplementado com 30 g L de sacarose.

O cultivo in vitro de embrides zigoticos imaturos heterotroficos de
maracujazeiro-azedo, desde a germinacdo até a aclimatizagdo, € possivel com o
uso de 20 g L de sacarose combinado com os fitorreguladores 0,0571 pumol L
de AIA + 0,0289 umol L't de GAs ou apenas 0,0289 umol L de GAs. Ja o cultivo
de embribes zigdticos imaturos autotroficos de maracujazeiro-azedo, desde a
germinacdo até a aclimatizacéo, é possivel com o uso de 20 g L de sacarose,

sem a adicéo de fitorreguladores ou com a adicédo de 0,0289 pmol L de GAs.
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3.2. CULTIVO DE EMBRIOES MADUROS APOS A CRIOPRESERVACAO DE
SEMENTES DE MARACUJAZEIRO-AZEDO (Passiflora edulis Sims)

3.2.1. INTRODUCAO

O maracujazeiro-azedo € a espécie de maracuja mais estudada e cultivada no
Brasil (Meletti et al., 2011). O Brasil € o centro de origem da espécie e ainda
considerado centro de diversidade em Passiflora com cerca de 145 espécies
descritas (Flora do Brasil, 2017; Cervi 2006). Mesmo com toda essa diversidade,
0S recursos genéticos de Passiflora sdo constantemente ameacgados pela eroséo
genética, devido as atividades humanas de reducédo e fragmentacdo das areas
florestais (Ocampo et al., 2010).

Nos programas de melhoramento genético de maracuja, as estratégias para a
conservagao ex situ de Passiflora ainda s&o incipientes, geralmente limitadas a
bancos de sementes e a colecdes vivas (Cerqueira-Silva et al.,, 2016). A
conservagao realizada em bancos de sementes consiste, basicamente, em sua
desidratacdo até os menores niveis de agua inicial e seu armazenamento em
baixas temperaturas entre -20 e 10 °C (Kavani, 2011). Nas cole¢bes vivas as
plantas sdo mantidas a campo, expostas as variagbes ambientais, pragas e
doencas. Em Passiflora, a perda gradativa da viabilidade das sementes
armazenadas nestas temperaturas e as dificuldades em se manter as cole¢cbes
vivas dificultam o emprego destas técnicas, como forma de conservagdo por

longos periodos (Cerqueira-Silva et al., 2016).
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A criopreservacdo € uma estratégia para a conservacao ex situ de
germoplasma por tempo indefinido em nitrogénio liquido (-196 °C). O ponto critico
€ o teor de agua livre no material, que pode formar cristais de gelo durante o
congelamento e levar a ruptura das membranas celulares (Engelmann, 2011).
Assim sendo, faz-se necessario a retirada da agua livre dos tecidos por
desidratacédo fisica ou osmotica, seguida pelo congelamento rapido em nitrogénio
liquido (Kavani, 2011).

O teor de agua inicial € um fator critico para a criopreservacdo de sementes
(Gonzélez-Benito et al., 2009). Na literatura sdo encontrados alguns trabalhos
avaliando o teor de agua inicial na criopreservacdo de sementes de diversas
espécies de Passiflora (Ospina et al., 2000; Meletti et al., 2007; Veiga-Barbosa et
al., 2013). Nesses trabalhos, a avaliacdo da germinacao apds a criopreservagao e
realizada por testes padrdes de germinacdo (ISTA, 2009). Apenas Gonzalez-
Benito et al. (2009) avaliaram o cultivo de embribes isolados in vitro de P.
mollissima e P. tarminiana, apés a criopreservacao.

Ainda néo foram relatados na literatura, trabalhos que utilizassem o cultivo in
vitro de embribes isolados na avaliagdo da germinacdo de sementes
criopreservadas de maracujazeiro-azedo. Deste modo, o presente trabalho
objetivou avaliar a criopreservacdo de sementes de maracujazeiro-azedo, com
diferentes teores de agua inicial e testar a eficiéncia da germinacgdo ex vitro, em

rolos de papel e o cultivo in vitro de embrides maduros isolados.

3.2.2. REVISAO

3.2.2.1. Conservacéo de recursos genéticos em Passiflora

Passiflora é o maior género da familia Passifloraceae e abrange mais de 500
espécies silvestres distribuidas, especialmente, nas regibes tropicais e
subtropicais do planeta (Fajardo et al., 1998; Ulmer e MacDougal, 2004). Na
América do Sul, a Colémbia e o Brasil sdo os paises considerados como centros
de diversidade do género Passiflora (Fajardo et al., 1998; Ulmer e MacDougal,
2004; Ocampo et al., 2010).
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A ampla variabilidade morfolégica observada entre as espécies do género
Passiflora esta diretamente relacionada com sua vasta distribuicdo geografica e
com os fatores evolutivos que resultaram das interacdes entre seus polinizadores,
dispersores de sementes, pragas e doencas (Cerqueira-Silva et al., 2016).

No entanto, as atividades humanas como o crescimento desorganizado da
populacdo humana e da exploracdo descontrolada dos ecossistemas e seus
recursos naturais, tém contribuido com o desaparecimento de ecossistemas
naturais, levando muitas espécies vegetais a erosdo genética. A erosao genética
€ caracterizada pela perda gradual de sua reserva de genes (Civatti et al., 2014).

Este cenario ndo é diferente para as espécies do género Passiflora. Desse
modo, tem se tornado crescente a preocupacao com a conservacao dos recursos
genéticos de maracujas. Os recursos genéticos vegetais sdo considerados uma
reserva natural de genes com potencial de uso para produtos sustentaveis, como
alimentos, fibras e medicamentos que sé&o essenciais para a humanidade (Panis e
Lombardi, 2005; Civatti et al., 2014).

A Organizacdo das Nacdes Unidas (ONU), preocupada com o impacto das
atividades humanas sobre a biodiversidade, organizou em 1992, a Convencao da
Diversidade Biolégica (CDB) (Brasil, 1992), que determinou duas formas de
conservacao de recursos fitogenéticos: a conservacao in situ, na qual as espécies
sdo mantidas e preservadas no seu ambiente natural e a ex situ, em que as
espécies sdo conservadas fora de seu habitat, por meio de bancos de sementes,
bancos de germoplasma in vitro, criobancos e em campo, reconhecendo que
ambas as medidas desempenham um papel igualmente importante (Nick et al.,
2010).

A conservacdo in situ acontece no ambiente em que a espécie ocorre
naturalmente, preservando o0s processos fisicos e biolégicos como evolucédo e
relacdes ecolbgicas. Porém, esse tipo de conservacdo exige a manutencao e
monitoramento das popula¢cdes naturais, j& que a criacdo de areas de
conservacdo ndo garante a sobrevivéncia das espécies (Heywood e Iriondo,
2003).

A conservacao ex situ, realizada por meio de bancos de germoplasma, é
responsavel por preservar uma amostra representativa das populacdes naturais
(Heywood e Iriondo, 2003). A conservagdo de maracujazeiros em bancos de

sementes no Brasil € realizada por curto e médio prazo, de maneira que as
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sementes, com aproximadamente 15% de umidade, sdo armazenadas em
camaras frias a 10 °C. Além dessa forma, o maracujazeiro € conservado por meio
de colecbes a campo.

Em funcdo da facilidade e praticidade, a utilizacdo de suas sementes
representa um importante método de propagacdo de maracujazeiros (Alexandre
et al. 2004a; Martins et al., 2010). O armazenamento de sementes de espécies de
Passiflora € bastante discutido na literatura e ainda ndo se tem uma definicdo da
melhor metodologia para a conservacao das sementes.

Para o maracujazeiro-azedo, a primeira dificuldade estd na controversia
encontrada na definicdo do tipo de comportamento ortodoxo ou intermediario das
sementes. Alguns autores defendem o comportamento das sementes como
ortodoxo (Nakagawa et al., 1991; Gonzéalez-Benito et al., 2009; Veiga-Barbosa et
al., 2013; Posada et al., 2014). No entanto, Teng (1977), Becwar et al. (1983),
Ospina et al. (2000) e Guevara et al. (2003) defendem que as sementes de
maracujazeiro-azedo apresentam comportamento intermediario. O principal
motivo de tal discordancia entre os autores esta nos relatos sobre a perda gradual
da viabilidade das sementes durante o armazenamento (Piza Junior, 1991; Meletti
et al., 2002; Alves et al. 2006). Além dos baixos percentuais e desuniformidade na
germinacao constatados em varias espécies de maracujazeiros (Vasconcelos et
al., 2005; Pereira et al., 2011).

Para as colecbes a campo, a manutencdo de gendétipos distintos no mesmo
local € uma dificuldade comum aos Bancos Ativos de Germoplasma (BAGS).
Algumas espécies de maracujazeiro devem ser replantadas periodicamente para
o rejuvenescimento dos estoques (Meletti et al., 2007). Além disso, o ataque de
pragas e doencas tem reduzido o tempo de exploracdo econémica da cultura e,
até mesmo, inviabilizado o seu cultivo em determinadas regides (Fischer et al.,
2005). Por isso, a vida util do pomar, que antes era de cinco a seis anos, passou
a ser de um a dois anos (Ruggiero et al., 1996; Pinto et al., 2008). Estes fatores
dificultam a conservagédo da cultura no campo. Desse modo, a conservagao in
vitro tem se destacado como uma alternativa viavel para a conservacdo de
germoplasma de maracujazeiro.

A conservacao in vitro pode ser utilizada como ferramenta para a conservacao
da variabilidade genética do maracujazeiro, por contribuir para a reducdo dos

custos com mao-de-obra e material de consumo, tornando 0s processos de
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conservagcao mais eficientes e evitando eventuais perdas de materiais de
interesse ao melhoramento genético de plantas (Faria, 2008). Segundo Meletti et
al. (2007), para a maioria das espécies de Passiflora, ainda ndo foram
estabelecidos protocolos de regeneragédo e conservacao in vitro, o que nao tem
permitido o uso extensivo desta técnica de manejo de germoplasma.

O estabelecimento de colecbes de germoplasma in vitro se mostra bem-
sucedida para diversas espécies, com a vantagem de economia de espaco e da
simplificacdo nos procedimentos de intercambio e quarentena de germoplasma
(Meletti et al., 2007). Existem dois métodos principais para a conservacao in vitro
de germoplasma vegetal, a criopreservagdo para a conservacdo por longos
periodos e o cultivo minimo in vitro que conserva o material biolégico por curtos
periodos (Faria, 2008).

3.2.2.2. Criopreservagao em Passiflora

Basicamente, a criopreservacao é uma maneira de conservar germoplasma
em temperaturas ultrabaixas em nitrogénio liquido a -196° C (Engelmann, 2004;
Kaviani, 2011). Nesta temperatura todos os processos metabdlicos e as divisdes
celulares séo virtualmente paralisados, dessa forma, o material vegetal pode ser
armazenado por longos periodos (Engelmann, 2004).

Durante o congelamento em nitrogénio liquido, pode ocorrer a formacédo de
cristais de gelo dentro e fora das células, ocasionando a ruptura das membranas
celulares (Engelmann, 1997). Por esse motivo, 0 ponto critico da técnica é o teor
de agua livre nos tecidos (Engelmann, 2011). Sendo entdo necessaria a retirada
da agua livre dos tecidos por desidratacdo fisica ou osmdtica, seguida pelo
congelamento rapido em nitrogénio liquido (Kavani, 2011). Assim exposto, a
chave para o sucesso da criopreservacdo € transferida da tolerancia ao
congelamento para a tolerancia a desidratacdo (Panis e Lambardi, 2006).

Na natureza, algumas espécies de plantas de clima temperado sdo capazes
de sintetizar substancias especificas (aglucares, prolina e proteinas), que reduzem
0 ponto de congelamento nas células e evitam a formacdo de cristais de gelo,
durante o inverno, com temperaturas abaixo de zero. Essa estratégia permite que
a planta sobreviva durante o inverno rigoroso (Panis e Lambardi, 2006).

Alguns tipos de materiais como sementes ortodoxas, embrides zigoticos e

gréos de polen, que resistem a desidratacdo, podem ser criopreservados sem
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qualquer pré-tratamento. No entanto, materiais vegetais como sementes
recalcitrantes e intermediarias, calos, brotos, gemas, entre outros tecidos, que
possuem muita agua livre dentro das células, sdo muito sensiveis ao
congelamento e, dessa forma, devem ser desidratadas artificialmente (Mazur,
1984; Walters et al., 2013). Com a possibilidade de criopreservar varios tipos de
tecidos, alguns pesquisadores desenvolveram diferentes métodos de
desidratacdo para abranger um nimero maior de espécies e materiais vegetais.

A secagem é o método mais simples e facilmente aplicado em sementes
ortodoxas, embrides zigéticos e pdlens. A secagem pode ser feita lentamente em
temperatura ambiente ou com silica gel, ou instantdnea com auxilio de secadores
(Berjak et al., 2000).

O congelamento lento foi o primeiro protocolo desenvolvido para desidratar
tecidos vegetais. Consiste no congelamento lento com velocidade média de 0,5 a
- 2 °C por minuto, na presenca de uma solucao crioprotetora. Quando o processo
atinge a temperatura de - 40 °C, considera-se que a solucdo intracelular esta
concentrada o suficiente e, em seguida, o material vegetal pode ser imerso em
nitrogénio liquido (Withers e King, 1980). Este método tem sido usado
principalmente para a criopreservagdo de tecidos ndo organizados, como
suspensdes celulares e calos (Panis e Lambardi, 2006).

O método de encapsulamento e desidratacéo foi desenvolvido por Fabre e
Dereuddre (1990), em que os explantes sdo primeiramente encapsulados em
capsulas de alginato, que podem conter também sais minerais. Em seguida as
capsulas séo tratadas com altas concentracdes de sacarose para a desidratacao
osmoética e imersos em nitrogénio liquido. Embora o procedimento possa ser
considerado bastante longo e intensivo em méao-de-obra, observa-se que a
presenca de uma capsula nutritiva em torno do explante favorece a regeneracao
apos o descongelamento (Panis e Lambardi, 2006).

A vitrificacdo é um método de criopreservagdo, onde o citoplasma celular
passa do estado liquido para um estado amorfo e vitreo (Fahy et al., 1984; Sakai,
2000). Isso é possivel com o auxilio de substancias crioprotetoras que evitam a
formacédo de cristais de gelo e protege as células dos danos do congelamento
(Sakai et al., 1990; Engelmann, 1997; Lambardi e Beneli, 2007). A solugdo mais
comumente aplicada é a denominada ‘PVS2’ (Solucéo de Vitrificagdo de Plantas n
° 2), constituida por 30% de glicerol, 15% de etilenoglicol, 15% de DMSO e 0,4 M
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de sacarose (Sakai et al., 1990). Este é o método mais utilizado em tecidos muito
hidratados.

Outros métodos disponiveis séo a vitrificacao por goticulas (Schéafer-Menuhr et
al., 1997), o encapsulamento e vitrificacdo (Sakai, 2000), o pré-cultivo (Ramon et
al., 2002) e o pré-cultivo e desidratagcdo (Dumet et al., 1993), que podem ser
usados separadamente ou em combinagoes.

Mesmo sendo possivel criopreservar diversos tipos de tecidos vegetais, as
sementes sdo muito utilizadas como material vegetal a ser criopreservado, como
uma alternativa de preservar os recursos genéticos de espécies de interesse
comercial e daquelas ameacadas de extincao (Civatti et al., 2014).

O armazenamento de sementes ortodoxas em nitrogénio liquido pode ser
considerado como uma alternativa ao armazenamento tradicional a - 20 °C
(Pence, 2014). Para algumas espécies de plantas, a longevidade das sementes
na temperatura de - 20 °C é de apenas alguns anos e, portanto, pode ser
aumentada consideravelmente por meio do armazenamento em nitrogénio liquido.
Na maioria dos casos, a secagem em temperatura ambiente pode reduzir o teor
de &gua da semente para 5 - 10%, o0 que é suficiente para resistir as temperaturas
ultra baixas (Panis e Lambardi, 2006).

No entanto, nos casos em que as sementes sdo recalcitrantes, existe a
possibilidade de que os embribes ou eixos embrionarios, se excisados da
semente, possam ser mais tolerantes a dessecacdo e assim serem
criopreservados (Berjak e Pammenter, 2014; Pence, 2014). E importante a
avaliacdo da resposta das sementes ap0s o armazenamento em nitrogénio liquido
para estabelecer as condicfes ideais para a criopreservacao (Panis e Lambardi,
2006).

Muitas espécies de maracujazeiro apresentam sementes intermediarias, que
sdo capazes de tolerar a desidratacdo em niveis baixos, mas quando
conservadas em temperaturas abaixo de zero, sao danificadas (Ellis et al., 1990).
Outras espécies sdo ortodoxas e podem ser facilmente criopreservadas.

Para diversas espécies de maracuja, tanto silvestres quanto comerciais, a
criopreservacdo de sementes tem sido estudada (Ospina et al., 2000; Meletti et
al., 2007; Gonzalez-Benito; Veiga-Barbosa et al., 2013; Nadarajan e Pritchard,
2014; Araujo et al., 2016). Os autores relatam que o teor de agua da semente é

um importante aspecto a ser considerado para o estabelecimento de protocolos
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de criopreservagcdo, e cada espécie tem seu teor de &gua toleravel para a
desidratagéo.

Alguns trabalhos ja foram desenvolvidos, abordando a criopreservacdo nos
demais tecidos vegetais de varias espécies de maracuja. De modo geral, sé&o
criopreservados éapices caulinares, gemas axilares e segmentos de raizes de
diversas espécies de maracujazeiro por meio das técnicas de vitrificacéo,
encapsulamento e vitrificacdo e vitrificagdo por goticulas (Garcia et al., 2011b;
Merhy et al., 2012; Vianna et al., 2012; Santos, 2013; Simé&o et al., 2014; Araujo,
2017).

Uma vez criopreservados, 0Ss custos para manter o material vegetal
armazenado em nitrogénio liquido sdo semelhantes aos dos bancos tradicionais
de sementes (Li e Pritchard, 2009). A vantagem € 0 armazenamento por tempo
teoricamente indefinido em pequeno espaco (Kaviani, 2011). Segundo Pence
(2014), a criopreservacao pode ser utilizada de maneira analoga aos bancos de
sementes, para manter o germoplasma ex situ como um ‘backup’ para espécies
vulneraveis na natureza.

A criopreservagao tem sido bastante utilizada para o armazenamento a longo
prazo, em bancos de germoplasma (Lima et al.,, 2008). Porém, os criobancos
ainda estdo em desenvolvimento no Brasil (Civatti et al., 2014). Desse modo,
percebe-se a necessidade de investimento em pesquisas para as diversas
espécies de maracujazeiro, visando a conservacdo de germoplasma comercial e

silvestre.

3.2.3. MATERIAL E METODOS

3.2.3.1. Material vegetal e secagem das sementes

A pesquisa foi realizada no Setor de Horticultura do Laboratério de Fitotecnia
(LFIT) do Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias (CCTA) da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) cujas
coordenadas locais de referéncia sédo 21° 45’ de latitude Sul e 41° 20’ de longitude

Oeste e altitude média de 11 metros.
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Foram utilizadas sementes de maracuja-azedo (P. edulis Sims) do programa
de selecéo recorrente intrapopulacional de maracujazeiro-azedo da UENF. As
sementes foram retiradas dos frutos e lavadas em agua corrente com o auxilio de
uma peneira de aco para a remocao do arilo.

Em uma amostra de 50 sementes foi realizada a determinacéo do teor de
agua inicial das sementes pelo método da estufa de circulagéo de ar a 130 °C por
uma hora (Brasil, 2009). Cerca de 4000 sementes foram separadas em quatro
lotes, um com o teor de agua inicial de 25% e os outros lotes foram desidratados
em um secador protétipo de camada delgada a 40 °C (Carlesso et al., 2008), no
Laboratério de Engenharia Agricola (LEAG) da UENF, até atingirem os teores de
agua desejados de 15, 10 e 5% (Figura 17).

Figura 17. (A) Secador prototipo de camada delgada; (B) sementes de
maracujazeiro-azedo desidratadas com 25%, 15%, 10% e 5% de teor de agua
inicial.

3.2.3.2. Experimento de Criopreservacao

Metade das sementes com teores de agua inicial de 25%, 15% 10% e 5%
foram colocadas em criotubos com capacidade de 2,0 mL e submetida a imerséo
rapida em nitrogénio liquido (NL) (-196 °C), onde foram mantidas por 18 horas. Os
criotubos foram retirados do NL e as sementes foram descongeladas em
temperatura ambiente (x25°C) por 3 horas. A outra metade das sementes,
considerada controle de cada um dos tratamentos, foi mantida em frascos
vedados na geladeira (x4 °C).

O experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente casualizado

em esquema fatorial 2 x 4, em que foi testada a imersao direta das sementes em
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NL (criopreservadas e nao criopreservadas), com quatro diferentes teores de
agua inicial (5, 10, 15 e 25%). Tanto em sementes criopreservadas como nao
criopreservadas procedeu-se testes para germinacéo ex vitro, em rolos de papel e
in vitro, por cultivo de embrides maduros isolados.

Para a germinacao ex vitro foram seguidos os padrées recomendados pelas
Regras de Andlises de Sementes (RAS) (Brasil, 2009) com modifica¢gdes. O teste
de germinacao foi montado com oito repeticdes. Cada repeticdo foi constituida por
50 sementes em rolo de papel para germinacdo de sementes e mantidos em
camara do tipo B.O.D. com temperatura de 20°C (luz) e 30°C (escuro) e
fotoperiodo de 16:8 horas de luz:escuro. O indice de velocidade de germinacgéo
foi avaliado diariamente (Maguire, 1962), observando o numero de sementes
emitindo a raiz primaria.

Aos 28 dias, foi realizada a contagem final da porcentagem de germinacao de
plantulas normais, de plantulas anormais, da protrusdo da raiz primaria e de
sementes ndo germinadas. Os testes de vigor foram realizados apenas com as
plantulas normais: altura da plantula, comprimento da raiz e massa da matéria
seca total com o auxilio de paquimetro digital e balanca de precisdo. Foram
consideradas plantulas normais apenas as que apresentaram parte aérea e raiz
expandidas.

Para a germinacgéo in vitro, o tegumento das sementes foi retirado com o
auxilio de uma mini morsa. As sementes sem tegumento foram submetidas a
desinfestacdo em camara de fluxo laminar com imersé&o, por trinta segundos, em
alcool 70%, hipoclorito de sddio (NaClO) a 0,5% com duas gotas de Tween 20 em
100 mL de solucdo, por 15 minutos e enxaguados por trés vezes com agua
desionizada e autoclavada. Em seguida, os embrides das sementes foram
excisados com o auxilio de pinga e bisturi sob um microscopio estereoscopio e
colocados para germinar em frascos (60 x 100 mm) contendo 40 mL de meio de
cultura composto pela metade da concentragcdo dos sais minerais de MSM
(Monteiro et al., 2000), vitaminas de White (Murashige e Skoog, 1962), 30 g L de
sacarose, 100 mg L' de mio-inositol e solidificado com 7 g L' de agar
bacterioldgico Vetec®. O meio de cultivo foi autoclavado por 20 minutos a 121 °C
e 1,1 atm de pressédo. Os frascos foram vedados com tampas ventiladas com
duas membranas caseiras permeaveis a gases de 1 cm de diametro cada
(Saldanha et al., 2012).



71

O teste de germinacéao in vitro dos embrides isolados foi montado com cinco
repeticdes. Cada repeticao foi composta por um frasco contendo oito embrides.
Os frascos foram mantidos na sala de cultivo no escuro, com temperatura de 27+
2° C por dez dias e, em seguida, transferidos para luz (fotoperiodo de 16:8 horas
de luz:escuro e irradidancia de 36 pmol m?2 s’ promovida por lampadas
fluorescentes OSRAM® luz do dia). O indice de velocidade de germinacéo foi
avaliado diariamente e, aos 28 dias, foi realizada a contagem final de germinacao
de plantulas normais, de plantulas anormais e de embrides ndo germinados. Os
testes de vigor foram realizados apenas com as plantulas normais: altura da
plantula, comprimento da raiz e massa da matéria seca total com o auxilio de
paquimetro digital e balanca de precisdo. Foram consideradas plantulas normais

apenas as que apresentaram parte aérea e raiz expandidas.

3.2.3.3. Analises estatisticas

Os dados de germinacdo ex vitro e in vitro foram submetidos as
pressuposicoes de normalidade e homogeneidade dos tratamentos pelo teste de
Bartlett e Lilliefors, respectivamente. Os dados foram transformados em arco-seno
(Vx + 100) e, em seguida, foram submetidos & anélise de variancia e as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, com o auxilio do

programa estatistico SISVAR (Ferreira, 2011).

3.2.3.4. Anatomia das sementes de maracujazeiro-azedo

Para as analises anatbmicas em microscépio Optico, o tegumento das
sementes criopreservadas ou nao foi removido com o auxilio de uma mini morsa.
As sementes sem tegumento foram utilizadas como amostras. Estas foram
fixadas em uma solucao aquosa, contendo glutaraldeido 2,5%, formaldeido 4,0%
e tampao cacodilato de sédio 0,05 mol L (pH 7,1) e armazenadas em geladeira
por no minimo 24 horas.

Em seguida, as amostras foram imersas em uma solugcdo de tampéo
cacodilato de sédio 0,1 mol L (pH 7,1) por uma hora a temperatura ambiente e
desidratadas em uma série alcoodlica: 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%,
80%, 90% e duas vezes em 100%, por uma hora em cada etapa.

Apbés a desidratagdo em série alcodlica, as amostras foram infiltradas

gradativamente em historesina, usando uma série crescente de historesina em
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etanol (1:3; 1:2; 1:1; 1:1; 2:1 e 3:1), por quatro horas em cada etapa. A inclusao
do material foi realizada em solugdo de historesina pura com solugao
endurecedora por 48 horas. Apos a infiltracédo e inclusdo, o material foi unido com
cola instantanea a um bloco de madeira pequeno que serviu como apoio no
micrétomo.

Os blocos foram cortados em um micrétomo rotativo (Leica®), com auxilio de
navalhas de tungsténio. Os cortes, com cerca de 5 um de espessura, foram
dispostos com auxilio de uma pinca em laminas com uma gota de agua e corados
com azul de toluidina O. Antes da observagdo ao microscopio, a laminula foi
selada na lamina com Entellan®. A observacédo foi realizada em microscépio
optico de campo claro (Axioplan Zeiss®). As imagens foram capturadas por meio
de camera Cannon® Power Shot 14 MPixel (acoplada ao microscépio), com o

auxilio do programa Axiovision (Zeiss®).

3.2.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.2.4.1. Experimento de criopreservacdo de sementes de maracujazeiro-
azedo

Para a germinacao ex vitro e vigor das sementes de maracujazeiro-azedo,
todas as variaveis avaliadas de plantulas normais, protrusdo da raiz primaria,
plantulas anormais, sementes ndo germinadas, indice de velocidade de
germinacgdo, altura das plantulas, comprimento das raizes e massa da matéria
seca apresentaram interacdo significativa ao nivel de 5% de probabilidade entre
as sementes criopreservadas e as ndo criopreservadas, nos diferentes teores de

agua inicial (Tabela 14).
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Tabela 14. Resumo da Analise de variancia para as variaveis plantulas normais
(PN), protrusdo da raiz primaria (PR), plantulas anormais (PA), sementes nao
germinadas (SNG), indice de velocidade de germinacao (IVG), altura da plantula
(AP), comprimento das raizes (CR) e massa da matéria seca (MS) em funcao da
imersdo ou ndo em nitrogénio liquido (A) e teores de agua inicial (TA) de
sementes de maracujazeiro-azedo germinadas ex vitro. Campos dos Goytacazes-
RJ, 2018.

Quadrado Médio

Fonte de Variacdo GL

PN PR PA SNG
Armazenamento (A) 1 6552,24* 3842,54* 195,36* 24639,75*
Teor de Agua (TA) 3 1903,69* 2001,31* 85,05* 232,92*
AXTA 3  3742,60* 495,22* 154,98* 4283,28*
Residuo 55 1646,4 44,88 3,70 38,88
Média Geral 11,9 20,6 2,51 64,9
C.V. (%) 24,65 15,0 28,33 5,51
A Quadrado Médio
Fonte de Variacdo GL NG AP CR NS

Armazenamento (A) 1  512,95* 5439,09* 1423,38°  0,00026*
Teor de Agua (TA) 3 16,31*  57,00™ 2222 0,000007"

AXTA 3 712,25* 596,37* 514,42* 0,000058*

Residuo 55 0,8828 46,61 27,29 0,000003
Média Geral 3,72 15,05 9,62 0,0039

C.V. (%) 11,61 30,85 32,37 0,09

* Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.
ns N&o significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.

Na germinacao in vitro e vigor das sementes de maracujazeiro-azedo, as
variaveis avaliadas de plantulas normais, plantulas anormais, embrides n&o
germinados, indice de velocidade de germinacdo, altura das plantulas,
comprimento das raizes e massa da matéria seca apresentaram interacao
significativa entre a criopreservacao ou ndo e os diferentes teores de agua inicial
(Tabela 15).
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Tabela 15. Resumo da analise de variancia para as variaveis plantulas normais
(PN), plantulas anormais (PA), embribes ndo germinados (ENG), indice de
velocidade de germinacéo (IVG), altura da plantula (AP), comprimento de raiz
(CR) e massa da matéria seca (MS) em funcdo da imersdo ou ndo em nitrogénio
liguido (A) e teores de agua inicial (TA) de sementes de maracujazeiro-azedo
germinadas in vitro. Campos dos Goytacazes-RJ, 2018.

Quadrado Médio
PN PA ENG VG
Armazenamento (A) 1 22814,12* 361,41* 17432,61* 47,45*
Teor de Agua (TA) 3 7855,28* 301,33* 8379,00* 15,32*

Fonte de Variacdo GL

AXTA 3 2792,03* 228,65* 2951,03* 14,16*
Residuo 28 2792,03 48,87 62,50 0,1554
Média Geral 73,41 4,2 20,9 3,37
C.V. (%) 12,06 17,45 14,36 11,67
A Quadrado Médio
Fonte de Variacao GL AP CR NS
Armazenamento (A) 1 8930,60* 15772,07* 0,0013*
Teor de Agua (TU) 3 1630,01* 4148,72* 0,00024*
AXTA 3 719,45* 3916,04*  0,000035*
Residuo 28 51,29 429,61 0,000007
Média Geral 33,54 61,74 0,0135
C.V. (%) 17,07 25,69 18,16

* Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.
ns N&o significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.

As sementes criopreservadas com elevados teores de agua inicial (15 e
25%) ndo germinaram em rolos de papel. As maiores médias de germinacao de
plantulas normais e de protrusdo de raiz primaria das sementes submetidas a
criopreservacao foram obtidas em sementes com 10% de agua, ndo diferindo do
controle (sementes néo criopreservadas) e diferindo de todos os demais
tratamentos com sementes criopreservadas. Além disso, a baixa temperatura
induziu uma dorméncia secundaria nas sementes com 5 e 10% de teor de agua

inicial submetidas a criopreservacéao (Tabela 16).
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Tabela 16. Analise de desdobramento das variaveis plantulas normais, protrusao
da raiz priméria, plantulas anormais e sementes ndo germinadas em funcdo da
interacdo entre a imersao ou ndo em nitrogénio liqudo e os teores de agua inicial
(5%, 10%, 15% e 25%) em sementes de maracujazeiro-azedo apos 28 dias de
germinacao ex vitro. Campos dos Goytacazes-RJ, 2018.

Plantulas Normais (%)
5% 10% 15% 25% Média
Criopreservacéao 0,75 Bb 4,02 Aa 0,0Bb 0,0Bb 1,19b
Sem Criopreservacéo 15,0 Ba 50Ca 3570Aa 34,30Aa 229a

Média 7,87 B 451B 1780A 17,15A 11,90
C.V. (%) 24,65
Protrusdo de Raiz priméria (%)

5% 10% 15% 25% Média

Criopreservagao 18,80Bb 31,10Aa 0,0Cb 00Cb 1250b
Sem Criopreservacdo 37,60 Aa 33,10 ABa 20,90 Ca 23,80BCa 28,80 a

Média 2820A 32,10A 10,45B 11,90 B 20,60
C.V. (%) 15,0
Plantulas Anormais (%)
5% 10% 15% 25% Média

Criopreservacéao 0,25 ABb 2,25 Aa 0,0Bb 0,0Bb 0,62b
Sem Criopreservacdo 2,01Ba 0,75Ba 12,90 Aa 2,0 Ba 441 a

Média 1,13 B 1,50 B 6,45 A 1,0B 2,51
C.V. (%) 28,33
Sementes Ndo Germinadas (%)
5% 10% 15% 25% Média

Criopreservagao 80,20 Ba 59,60Ca 100,0Aa 100,0Aa 84,90a
Sem Criopreservacdo 4540Bb 64,10Aa 30,40Cb 39,80Bb 44,90b
Média 62,80A 6180A 6520A 69,90A 64,90
C.V. (%) 5,51

Médias seguidas de mesma letra mailsculas nas linhas e minasculas nas colunas nao diferem
entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Na germinacao in vitro dos embrides criopreservados com 25% de agua
inicial, ndo foi possivel regenerar plantulas normais, mas, com este teor de agua,
o0 congelamento rapido nédo chegou a matar totalmente o embrido, de modo que
houve a regeneracdo de 7,5% de plantulas anormais. Os embriées oriundos das
sementes criopreservadas com 15% de agua inicial também apresentaram baixa
germinacdo (20% de plantulas normais e 5% de plantulas anormais). Com a
reducdo do teor de agua inicial das sementes para 5%, houve um maior
aparecimento de plantulas anormais (25%). No entanto, as sementes

criopreservadas com 10% de agua inicial apresentaram 100% de germinagdo de
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plantulas normais, de maneira que n&o diferiu do controle com 97% de

germinacao (Tabela 17).

Tabela 17. Anédlise de desdobramento das variaveis plantulas normais, plantulas
anormais e embrides ndo germinados em funcéo da interacdo entre a imersao ou
nao em nitrogénio liqudo e os teores de agua inicial (5%, 10%, 15% e 25%) em
sementes de maracujazeiro-azedo apos 28 dias de germinacao in vitro. Campos
dos Goytacazes-RJ, 2018.

Plantulas Normais (%)
5% 10% 15% 25% Média
Criopreservacéao 75,0Bb 100,0Aa 20,0Cb 0,0Db 48,70b
Sem Criopreservacdo 95,0 Aa 97,50 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa 98,10 a

Média 850B 98,70A 60,0C 50,0D 73,41
C.V. (%) 12,06
Plantulas Anormais (%)
5% 10% 15% 25% Média

Criopreservacéao 25,0Aa 0,0Ba 50Ba 7,50Ba 9,40a
Sem Criopreservacdo 50Ab 250Aa 0,0Aa 0,0Aa 1,90b

Média 150A 1,25B 250B 535AB 4,20
C.V. (%) 17,45
Embrides Nao Germinados (%)
5% 10% 15% 25% Média

Criopreservagao 0,0Ca 00Ca 750Ba 92,50Aa 41,90 a
Sem Criopreservacdo 0,0Aa 0,0 Aa 0,0 Ab 0,0 Ab 0,0b
Média 0,0C 0,0C 3750B 46,20 A 20,90
C.V. (%) 14,36

Médias seguidas de mesma letra mailscula nas linhas e minascula nas colunas néo diferem entre
si pelo teste de Tukey (P<0,05).

A perda da viabilidade e a morte de sementes podem ocorrer durante a
criopreservacédo, quando o contetudo de agua nos tecidos for alto (Kavani, 2011).
Dessa forma, as células devem ser desidratadas a fim de evitar a formacao de
cristais de gelo (Mazur, 1984). A criopreservacao de sementes de maracujazeiro-
azedo com 15 e 25% de umidade causou injurias nos tecidos, tanto das sementes
germinadas ex vitro quanto nos embriGes isolados in vitro, resultando em baixa ou
nenhuma germinagdo de plantulas normais (Tabelas 16 e 17). Resultado

semelhante foi relatado por Ospina et al. (2000), em que sementes de P. edulis e
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P. ligularis também ndo foram capazes de suportar a imersdo em nitrogénio
liguido com niveis de umidade maiores do que 15%.

O teor de agua inicial da semente é um fator critico para o desenvolvimento de
um protocolo eficiente de criopreservacdo, de maneira que a janela para o
congelamento seguro € estreita. O alto teor de 4gua pode provocar a formacao de
cristais de gelo, enquanto que o baixo teor de agua pode induzir danos de
dessecacao ao embrido (Gonzéalez-Benito et al., 2009). Assim sendo, observou-se
que a reducdo do teor de agua das sementes para 5% causou danos aos
embrides, resultando no aparecimento de 25% de plantulas anormais (Tabela 17).
Do mesmo modo, Ospina et al. (2000) e Veiga-Barbosa et al. (2013) observaram
que a germinacao de sementes de P. edulis diminuiu & medida que o teor de agua
das sementes foi reduzido.

Para as variaveis de vigor na germinacdo ex vitro de indice de velocidade
de germinacéo, altura das plantulas, comprimento das raizes e massa da matéria
seca, 0 Unico tratamento em que ndo houve diferenca no vigor das plantulas,
formadas a partir de sementes criopreservadas ou nao, foi o de 10% de agua

inicial da semente (Tabela 18).
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Tabela 18. Andlise de desdobramento das variaveis de vigor: indice de
velocidade de germinagéo, altura das plantulas, comprimento das raizes e massa
da matéria seca em funcédo da interacdo entre a imersdo ou ndo em nitrogénio
liguido e os teores de agua inicial (5%, 10%, 15% e 25%) em sementes de
maracujazeiro-azedo apés 28 dias de germinacdo ex vitro. Campos dos
Goytacazes-RJ, 2018.

indice de Velocidade de Germinagéo
5% 10% 15% 25% Média
Criopreservagéo 0,65Bb 2,54 Aa 0,0Cb 0,0Cb 080D
Sem Criopreservacdo 6,24 Ba 3,19 Ca 11,0 Aa 6,4Ba 6,64a

Média 3,44 AB 2,86 B 550 A 3,07B 3,72
C.V. (%) 11,61
Altura das Plantulas (mm)
5% 10% 15% 25% Média
Criopreservacéao 7,38Bb 1565Aa 0,0Bb 0,0Bb 575b
Sem Criopreservacdo 26,05ABa 16,80Ba 27,23 ABa 27,66 Aa 24,19 a
Média 16,71A 16,22A 1361 A 13,83A 15,05
C.V. (%) 30,85
Comprimento das Raizes (mm)
5% 10% 15% 25% Média
Criopreservagéo 7,27Ab 12,13Aa 0,0Bb 0,0Bb 485D
Sem Criopreservacdo 12,30 ABa 7,77Ba 16,61 Aa 21,02Aa 14,38a
Média 9,78 A 9,95 A 8,30 A 1051A 9,62
C.V. (%) 32,37
Massa da Matéria Seca (mg)
5% 10% 15% 25% Média
Criopreservacéo 2,20Bb 5,30 Aa 0,0 Bb 0,0Bb 1,90b
Sem Criopreservacdo 6,0ABa 4,10Ba 7,10Aa 6,70Aa 6,0a
Média 4,10 A 4,70 A 3,50 A 3,30 A 3,90
C.V. (%) 0,09

Médias seguidas de mesma letra mailsculas nas linhas e mindsculas nas colunas ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Com relacdo ao vigor das plantulas normais germinadas in vitro, de modo
geral, a criopreservacdo nado alterou o vigor das plantulas criopreservadas com
5% e 10% de teor de agua, embora para o indice de velocidade de germinacéo,
0os embribes oriundos de sementes com 5% de agua inicial apresentaram o0s
maiores valores. Entre os tratamentos de criopreservacdo, a maior altura das
plantulas foi obtida a partir das sementes criopreservadas com 10% de agua
inicial. As sementes criopreservadas com 5% e 10% de agua inicial apresentaram
0S maiores comprimentos de raizes (Tabela 19). Portanto, as sementes com 10%

de teor de agua mostraram resultados satisfatérios para a germinacdo de
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plantulas normais e vigor das plantulas apds a criopreservagdo. Corroborando
com o resultado deste trabalho, Ospina et al. (2000) sugerem valores entre 9 e
11% de teor de &gua para a criopreservacdo de sementes de P. edulis. Do
mesmo modo, Meletti et al. (2007) também observaram plantulas vigorosas de

diferentes acessos de P. edulis ap0s a criopreservacao.

Tabela 19. Analise de desdobramento das varidveis de vigor avaliadas de indice
de velocidade de germinacéo, altura das plantulas, comprimento das raizes e
massa da matéria seca em funcdo da interagdo entre a imersdo ou ndo em
nitrogénio liquido e os teores de agua inicial (5%, 10%, 15% e 25%) em sementes
de maracujazeiro-azedo apos 28 dias de germinacdo in vitro. Campos dos
Goytacazes-RJ, 2018.

indice de Velocidade de Germinac&o
5% 10% 15% 25% Média
Criopreservagéao 504Aa 330Bb 0,75Cb 0,07Db 2,29b
Sem Criopreservacdo 460Aa 460Aa 3,40Ba 5,27Aa 4/47a

Média 4,82 A 3,95B 2,07D 2,67 C 3,37
C.V. (%) 11,67
Altura das Plantulas (mm)
5% 10% 15% 25% Média

Criopreservagao 2281 Bb 4297Aa 552Cb 00Db 17,82b
Sem Criopreservacdo 35,31 Aa 53,70 Aa 57,89 Aa 50,19 Aa 49,27 a

Média 29,06 B 48,33A 31,70B 2509C 33,54
C.V. (%) 17,07
Comprimento das Raizes (mm)
5% 10% 15% 25% Média

Criopreservacao 59,31 Aa 80,27 Aa 24,35Bb 0,0Cb 40,98b
Sem Criopreservacdo 62,07 Aa 75,43 Aa 107,1 Aa 85,02 Aa 82,40 a

Média 61,00A 7785A 6572A 4251B 61,74
C.V. (%) 25,69
Massa da Matéria Seca (mQ)

5% 10% 15% 25% Média

Criopreservagao 12,80 Aa 14,80Ab 3,30Bb 0,0Cb 7,70Db
Sem Criopreservacdo 16,60 Aa 21,30 Aa 21,30 Aa 18,10 Aa 19,30 a
Média 1470A 180A 12,30B 90C 13,50
C.V. (%) 18,16

Médias seguidas de mesma letra mailscula nas linhas e mindscula nas colunas ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey (P<0,05).
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As sementes com 10% de agua, colocadas para germinar em rolos de papel,

iniciaram a germinagao a partir dos sete dias e aos 28 dias de avaliagéo, cerca de

30% destas sementes, ainda estavam emitindo a raiz primaria (Figura 18).
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Figura 18. Velocidade de germinacdo ex vitro de sementes de maracujazeiro-
azedo com 5, 10, 15 e 25% de agua inicial, imersas (+NL) ou ndo (-NL) em

nitrogénio liquido (NL).

No entanto, os embrides isolados comecaram a germinar com dois dias de

cultivo in vitro para todos os tratamentos e ao final de 12 dias, o processo de

germinacao ja estava completo, sendo que as sementes criopreservadas com

10% de teor de agua regeneraram 100% de plantulas normais (Figura 19).
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Figura 19. Velocidade de germinagdo in vitro de sementes de maracujazeiro-
azedo com 5, 10, 15 e 25% de agua inicial, imersas (+NL) ou ndo (-NL) em

nitrogénio liquido (NL).
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A diferenca na velocidade e porcentagem de germinacdo entre as sementes
com 5 e 10% de teor de agua germinadas ex vitro e in vitro pode ser explicada
como uma dorméncia secundaria, induzida pela baixa temperatura do nitrogénio
liqguido, em que houve um retardo na velocidade de germinacdo ex vitro. A
dorméncia foi facilmente superada com o cultivo in vitro dos embrides maduros
isolados. A ocorréncia de dorméncia secundaria em sementes apos a
criopreservacdo foi também relatada por Padua et al. (2011). Os autores
trabalharam com P. setacea e utilizaram acido giberélico para a superacdo da
dorméncia.

Levando em consideracdo os resultados apresentados, fica evidente que o
cultivo de embrides isolados in vitro € mais eficiente na germinacdo de sementes
submetidas a criopreservacdo do que a germinacdo das sementes ex vitro em
rolos de papel, por apresentar maior velocidade e uniformidade na germinagdo
(Figura 20). Esta é a primeira vez que um trabalho compara a técnica de
germinacdo de sementes em rolo de papel e o cultivo in vitro de embrides

isolados, apos a criopreservacao de sementes de maracujazeiro-azedo.

Figura 20. Germinagdo ex vitro e in vitro de sementes criopreservadas de
maracujazeiro-azedo. (A) Plantulas normais de sementes com 10% de teor de
agua criopreservadas e germinadas ex vitro; (B) Protrusdo da raiz priméaria de
sementes criopreservadas com 10% de teor de agua e germinadas ex vitro; (C)
Plantulas anormais de sementes criopreservadas com 10% de teor de agua e
germinadas ex vitro; (D) Embrido zigdtico maduro isolado; (E) Plantulas normais
de sementes criopreservadas com 10% de teor de agua e germinadas in vitro; (F)
Plantulas anormais de sementes criopreservadas com 10% de teor de agua e
germinadas in vitro.
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3.2.4.2. Anatomia das sementes criopreservadas de maracujazeiro-azedo

As analises anatdbmicas de microscopia 6ptica mostram que as células do
endosperma de maracujazeiro-azedo sao grandes, de formato hexagonal ou
arredondadas, desorganizadas e com a presenca de muitos granulos
citoplasmaticos de reserva (Figura 21). O endosperma possui um papel
importante no desenvolvimento e manutencdo de um meio adequado para o
crescimento do embrido, como fonte de nutrientes e de condi¢gdes essenciais para
o crescimento e diferenciacdo dos tecidos (Lester e Kang, 1998; Carvalho e
Nakagawa, 2000).

Corner (1977) caracterizou as sementes de maracujazeiro-azedo como
oleaginosas, devido ao seu endosperma rico em lipidios. Segundo Morton (1987),
as reservas de maracujazeiro-azedo sdo constituidas por 11,1% de proteinas e
23% de lipidios. Portanto, a principal reserva utilizada pelo embrido de
maracujazeiro-azedo sdo os lipidios, seguidos pelas proteinas que sao
degradadas, a medida que ocorre a germinacdo (Tozzi e Takaki, 2010; Gruski,
2015).

Os lipidios sdo estocados no citoplasma na forma de triglicerideos em
corpusculos delimitados por uma Unica membrana e chamados geralmente de
corpos lipidicos (Somerville, 2000). A degradacdo de lipidios e carboidratos,
durante a germinacao, tem por finalidade o fornecimento de energia para a
sintese proteica durante o crescimento da plantula (Kornberg e Beevers, 1957).
Em sementes de maracujazeiro, os lipidios sao a principal fonte de energia para a
germinacao, o embrido consome os lipidios, utilizando-o como matéria-prima para
a sintese de carboidratos (Tozzi e Takaki, 2010).

As proteinas sdo armazenadas em sementes dentro de organelas
delimitadas por uma membrana simples, chamadas de corpos proteicos,
encontrados principalmente nos cotilédones (Mlntz, 1998; Mintz et al., 2001,
Buckeridge et al.,, 2004a). As proteinas sdo quebradas em aminoacidos
constituintes por meio de uma classe de enzimas chamadas proteases (Carvalho
e Nakagawa, 2000). Os aminodacidos resultantes da hidrélise das proteinas sao
convertidos a aminoacidos (glutamina e asparagina), que sado formas
transportadas para o eixo embrionario em crescimento e servem como fonte de

energia para o desenvolvimento de novos tecidos (Buckeridge et al., 2004b).
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N&o Criopreservado Criopreservado

5%

Figura 21. Cortes longitudinais de sementes sem tegumento de maracujazeiro-
azedo com diferentes teores de agua inicial, submetidas a criopreservacao ou
ndo. (A) 25% de teor de &gua, ndo criopreservada. Detalhe para os granulos
citoplasmaticos do endosperma (seta); (B) 25% de teor de agua e criopreservada,;
(C) 15% de teor de agua, ndo criopreservada; (D) 15% de teor de agua,
criopreservada; (E) 10% de teor de agua, nao criopreservada; (F) 10% de teor de
agua, criopreservada; (G) 5% de teor de agua néo criopreservada; (H) 5% de teor
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de agua, criopreservada. Legenda: cot = cotilédone; eix = eixo hipocotilo-raiz
priméria; end = endosperma; pc = procambio.
A observacao do eixo embrionario de maracujazeiro-azedo em microscopio

Optico mostra que ele é reto, com um eixo hipocétilo-radicula e dois cotilédones
grandes. O eixo hipocatilo-radicula € formado por células pequenas e organizadas
com caracteristicas meristematicas em seus polos apical e radicular, além da
presenca de granulos de reserva citoplasmatica (Figura 22). Os dois cotilédones
sdo maiores com células pequenas, contendo granulos de reserva citoplasmaticos
(Figura 21). Os cotilédones também séo importantes tecidos de reserva. Segundo
Gruski (2015), em sementes de maracuja-azedo, a maior parte das proteinas sao
estocadas nos cotilédones. Tanto no eixo hipocotilo-radicula quanto nos
cotilédones, € possivel visualizar o procambio formado por células mais

alongadas que as demais (Figuras 21 e 22).

Figura 22. Corte longitudinal do eixo hipocotilo-radicula de embrido zigético de
maracujazeiro-azedo. Seta: tecido com caracteristicas meristematicas. Legenda:
eix = eixo hipocotilo-radicula; pc = procambio.

As avaliacdes anatbmicas das sementes de maracuja-azedo mostraram que
as células do embrido sofreram uma sutil reducdo no formato de arredondadas
para hexagonal com a reducao do teor de agua de 25% (Figura 21A e B) para 5%
(Figura 21G e H). No entanto, essa reducdo ndo mostrou efeitos negativos na
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germinacao e vigor das sementes de maracujazeiro-azedo desidratadas (Tabelas
15, 16, 18 e 19).

As sementes ortodoxas séo capazes de tolerar a desidratacdo até 2 a 5% de
teor de agua e o armazenamento em temperaturas abaixo de 0 °C (Roberts,
1973). Ja& as sementes classificadas como intermediarias sdo capazes de resistir
a desidratacéo a teores de agua em torno de 10 a 13%, entretanto, sdo sensiveis
a temperaturas abaixo de 0 °C (Hong e Ellis, 1995).

Alguns autores defendem que as sementes de maracujazeiro-azedo s&o
ortodoxas (Nakagawa et al., 1991; Gonzéalez-Benito et al., 2009; Veiga-Barbosa et
al., 2013; Posada et al.,, 2014). No entanto, Teng, 1977; Becwar et al., 1983,
Ospina et al., 2000 e Guevara et al., 2003 defendem que as sementes de
maracuja-azedo sdo do tipo intermediario. Os resultados obtidos neste trabalho
com a germinagao, vigor e analises anatdmicas das sementes de maracujazeiro-
azedo demonstram que o comportamento das sementes de maracujazeiro-azedo
€ ortodoxo em relacdo a desidratacdo e ao armazenamento em nitrogénio liquido.

As avaliacdes anatbmicas das sementes de maracujazeiro-azedo logo apds o
descongelamento ndo mostram diferencas entre as sementes criopreservadas ou
ndo, com relagdo ao tamanho, formato das células e espaco intracelular (Figura
21).

O que se esperava era observar uma desordem celular apos trés horas de
descongelamento das sementes de maracujazeiro-azedo em temperatura
ambiente. No entanto, o resultado obtido foi a preservacdo das estruturas
anatbmicas das sementes criopreservadas de maracujazeiro-azedo. Outros
autores também relatam a preservacao dos tecidos de sementes criopreservadas.
Nery (2008) ndo encontrou nenhum dano anatdbmico aparente nos tecidos de
eixos embrionarios de Anadenanthera colubrina apds a criopreservacao.

Wesley-Smith et al. (2014) e (2015) buscaram rastrear o progresso dos
tecidos, apOs a criopreservacdo de eixos embrionarios de Acer saccharinum e
nao conseguiram encontrar evidéncias anatdémicas de danos celulares, apés a
criopreservacdo. Estes autores observaram um inicio de lise celular nas células
meristematicas apicais caulinares e radiculares dos eixos embrionarios, apés
cerca de cinco horas do descongelamento e reidratagcdo. Os autores ainda
concluiram que a formacao de pequenos cristais de gelo durante o congelamento

intracelular ndo causou danos macicos as estruturas celulares, mas, de alguma
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maneira, foram sinalizadores para a morte celular programada como a
desintegracdo das membranas plasméticas e a degradacdo das organelas
celulares.

Como a coleta das amostras de sementes criopreservadas de maracujazeiro-
azedo foi realizada logo apos as trés horas de descongelamento lento, e antes
das mesmas serem reidratadas para ativar o metabolismo dos embrides, nao foi
possivel observar os possiveis danos anatdbmicos que poderiam ser causados

pela criopreservacao.

3.2.5. CONCLUSOES

Para a criopreservacao de sementes de maracujazeiro-azedo, o teor de agua
de 10% e o cultivo in vitro de embrides maduros isolados é a combinagdo mais
indicada a fim de alcancar germinacdo mais rapida e uniforme e sem danos

anatomicos as células.
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3.3. CULTIVO MINIMO in vitro DE SEGMENTOS NODAIS DE
MARACUJAZEIRO-AZEDO (P. edulis Sims)

3.3.1. INTRODUCAO

Os recursos genéticos vegetais sdo uma reserva natural de genes essenciais
para a manutengdo da producéo de alimentos, fibras e medicamentos. Porém, o
crescimento desordenado da populacdo humana e a exploracdo dos
ecossistemas, sdo ameacas reais a esses recursos, caso nao sejam devidamente
conservados (Kavani, 2011; Civatti et al., 2014).

A conservacdo ex situ é realizada principalmente por meio de banco de
sementes, que € um método de custo relativamente baixo para preservar a
diversidade genética de muitos individuos. Porém, as sementes de algumas
espécies do género Passiflora sofrem com a répida perda de viabilidade e
algumas espécies possuem sementes dormentes. Estes fatores dificultam a
manutencdo de bancos de sementes de espécies de Passiflora L. (Faleiro et al.,
2011).

Além dos bancos de sementes, as espécies de maracujazeiro sao
conservadas em cole¢Bes a campo, porém, em decorréncia do ataque de pragas
e doencas e de alteracdes climaticas como secas e geadas, dentre outras, as
colecbes de maracujazeiro precisam ser replantadas a cada dois anos,
aumentando a mao-de-obra e o custo de manutencédo a campo (Faleiro et al.,
2011).
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Diante desse quadro, a conservagdo in vitro por cultivo minimo e a
criopreservacao apresentam-se como alternativas viaveis para a manutencdo da
variabilidade genética em bancos de germoplasma de maracujazeiro. Para a
implementacdo destas metodologias, o0 espaco requerido € pequeno e as
colecdes sdo mantidas longe das mudancas climéticas e livres do ataque de
pragas e doencas por medios e longos periodos (Pacheco et al., 2016).

O cultivo minimo in vitro consiste em manter a cultura sob taxas de
crescimento limitado, por meio da aplicacdo de compostos que provocam
estresse osmotico, inibidores de crescimento no meio de cultura e reducdo da
temperatura de incubacdo (Withers, 1983). A vantagem é a manutencdo de
muitos acessos em um pequeno espaco fisico, com custos reduzidos e livres dos
riscos que existem no campo (Cid, 2001; Canto et al., 2004).

Embora o cultivo minimo in vitro possa ser considerado um método promissor
para a conservacdo de germoplasma em Passiflora, sdo poucos os trabalhos
encontrados na literatura, visando desenvolver protocolos para a conservagao in
vitro por meio do cultivo minimo de espécies de maracujazeiros (Faria et al., 2006;
Garcia et al., 2011b). Assim sendo, 0 objetivo deste trabalho foi desenvolver um
protocolo para o cultivo minimo in vitro de segmentos nodais de maracujazeiro-
azedo (P. edulis Sims), por meio da reducao das concentracbes de sais minerais,

de sacarose e da temperatura.

3.3.2. REVISAO

3.3.2.1. Bancos ativos de germoplasma de Passiflora

O Brasil é o centro de origem e de diversidade de varias espécies do género
Passiflora (Bernacci et al., 2008; Cervi 2006). Esse fato intensifica a preocupacéo
com a conservacdo dos recursos genéticos do género em programas de
melhoramento genético, ja que o0s recursos genéticos de Passiflora séo as fontes
de novos genes de interesse (Praciak, 2008).

A erosao genética tem sido expressiva para as espécies de maracujazeiro,

sendo causada, principalmente, pela interferéncia humana reduzindo os
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ambientes naturais (Ferreira, 2005). Por isso, Faleiro et al. (2011) relatam que é
crucial a criacdo, ampliagdo e manutencgao dos bancos de germoplasma, a fim de
prevenir a extingdo e de conservar genotipos que podem ser usados em
programas de melhoramento genético de maracuija.

As estratégias para a conservacgao in vitro de acessos de maracujazeiro
ainda sao incipientes. Na préatica, a conservacdo ex situ de Passiflora é
geralmente limitada aos bancos de sementes e colecdes de campo (Ferreira,
2005; Cerqueira- Silva et al., 2016). Ao todo séo estimadas aproximadamente 50
colecbes de Passiflora distribuidas em 32 paises, que conservam cerca de 1200
acessos de maracujazeiro (Ferreira, 2005; Faleiro et al., 2011). Cerca de 95%
destes acessos pertencem a bancos de germoplasma em apenas nove paises:
Brasil (32%), Equador (30%), Peru (14%), Colémbia (8%), Franca (3%), EUA
(2%), Costa Rica (2%), Jamaica (2%) e Quénia (2%) (Ferreira, 2005; Cerqueira -
Silva et al., 2014, Cerqueira - Silva et al., 2016).

No Brasil, a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) possui
trés bancos ativos de germoplasma de maracujazeiro em trés unidades: Embrapa
Cerrado (Bioma Cerrado), Embrapa Mandioca e Fruticultura (Bioma Mata
Atlantica) e Embrapa Semi-Arido (Bioma Caatinga). A Embrapa Mandioca e
Fruticultura localizada em Cruz das Almas — BA mantém um dos maiores Bancos
de Germoplasma de Passiflora (Ferreira, 1999; Lima et al., 2004), sendo
conservados 478 acessos, de um total de 52 espécies, em campo, telados e in
vitro (Faleiro et al., 2011).

Além da Embrapa, existem outras colecfes importantes em universidades e
em instituicdes federais e estaduais, distribuidas pelo Pais (Cerqueira-Silva et al.,
2016), conservando o germoplasma em forma de sementes, plantas a campo e
explantes in vitro (Meletti et al., 2005; Faleiro et al., 2011). Na Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro existe um acervo de,
aproximadamente, 27 espécies e 116 acessos conservados na forma de
sementes, em camaras frias e no campo (Pereira, 2017).

Apesar da importancia dessas colecbes, a perda de acessos durante a
conservagao € um problema comum. Entre os motivos da perda dos acessos
estdo os problemas com a manutencéo in vivo e a dificuldade com os protocolos
apropriados para assegurar a viabilidade das sementes armazenadas (Ferreira,

2005). Segundo Cerqueira-Silva et al., (2016) esses problemas podem ser
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superados com a melhor compreensdo da ecologia e da fisiologia das espécies
silvestres, do tipo de semente (ortodoxa, recalcitrante ou intermediaria), das
condicbes adequadas para o armazenamento (temperatura e umidade ideais) e
de novas estratégias para a conservagado in vitro como o cultivo minimo e a

criopreservagao.

3.3.2.2. Cultivo minimo in vitro em espécies do género Passiflora

A cultura de células e tecidos vegetais exibe varias aplicagbes para o
maracujazeiro como: a propagacao clonal, a geracao de variabilidade genética, a
conservacao de germoplasma, a limpeza clonal, a producdo de mudas de alta
qualidade e a producao de metabdlitos secundarios in vitro (Faleiro et al., 2012).

A conservacdo de germoplasma in vitro pode ser realizada basicamente
por duas técnicas: a criopreservacao e o cultivo minimo in vitro. A técnica de
cultivo minimo in vitro visa minimizar a divisao celular e o crescimento da planta e
aumentar sua longevidade, evitando alteracbes genéticas e aumentando o
periodo entre os subcultivos (Souza et al., 2007). O método consiste em manter a
cultura sob taxas de crescimento limitado, por meio da aplicacdo de compostos
gue provocam estresse osmatico, inibidores de crescimento no meio de cultura e,
ou reducédo da temperatura de incubacao (Withers, 1983).

A reducdo do crescimento do explante é geralmente obtida pela manipulacao
do meio de cultura (reducédo da concentracdo de macronutrientes, micronutrientes
e vitaminas), diminuicdo da temperatura de incubacéo, reducdo ou supressao da
intensidade luminosa, ou modificacbes da atmosfera de cultura (Withers, 1983).
Assim sendo, tem sido possivel conservar in vitro diversas culturas (Withers,
1983; Islam et al., 2003; Souza et al., 2009; Reed et al., 2011; Santos et al.,
2011). A conservacdo por cultivo minimo in vitro é utilizada com sucessona
conservacdo de 30 acessos de batata-doce, pertencentes ao banco de
germoplasma da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, com
subcultivos a cada 180 dias (Vettorazzi et al., 2017).

Alguns agentes osmoticos tais como manitol, sorbitol, sacarose, dentre
outros, ao serem adicionados ao meio de cultura, atuam externamente,
removendo o0 excesso da agua intracelular, por gradiente osmotico, fazendo com

gue o crescimento da planta ocorra de forma mais lenta (Dumet et al., 1993).
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O cultivo minimo in vitro é vantajoso por permitir a manutencdo de muitos
acessos em um pequeno espaco fisico, com custos reduzidos e livres dos riscos
que existem no campo (Cid, 2001; Canto et al., 2004). Contudo, Sdo poucos 0s
trabalhos avaliando o cultivo minimo in vitro em espécies de maracujazeiro.

Faria et al. (2006) testaram em P. giberti trés concentracbes de sacarose
combinadas com trés concentragbes de sorbitol e concluiram que foi possivel
conservar por quatro meses, microestacas de maracujazeiro em meio de cultura
MS suplementado com 10 ou 20 g L de sorbitol, na auséncia de sacarose e
observou que a auséncia de sacarose afetou negativamente a formagé&o da raiz.

Garcia et al. (2011b) cultivaram segmentos nodais de P. suberosa, por 12
meses, em meio contendo baixas concentracdes de sais minerais (Y2 ou ¥4 MSM),
vitaminas e sacarose, sob intensidade de luz reduzida. Além disso, a adicado de
acido abscisico (ABA) ao meio de cultura também foi avaliada e, embora nao
tenha afetado o desenvolvimento da planta, causou uma redugéo significativa nas
taxas de sobrevivéncia.

Especificamente para o género Passiflora, muito pouco se avangou em
estudos sobre a conservacgdao in vitro. Assim sendo, ha uma grande necessidade
de estudos bésicos, para o estabelecimento de protocolos adequados para a
manutencao das plantas in vitro, com relacdo a composicdo do meio de cultura a
ser empregado, ao tempo de manutencédo in vitro, ao numero de subcultivos, a
capacidade de regeneracdo dos explantes e a possivel ocorréncia de variacdes

somaclonais devido ao tempo de manutencéo in vitro (Passos e Bernacci, 2005).

3.3.3. MATERIAL E METODOS

3.3.3.1. Ensaio de sais minerais e tipo de explante para o cultivo minimo in
vitro de maracujazeiro-azedo

3.3.3.1.1. Material vegetal

Foram utilizadas sementes da cultivar Maracuja Redondo Amarelo - Isla® do
lote 34525-52. A pesquisa foi realizada no Setor de Horticultura do Laboratério de
Fitotecnia (LFIT) do Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias (CCTA), da
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Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), cujas
coordenadas locais de referéncia sdo 21° 45’ de latitude Sul e 41° 20’ de longitude
Oeste e altitude média de 11 metros.

O tegumento das sementes foi removido com o auxilio de uma mini morsa e
levado para a camara de fluxo laminar. As sementes sem tegumento foram
submetidas a desinfestacdo em &lcool 70% durante 30 segundos, solucdo de
NaClO a 0,5% com duas gotas de Tween® 20 a cada 100 mL durante um periodo
de 15 minutos e trés enxagues em agua desionizada autoclavada.

Em seguida, o embrido foi removido com o auxilio de uma pinga, bisturi e sob
um microscopio estereoscopio (Tecnival®). Os embrides foram colocados para
germinar em frascos de vidro (125 mm x 60 mm) contendo 40 mL de meio de
cultivo constituido por metade dos sais minerais de MSM (Monteiro et al., 2000),
vitaminas de White, 30 g L de sacarose, 100 mg L de myo-inositol, pH ajustado
para 5,7 e, em seguida, solidificado com 6 g L* de agar bacteriolégico Vetec®. O
meio de cultivo foi autoclavado por 20 minutos a 121 °C e 1,1 atm. Os embrides
foram mantidos por 40 dias em sala de crescimento com temperatura de 27+2 °C
no escuro por 15 dias e depois transferidos para luz com fotoperiodo de 16:8
horas de luz:escuro e luminosidade fornecida por lampadas OSRAM® luz do dia,
com intensidade luminosa de 54 pmol m2 s, As plantulas foram as fontes de

explantes para o ensaio.

3.3.3.1.2. Ensaio de sais minerais e tipo de explante

O ensaio foi conduzido em um DIC, em esquema fatorial 2x3, onde foram
testadas duas composicbes de sais minerais (MS e MSM) e trés tipos de
explantes (segmento radicular, nodal e apical) com cinco repeticbes. Cada
repeticao foi constituida por quatro tubos de ensaio (25 mm x 150 mm) contendo
um explante.

As plantulas foram seccionadas em trés partes (segmento radicular, nodal e
apical) (Figura 23) e, em seguida, foram colocadas em meios de cultivo contendo
0s sais minerais de MS (Murashige e Skoog, 1962) e MSM (Monteiro et al., 2000),
vitaminas de White, 30 g L* de sacarose, 100 mg L de myo-inositol, pH ajustado
para 5,7 e, em seguida, solidificado com 6 g L* de agar bacteriolégico Vetec®.
Foram distribuidos 10 mL de meio de cultura em tubos de ensaio (25 mm x 150

mm) e autoclavados por 15 minutos a 121 °C e 1,1 atm.
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Figura 23. Plantula de maracujazeiro-azedo 40 dias ap0s a germinacao.
Destaque para os segmentos: apical, nodal e radicular utilizados no ensaio.

Os segmentos foram mantidos por 60 dias em sala de crescimento com
temperatura de 27+2 °C, fotoperiodo de 16:8 horas de luz:escuro e luminosidade
fornecida por lampadas OSRAM® luz do dia, com intensidade luminosa de 54
umol m? sl As plantas foram avaliadas apés 60 dias de cultivo quanto a
sobrevivéncia, enraizamento, numero de folhas, nimero de brotos, altura da

planta, massa da matéria fresca e seca total.

3.3.3.2. Experimento de cultivo minimo in vitro de maracujazeiro-azedo
3.3.3.2.1. Material vegetal

Foram utilizadas sementes de maracujazeiro-azedo (P. edulis Sims) do
programa de selecdo recorrente intrapopulacional de maracujazeiro-azedo da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro. As sementes foram
retiradas dos frutos e lavadas em agua corrente com o auxilio de uma peneira de
aco para a remocgéao do arilo e desidratadas a temperatura ambiente (x 25 °C),
durante quatro dias. Os procedimentos para a desinfestacdo das sementes e
germinacdo das plantulas foram os mesmos citados no item (3.3.3.1.1.). As
plantas de maracujazeiro-azedo com 60 dias ap0s a germinagdo foram usadas

como fonte dos segmentos nodais para o cultivo minimo in vitro.
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3.3.3.2.2. Cultivo minimo in vitro

O experimento foi conduzido em um DIC, em esquema fatorial 2x3x3, onde
foram testadas duas temperaturas (202 °C e 27+2 °C), trés concentracdes de
sais minerais MSM (MSM total, 2 MSM e % MSM) e trés concentragbes de
sacarose (10, 20 e 30 g L1). O experimento foi avaliado aos 120, 150 e 180 dias
de cultivo minimo. Cada avaliacdo foi realizada com trés repeticbes de cada
tratamento. Cada repeticdo foi constituida por trés tubos de ensaio (25 mm x 150
mm) contendo 10 mL de meio de cultura e um explante.

Os segmentos nodais foram transferidos para os tubos de ensaio contendo os
meios de cultura. A composicdo dos meios de cultura, de acordo com os
tratamentos, foi: trés concentragdes de sais minerais de MSM (Total, %2 e Ya),
vitaminas de White, trés concentracdes de sacarose (10, 20 e 30 g L), 100 mg L-
1 de myo-inositol, pH ajustado para 5,7 e, em seguida, solidificado com 6 g L de
agar bacterioldégico Vetec®. Foram distribuidos 10 mL de meio de cultura por tubo
de ensaio (25 mm x 150 mm) e estes foram autoclavados por 15 minutos a 121 °C
e 1,1 atm.

Os segmentos nodais foram mantidos por 120, 150 e 180 dias em B.O.D com
temperatura de 20+2 °C (fotoperiodo de 16:8 horas de luz:escuro e luminosidade
fornecida por lampadas OSRAM® luz do dia com intensidade luminosa de 25 pmol
m2 s1) (Figura 24A) e na sala de crescimento com temperatura de 27+2 °C
(fotoperiodo de 16:8 horas de luz:escuro e luminosidade fornecida por lampadas
OSRAM® luz do dia com intensidade luminosa de 54 umol m2 s?) (Figura 24B).
As plantas foram avaliadas apds 120, 150 e 180 dias quanto a sobrevivéncia,
namero de folhas e nimero de raizes. Além disso, foi realizada a avaliacdo da
coloracdo da planta, que seguiu uma escala de cores (1: verde escuro, 2: verde
claro e 3: amarelo) (Figura 25) aos 60, 90, 120, 150 e 180 dias.
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Figura 24. Médias da temperatura na (A) B.O.D. e na (B) sala de cultivo durante
0s seis meses de cultivo minimo in vitro de segmentos nodais de maracujazeiro-
azedo.
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Figura 25. Escala de avaliacdo da coloracdo dos segmentos nodais de
maracujazeiro-azedo em cultivo minimo in vitro. A) 1 = verde escuro, B) 2 = verde
claro e C) 3 = amarelo.
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Ao fim de cada avaliacdo, aos 120, 150 e 180 dias, os segmentos nodais
foram transferidos para o meio de regeneracao constituido pelos sais minerais de
MSM, vitaminas de White, 30 g L! de sacarose, 100 mg L* de myo-inositol, 2,89
umol Lt de GAs e 4,92 umol L de AIB (Trevisan e Mendes, 2005), pH ajustado
para 5,7 e, em seguida, solidificado com 6 g L de agar bacterioldgico Vetec®.
Foram distribuidos 40 mL de meio de cultura por frasco de vidro (125 mm x 60
mm) e os frascos foram autoclavados por 20 minutos a 121 °C e 1,1 atm.

Foram transferidos trés segmentos nodais por frasco de cultivo (125 mm x 60
mm) e mantidos no meio de regeneracao por 30 dias em B.O.D com temperatura
média de 20+2 °C (fotoperiodo de 16:8 horas de luz:escuro e luminosidade
fornecida por lampadas OSRAM® luz do dia com intensidade luminosa de 25 pmol
m2 s1) ou na sala de crescimento com temperatura de 27+2 °C (fotoperiodo de
16:8 horas de luz:escuro e luminosidade fornecida por lampadas OSRAM® luz do
dia com intensidade luminosa de 54 pmol m2 s1).

As plantas sobreviventes foram aclimatizadas em casa de vegetacdo seguindo
o DBC com trés repeticbes. Cada parcela foi constituida por trés plantas. As
plantas foram aclimatizadas em casa de vegetacdo coberta com filme agricola de
150 micrédmetros de espessura e tela de sombreamento de 35%. As plantas foram
lavadas em agua corrente para a remoc¢do do meio de cultivo das raizes e
transferidas para bandejas de plastico, com capacidade de 200 mL por célula,
contendo o substrato comercial Basaplant® Hortalicas e irrigadas duas vezes por
dia (Figura 26). Apos 30 dias, as mudas foram avaliadas quanto a sobrevivéncia,
namero de folhas, altura da planta, volume das raizes, massa da matéria seca da

parte aérea, da raiz e total.
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Figura 26. Temperatura média na casa de vegetacdo no periodo de aclimatizacéo
das plantas de maracujazeiro-azedo durante os meses de agosto até novembro
de 2017.

3.3.3.3. Analises estatisticas

As variaveis de sobrevivéncia, numero de folhas, nimero de raizes, altura
da planta, volume das raizes, massa da matéria seca da parte aérea, raizes e
total de maracujazeiro-azedo foram submetidas a testes iniciais de
homogeneidade e normalidade, utilizando os testes de Bartlett e Lilliefors,
respectivamente. Os dados foram transformados por raiz quadrada (y = Vx). Em
seguida, foi realizada a analise de variancia e os graus de liberdade dos
tratamentos e suas interacdes foram desdobradas pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade com o auxilio do programa estatistico SISVAR (Ferreira, 2011). As
variaveis de sobrevivéncia no meio de regeneracao e durante a aclimatizacdo das

plantas foram avaliadas pela estatistica descritiva.

3.3.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.4.1. Sais minerais e explante para o cultivo minimo in vitro de
maracujazeiro-azedo

Segundo Faria et al. (2007), para o planejamento de experimentos que
visem a conservacao in vitro de germoplasma de maracujazeiros, € necessario

saber a via de regeneracdo (organogénese ou embriogénese somética), o
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explante que responde ao estimulo e a presenca ou auséncia de calo. Por isso o
presente ensaio buscou identificar o melhor meio de cultivo e o tipo de explante
para o cultivo in vitro, de maracujazeiro-azedo.

A analise de variancia mostrou-se significativa ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste F para a composicdo dos sais minerais apenas para a
variavel massa da matéria seca total (Tabela 20). As variaveis nimero de brotos e
altura da planta apresentaram diferenca significativa entre os explantes (Tabela
20).

Tabela 20. Resumo da andlise de variancia com os quadrados médios para o
cultivo in vitro de segmentos radiculares, nodais ou apicais de maracujazeiro-
azedo, cultivados em meios com diferentes composi¢des de sais minerais (MS e
MSM). Campos dos Goytacazes-RJ, 2018.

Quadrado médio

\F/on.te ge GL Numero de Numero de Altura da
ariacao
brotos folhas planta
Sais minerais (M) 1 0,00037"s 5,8815" 3,2334"
Explante (E) 2 2,3640* 0,5733" 79,2946*
(M) x (E) 2 0,4998"s 0,6162"s 6,5209"
Residuo 24 0,2357 1,4693 20,2321
Média geral 1,28 1,33 24,11
C.V. (%) 37,8 57,88 18,65
Fonte de GL Quadrado médio
Variacao Matéria fresca total Matéria seca total
Sais minerais (M) 1 0,0333"™ 0,0012*
Explante (E) 2 0,0334"s 0,0006"s
(M) x (E) 2 0,0029"s 0,0001"s
Residuo 24 0,01408 0,0002
Média geral 0,448 0,0779
C.V. (%) 26,50 21,19

* Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.
ns N&o significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.

Os sais minerais de MSM apresentaram a maior média para a massa da
matéria seca total, sendo estatisticamente diferente dos sais de MS (Figura 27E).
Ja para as demais variaveis de namero de brotos, numero de folhas, altura da
planta e massa da matéria fresca total, o uso dos sais minerais de MS e MSM néo

foram estatisticamente diferentes (Figura 27).
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Figura 27. (A) Numero de brotos, (B) numero de folhas, (C) altura da planta, (D)
massa da matéria fresca total e (E) massa da matéria seca total de segmentos
radiculares, nodais ou apicais de maracujazeiro-azedo, cultivados in vitro em
meios com sais minerais de MS e MSM.

Os sais de MSM foram elaborados para suprir as necessidades nutricionais
in vitro de maracujazeiro-azedo (Monteiro et al., 2000), j& o meio de cultivo MS foi
desenvolvido por Murashige e Skoog (1962), com base no requerimentos
nutricionais para o cultivo in vitro de tabaco. Dessa forma, o melhor desempenho
dos sais minerais de MSM em relagdo aos sais de MS ja era esperado. Em
trabalhos com espécies de Passiflora que comparam o desemprenho do cultivo in
vitro entre os sais MS e MSM, os sais de MSM se mostraram mais satisfatorios
para a micropropagacao P. edulis Sims (Monteiro et al., 2000) e de P. suberosa L.
(Garcia et al., 2011a)
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Em relagcédo ao tipo de explante, o segmento radicular apresentou o pior
desemprenho para a média de numero de brotos e altura da planta em
comparacao com os segmentos nodais e apicais (Figura 28A e C). Araujo, (2017)
também observou menores média para a formacéo e alongamento de brotos em
segmentos radiculares de P. setacea, em meio de cultivo MSM desprovido de
fitorreguladores. Segundo Araudjo (2017), para a formagdo e alongamento de

brotos oriundos de segmentos radiculares € necesséria a adicdo de BA ao meio

de cultivo.
A) B)
Altura da planta (mm) Numero de folhas
35 1,8 a
30 a a 1,6 a
25 b 1,4 a
1,2
20 1
15 0,8
10 0.6
5 0,4
0 02
Radicular Nodal Apical Radicular Nodal Apical
Explante Explante
C) D)
Nuamero de brotos Mateéria fresca total (g)
2 a a 0,6 a
1,8
16 05 a a
1.4 0,4
1,2 b
1 0,3
0,8
06 0,2
0,4 0,1
0,2
0 6]
Radicular Nodal Apical Radicular Nodal Apical
Explante Explante
E)

Matéria seca total (g)
0,1

a
a
0,08 a
0,08
0,04
0,02
0

Radicular Nedal Apical
Explante

Figura 28. (A) Altura da planta, (B) numero de folhas, (C) numero de brotos, (D)
massa da matéria fresca total e (E) massa da matéria seca total de diferentes
tipos de explantes de maracujazeiro-azedo, cultivados in vitro em meios com sais
minerais de MS e MSM.
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As demais variaveis: numero de folhas, massa da matéria fresca, seca e
total ndo apresentaram diferenca significativa (Figura 28B, D e E). Para o cultivo
in vitro de espécies do género Passiflora € comum o uso de segmentos nodais,
apices caulinares, folhas, raizes e hipocétilo como explantes (Faria et al., 2006;
Faria et al., 2007; Garcia et al., 2011a; Garcia et al., 2011b; Pacheco et al., 2012;
Shekhawat et al., 2015, Araujo, 2017).

Os segmentos nodais e apicais apresentaram as maiores médias para
namero de brotos (Figura 28A) e altura das plantas (Figura 28C), sendo ambos
explantes indicados para o cultivo in vitro de maracujazeiro-azedo. No entanto,
Faria et al. (2007) relata o melhor desempenho no cultivo in vitro do explante
segmento nodal em relacdo aos segmentos apicais em P. giberti N. E. Brown, P.
edulis Sims e P. laurifolia L.

O cultivo in vitro de maracujazeiros enfrenta diversos problemas como
clorose nas folhas e alta producdo de etileno, que podem levar a variacdes
morfolégicas e necrose (Kantharajah e Dodd, 1990). Esses problemas justificam a
importancia das investigacbes acerca da melhoria de protocolos para a
regeneracao in vitro de espécies de Passiflora (Garcia et al., 2011a). Dessa
forma, os estudos em relacdo ao tipo de explante e concentracdo dos sais
minerais do meio de cultivo sdo necessarios para auxiliar no desenvolvimento de
protocolos de estabelecimento e conservacdo in vitro de germoplasma de
maracujazeiro (Faria et al., 2007). Os sais minerais de MSM séo indicados para a
regeneracao in vitro de segmentos nodais ou apicais de maracujazeiro-azedo
(Figura 29).
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Figura 29. Regeneracdo de segmentos radicular, nodal e apical cultivados em
meios com sais minerais de MS e MSM. (A) Segmento radicular em meio MS; (B)
Segmento nodal em meio MS; (C) Segmento apical em meio MS; (D) Segmento
radicular em meio MSM; (E) Segmento nodal em meio MSM; (F) Segmento apical
em meio MSM.

3.3.4.2. Cultivo minimo in vitro de maracujazeiro-azedo

A andlise de variancia do cultivo minimo in vitro durante 120 dias mostra a
interacdo significativa entre 0s sais minerais e a sacarose para a sobrevivéncia
dos segmentos nodais. Houve diferenca significativa na temperatura para o
namero de folhas e para os sais minerais, na variavel nimero de raizes de

maracujazeiro-azedo (Tabela 21).
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Tabela 21. Resumo da analise de variancia com os quadrados médios para o
cultivo minimo in vitro de segmentos nodais de maracujazeiro-azedo, cultivados
por 120 dias em duas temperaturas e em meios com diferentes concentracdes de
sais minerais e sacarose. Campos dos Goytacazes-RJ, 2018.

Quadrado médio

Fonte de > v
o oA NUmero de Numero de
Variagao Sobrevivéncia f .
olhas raizes
Temperatura (T) 1 0,526756* 24,897124* 0,002058"s
Sais minerais (M) 2 0,582308* 1,952672" 0,969130*
Sacarose (S) 2 0,199591ns 5,434136" 0,006173"s
TxM 2 0,014403"s 2,434147" 0,137861"s
TxS 2 0,026748"s 1,903286" 0,100822"s
Mx S 4 0,338479* 3,483536" 0,160493"s
TXMXS 4 0,060700"s 1,181069" 0,255143"s
Residuo 36 0,084362 3,516461 0,135803
Média 56,8 2,24 0,3148
C.V. (%) 43,69 57,62 103,52

* Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.
ns N&o significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.

No desdobramento da interacdo entre 0s sais minerais e a sacarose
observa-se que a combinacdo entre os sais minerais de MSM com todas as
concentragbes de sacarose desfavoreceu a sobrevivéncia das plantas em
comparacgao com os demais tratamentos, apds 120 dias de cultivo minimo in vitro
(Tabela 22).

Tabela 22. Andlise de desdobramento da sobrevivéncia de segmentos nodais de
maracujazeiro-azedo em funcédo da interacdo entre as concentracdes de sais
minerais e sacarose apd6s 120 dias em cultivo minimo in vitro. Campos dos
Goytacazes-RJ, 2018.

Sais Sacarose (g L) -
minerais 10 20 30 Media

MSM 33,3 Ab 22,2 Ab 55,5 Aa 370b
¥ MSM 944 Aa 555ABab 33,3Ba 61,1a
Y4 MSM 77,7 Aa 83,3 Aa 55,5 Aa 72,2 a

Média 68,5 A 53,7 A 48,1 A 56,8

Médias seguidas da mesma letra mailscula na linha e mindscula na coluna ndo diferem entre si
pelo teste Tukey (P<0,05).
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As maiores médias para a sobrevivéncia foram observadas quando houve
a reducédo para %2 MSM em combinacédo com 10 e 20 g L de sacarose e com a
reducéo dos sais para ¥a de MSM em combinacdo com todas as concentragdes
de sacarose (Tabela 22). A sacarose adicionada ao meio de cultivo afeta
significativamente o crescimento das plantas in vitro, atuando tanto como fonte de
energia quanto como regulador osmotico (Skrebsky et al., 2004; George et al.,
2008). Portanto, dependendo da concentracdo, a sacarose pode atuar removendo
0 excesso da agua intracelular, por gradiente osmdético, fazendo com que o
crescimento da cultura ocorra de forma mais lenta (Dumet et al., 1993; Shibli et al.,
2006). Assim, a reducéo das concentragdes de sais minerais em combinagdo com
a reducdo da sacarose favorece as maiores médias para a sobrevivéncia de
segmentos nodais de maracujazeiro-azedo.

Aos 120 dias, a sobrevivéncia dos segmentos nodais foi maior quando
cultivados a 20 °C (66,6%) (Tabela 23). A reducdo da temperatura de cultivo é
uma estratégia eficiente para o cultivo minimo in vitro para diversas espécies
como sempre-viva (18 °C) (Lima- Brito et al., 2011), cana-de-acucar (20 °C)
(Lemos et al., 2002) e mandioca (22° C) (Souza et al., 2009).

Tabela 23. Médias da sobrevivéncia de segmentos nodais de maracujazeiro-
azedo apoOs 120 dias em cultivo minimo in vitro em diferentes temperaturas.
Campos dos Goytacazes-RJ, 2018.

Temperatura Médias
20 °C 66,6 a

27 °C 46,9 b
C.V. (%) 43,69

Médias seguidas da mesma letra minUscula na coluna n&o diferem entre si pelo teste F (P<0,05).

Em relacdo ao numero de folhas, apds 120 dias de cultivo minimo,
observa-se que as plantas cultivadas na temperatura de 20 °C tinham mais folhas
(Tabela 24).
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Tabela 24. Médias do numero de folhas de segmentos nodais de maracujazeiro-
azedo apos 120 dias em cultivo minimo in vitro em diferentes temperaturas,
Campos dos Goytacazes-RJ, 2018.

Temperatura Média
20 °C 2,92 a

27 °C 157b
C.V. (%) 57,62

Médias seguidas da mesma letra minuscula na coluna nao diferem entre si pelo teste F (P<0,05).

Ja para a variavel nimero de raizes, de modo geral, foi observado um
baixo niumero de formagéo de raizes in vitro, sendo os sais minerais ¥2 MSM e Y4

MSM, os que favoreceram as maiores médias de formacao de raizes (Tabela 25).

Tabela 25. Médias do nimero de raizes de segmentos nodais de maracujazeiro-
azedo apoOs 120 dias em cultivo minimo in vitro em diferentes temperaturas.
Campos dos Goytacazes-RJ, 2018.

Sais Minerais Média
MSM 0,092 b

% MSM 0,292 ab

Y2a MSM 0,555 a
C.V. (%) 103,52

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna nado diferem entre si pelo teste Tukey
(P<0,05).

Apébs 150 dias de cultivo minimo in vitro, observa-se interacao tripla entre a
temperatura, 0s sais minerais e a sacarose na sobrevivéncia e no numero de
folhas de segmentos nodais de maracujazeiro-azedo. J& para o nUmero de raizes,

a interacao foi significativa entre a temperatura e os sais minerais (Tabela 26).
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Tabela 26. Resumo da analise de variancia com os quadrados médios no cultivo
minimo in vitro de segmentos nodais de maracujazeiro-azedo, cultivados por 150
dias em duas temperaturas e em meios com diferentes concentracdes de sais
minerais e sacarose. Campos dos Goytacazes-RJ, 2018.

Quadrado médio

Fonte de > v
Variacao Sobrevivéncia Numero de Num,ero de
¢ folhas raizes
Temperatura (T) 1 0,462967* 3,804520"s 0,131685"s
Sais minerais (M) 2 0,427908* 16,866248* 2,674889*
Sacarose (S) 2 0,681068* 7,431439* 0,304529n"s
TxM 2 0,172839* 16,8629* 1,489708*
TxS 2 0,018519"s 3,4315" 0,304526"s
Mx S 4 0,196504* 8,406382* 0,242799"s
TXxXMxS 4 0,182100* 6,708852* 0,199588"s
Residuo 36 0,049383 1,644032 0,158437
Média 47,5 2,25 0,4197
C.V. (%) 38,48 41,33 79,01

* Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.
ns N&o significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.

Aos 150 dias de cultivo minimo a sobrevivéncia dos segmentos nodais de
maracujazeiro-azedo foi maior quando, tanto 0s sais minerais quanto a sacarose
foram reduzidos as menores concentracbes, isso foi observado nas duas
temperaturas testadas (100 e 89%) (Tabela 27).

Aos 150 dias de cultivo minimo in vitro, observou-se que a combinacao da
maior temperatura (27 °C), MSM total e Y2 MSM, juntamente com a maior
concentragdo de sacarose (30 g L?), causou a morte dos segmentos nodais
(Tabela 27).
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Tabela 27. Analise de desdobramento da sobrevivéncia de segmentos nodais de
maracujazeiro-azedo em fung¢do da interacdo entre as diferentes temperaturas,
concentracbes de sais minerais e sacarose apés 150 dias em cultivo minimo in
vitro. Campos dos Goytacazes-RJ, 2018.

Sais Sacarose Temperatura
minerais (gL 20 °C 27 °C
10 33,3 Abb 44,4 Aab
MSM 20 33,3 Aba 22,2 Aabb
30 77,7 Aaa 0,0 Bbb
10 89,0 Aaa 44,4 Bba
Y2 MSM 20 66,6 Aaa 33,3 Aabab
30 22,2 Abb 0,0 Abb
10 100,0 Aaa 89,0 Aaa
Y42 MSM 20 66,6 Aaa 66,6 Aaba
30 22,2 Abb 44,4 Aba
Médias 56,7 A 38,2B
C.V. (%) 38,48

Médias seguidas da mesma letra mailscula na linha (para temperatura), mindscula na coluna
(para sacarose), e minuscula sublinhada na coluna (para sais minerais), ndo diferem entre si pelo
teste Tukey (P<0,05).

Para a variavel numero de folhas, as maiores médias foram observadas em
meios com sais de MSM suplementado com 30 g L de sacarose cultivados a 20
°C, em sais minerais com ¥ de MSM suplementados com 10 e 20 g L de

sacarose e cultivados nas duas temperaturas (Tabela 28).
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Tabela 28. Anélise de desdobramento do numero de folhas de segmentos nodais
de maracujazeiro-azedo em funcéo da interagédo entre as diferentes temperaturas,
concentracbes de sais minerais e sacarose apés 150 dias em cultivo minimo in
vitro. Campos dos Goytacazes-RJ, 2018.

Sais Sacarose Temperatura
minerais (gL 20 °C 27 °C
10 0,77 Abb 2,22 Aab
MSM 20 1,66 Aba 0,55 Aab
30 5,11 Aaa 0,0 Baa
10 3,33 Aaab 1,33 Aab
Y2 MSM 20 3,11 Aaa 1,11 Aab
30 1,11 Aab 0,0 Aaa
10 3,99 Aaa 5,44 Aaa
Y4a MSM 20 2,88 Aaba 4,66 Aaba
30 0,66 Abb 2,55 Aab
Médias 2,51A 198 A
C.V. (%) 24,33

Médias seguidas da mesma letra mailscula na linha (para temperatura), mindscula na coluna
(para sacarose), e minuscula sublinhada na coluna (para sais minerais), ndo diferem entre si pelo
teste Tukey (P<0,05).

Para o uso de sais %2 e ¥4 de MSM nas duas temperaturas, observa-se que,
conforme a concentracdo de sacarose aumenta, o numero de folhas diminui
(Tabela 28). Ha uma importante relacdo entre a concentracdo de sais minerais e
de sacarose no cultivo minimo in vitro de segmentos nodais de maracujazeiro-
azedo. No entanto, aos 120 dias de cultivo, essa relagdo ndo foi observada
(Tabela 24).

Para a variavel numero de raizes, apés 150 dias de cultivo minimo, a maior
formacéo de raizes se deu em meios com 30 g L de sacarose cultivados a 27 °C
(Tabela 29). Resultado este diferente do observado aos 120 dias, em que a
sacarose nao teve diferenca significativa para o numero de raizes entre os

tratamentos (Tabela 25).
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Tabela 29. Analise de desdobramento do nimero de raizes de segmentos nodais
de maracujazeiro-azedo em funcdo da interacdo entre a temperatura e as
concentragdes de sacarose apds 150 dias em cultivo minimo in vitro. Campos dos
Goytacazes-RJ, 2018.

Sacarose (g L)

Temperatura 10 20 30 Média

20 °C 0,148 Aa 0,481 Aa 0,481 Ab 0,370a

27 °C 0,074Ba 0,111Ba 1,22Aa 0,469a

Média 0,111 B 0,296 B 0,851 A 0,4197
C.V. (%) 79,01

Médias seguidas da mesma letra mailuscula na linha e mindscula na coluna nado diferem entre si
pelo teste Tukey (P<0,05).

Com 180 dias de cultivo minimo, a analise de variancia mostrou interacédo
significativa entre os sais minerais e a sacarose na sobrevivéncia, no numero de
folnas e nimero de raizes (Tabela 30). Para o numero de raizes, ainda houve

interac&o significativa entre a temperatura e a sacarose (Tabela 30).

Tabela 30. Resumo da andlise de variancia com os quadrados médios no cultivo
minimo in vitro de segmentos nodais de maracujazeiro-azedo, cultivados por 180
dias em duas temperaturas e em meios com diferentes concentracdes de sais
minerais e sacarose. Campos dos Goytacazes-RJ, 2018.

Quadrado médio

Fonte de

Variacao Sobrevivéncia Nufmero de Numgro de
olhas raizes
Temperatura (T) 1 0,823046* 19,360054* 0,403291"s
Sais minerais (M) 2 0,372428* 2,162551"s 2,779841*
Sacarose (S) 2 0,310698* 6,452670* 0,742802"s
Tx M 2 0,039094"s 0,878602"s 0,569954"s
TxS 2 0,026750"s 0,748971"s 1,137855*
Mx S 4 0,248975* 6,465016* 0,681072*
TxMxS 4 0,057614"s 2,267493" 0,248970"s
Residuo 36 0,049383 1,312759 0,236625
Média 32,0 1,21 0,34
C.V. (%) 60,59 74,01 111,73

* Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.

ns N&o significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.
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Em relacdo aos sais minerais e a sacarose na sobrevivéncia dos
segmentos nodais de maracujazeiro-azedo, apds 180 dias, a maior porcentagem
foi encontrada com a combinacgédo de ¥ de sais minerais de MSM com 10 g L de
sacarose (77,7%) e 20 g L de sacarose (50%) (Tabela 31). O mesmo resultado
foi observado aos 120 e 150 dias de cultivo minimo, quando a concentracdo de
sais minerais totais foi reduzida para %2 e ¥» de MSM, a exigéncia de sacarose
pelo explante também foi reduzida de 30 g L para 10 e 20 g L (Tabelas 22, 27 e
31).

Tabela 31. Andlise de desdobramento da sobrevivéncia de segmentos nodais de
maracujazeiro-azedo em funcdo da interacdo entre as concentracdes de sais
minerais e sacarose apos 180 dias em cultivo minimo in vitro. Campos dos
Goytacazes-RJ, 2018.

Sais Sacarose (g L) o
minerais 10 20 30 Media

MSM 16,6 Ab 11,1 Ab 33,3 Aa 20,3 b
¥> MSM 44,4 Ab 27,7 ABab 11,1 Ba 27,7b
Y42 MSM 77,7 Aa 50,0 Aa 16,6 Ba 48,1 a

Média 46,3 A 29,6 AB 20,3 B 32,0
C.V. (%) 60,59

Médias seguidas da mesma letra mailscula na linha e mindscula na coluna ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey (P<0,05).

As médias de sobrevivéncia dos segmentos nodais cultivados por 180 dias
em cultivo minimo novamente mostram um efeito positivo da temperatura de 20
°C (44,4%), em relacdo aos segmentos cultivados a 27 °C (19,7%) (Tabela 32).

Tabela 32. Médias da sobrevivéncia de segmentos nodais de maracujazeiro-
azedo apos 180 dias em cultivo minimo in vitro em diferentes temperaturas.
Campos dos Goytacazes-RJ, 2018.

Temperatura Médias
20 °C 44,4 a

27 °C 19,7b
C.V. (%) 60,59

Médias seguidas da mesma letra minuscula na coluna n&o diferem entre si pelo teste F (P<0,05).
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De modo geral, diante dos resultados obtidos na sobrevivéncia dos
segmentos nodais de maracujazeiro-azedo, aos 120, 150 e 180 dias de cultivo
minimo in vitro, observam-se as maiores sobrevivéncias em meios com ¥z e ¥4 de
MSM (Tabelas 22, 27 e 31). Resultado semelhante foi relatado por Garcia et al.
(2011b), que também reduziram as concentracdes dos sais minerais de MSM em
P. suberosa e obtiveram 100% de sobrevivéncia de segmentos nodais cultivados
em meios com % e ¥4 de MSM, durante os primeiros seis meses de cultivo
minimo. J& aos 12 meses, 0s autores obtiveram até 83% de segmentos
sobreviventes.

Para a variavel numero de folhas, as maiores médias foram obtidas em
meios com os sais minerais de ¥2 MSM e % de MSM em combinagdo com 10 g L
de sacarose (Tabela 33). Os resultados obtidos aos 180 dias néo diferem dos

observados aos 150 dias (Tabelas 28 e 33).

Tabela 33. Andlise de desdobramento do niumero de folhas de segmentos nodais
de maracujazeiro-azedo em funcdo da interagdo entre as concentracdes de sais
minerais e sacarose apos 180 dias em cultivo minimo in vitro. Campos dos
Goytacazes-RJ, 2018.

Sais Sacarose (g L) -
minerais 10 20 30 Média
MSM 0,5 Ab 0,6 Aa 1,7 Aa 0,96 a
> MSM 1,9 Aab 0,9 Aa 0,38 Aa 1,07 a
Y2 MSM 3,3 Aa 1,1 Ba 0,5 Ba 1,61 a
Média 19A 0,87 B 0,87 B 1,21
C.V. (%) 74,01

Médias seguidas da mesma letra mailscula na linha e mindscula na coluna néao diferem entre si
pelo teste Tukey (P<0,05).

Para o numero de folhas apés 180 dias de cultivo minimo de
maracujazeiro-azedo, a maior média foi obtida quando os segmentos nodais

foram cultivados em temperatura média de 20 °C (Tabela 34).
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Tabela 34. Médias do numero de folhas de segmentos nodais de maracujazeiro-
azedo apos 180 dias em cultivo minimo in vitro em diferentes temperaturas.
Campos dos Goytacazes-RJ, 2018.

Temperatura Médias
20 °C 1,81 a

27 °C 0,61b
C.V. (%) 74,01

Médias seguidas da mesma letra minuscula na coluna nao diferem entre si pelo teste F (P<0,05).

Para a variavel numero de raizes, aos 180 dias, diferentemente do
observado aos 150 dias, a maior média de formacédo de raizes foi obtida em

meios cultivados a 27 °C suplementados com 10 g L de sacarose (Tabela 35).

Tabela 35. Analise de desdobramento do numero de raizes de segmentos nodais
de maracujazeiro-azedo em funcdo da interacdo entre a temperatura e as
concentracdes de sacarose ap0s 180 dias em cultivo minimo in vitro. Campos dos
Goytacazes-RJ, 2018.

Sacarose (g L)

Temperatura 10 20 30 Média
20 °C 0,22Ab  0,22Aa 0,037Aa 0,15a
27 °C 0,92Aab 0,33Ba 0,33Ba 0,52a
Média 0,57 A 0,27 A 0,18 A 0,34
C.V. (%) 111,73

Médias seguidas da mesma letra mailscula na linha e mindscula na coluna ndo diferem entre si
pelo teste Tukey (P<0,05).

O maior numero de raizes foi observado em segmentos nodais de
maracujazeiro-azedo cultivados com % de MSM suplementado com 10 e 20 g L

de sacarose (Tabela 36).
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Tabela 36. Analise de desdobramento do nimero de raizes de segmentos nodais
de maracujazeiro-azedo em funcdo da interagdo entre as concentragdes de sais
minerais e sacarose apo6s 180 dias em cultivo minimo in vitro. Campos dos
Goytacazes-RJ, 2018.

Sais Sacarose (g L) -
minerais 10 20 30 Média

MSM 0,0 Ab 0,0 Ab 0,22 Aa 0,073 b
%> MSM 0,33 Ab 0,11 Aab 0,05 Aa 0,16 b
Ya MSM 1,38 Aa 0,72 ABa 0,27 Ba 0,79 a

Média 0,57 A 0,27 B 0,18 B 0,34
C.V. (%) 111,73

Médias seguidas da mesma letra mailscula na linha e mindscula na coluna nao diferem entre si
pelo teste Tukey (P<0,05).

A variavel coloracdo dos segmentos nodais foi avaliada desde os 60 dias
até 180 dias de cultivo minimo in vitro e nota-se que 0s explantes ou o0s
segmentos nodais, em meio suplementado com os sais minerais de MSM com 10
e 20 g L de sacarose, ja apresentavam coloracdo amarelada desde a primeira
avaliacdo aos 60 dias (Tabela 37). A partir dos 150 dias de cultivo minimo in vitro,
observa-se a morte dos explantes cultivados nos meios com sais de MSM
suplementado com 20 e 30 g L' de sacarose e ¥2 MSM com 30 g L, ambos

cultivados sob a temperatura de 27 °C (Tabela 37).



Tabela 37. Coloracdo dos segmentos nodais de maracujazeiro-azedo em cultivo minimo in vitro sob duas temperaturas, trés
concentracfes de sais minerais e trés concentracdes de sacarose, ao longo de 180 dias de conservacao in vitro. Campos dos

Goytacazes-RJ, 2018.

Temperatura .Sais ‘ Sacar_ose . . Colora(%éo . .
minerais (gL 60 Dias 90 Dias 120 Dias 150 Dias 180 Dias
10 verde claro verde claro verde claro verde claro amarelo
MSM 20 verde claro verde claro verde claro verde claro amarelo
30 verde escuro  verde claro verde claro amarelo amarelo
10 verde escuro verde escuro  verde escuro verde claro verde claro
20 °C > MSM 20 verde escuro verde escuro verde claro verde claro amarelo
30 verde escuro  verde claro verde claro verde claro amarelo
10 verde escuro verde escuro  verde escuro  verde escuro verde escuro
Y4s MSM 20 verde escuro verde escuro verde claro verde claro verde claro
30 verde escuro  verde claro verde claro verde claro amarelo
10 amarelo amarelo amarelo amarelo amarelo
MSM 20 amarelo amarelo amarelo - -
30 verde escuro amarelo amarelo - -
10 verde escuro verde claro verde claro amarelo amarelo
27 °C » MSM 20 verde claro verde claro verde claro verde claro amarelo
30 verde escuro verde claro amarelo - -
10 verde escuro verde escuro verde claro verde claro amarelo
Y2 MSM 20 verde claro verde claro verde claro Verde claro  verde claro
30 verde claro verde claro verde claro Verde claro amarelo

14
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Na literatura, sdo escassos os trabalhos sobre a conservacéo in vitro por
cultivo minimo de espécies do género Passiflora e nenhum com a espécie P.
edulis. Faria et al. (2006) cultivaram a espécie P. giberti e testaram o meio MS
suplementado com trés concentracdes de sacarose (0, 15 e 30 g L%), em
combinagdo com trés concentracdes de sorbitol (10, 20 e 40 g L) por até 120
dias. Ja Garcia et al. (2011b) trabalharam com segmentos nodais de P. suberosa
e obtiveram sucesso no cultivo minimo por 12 meses em meios de cultivo com %2
MSM ou %2 MSM suplementado com 3,78 uM de ABA. Desse modo, os resultados
obtidos com o cultivo minimo in vitro de maracujazeiro-azedo comprovam o efeito
positivo da reducéo para %2 e ¥4 dos sais minerais de MSM, da sacarose para 10 e
20 g L1 e da importancia de novas investigacdes acerca do efeito da reducéo da
temperatura de cultivo.

N&o foram relatados trabalhos testando diferentes temperaturas no cultivo
minimo in vitro de espécies de Passiflora. Porém, os resultados aqui
demonstrados comprovam que a temperatura apresentou um efeito significativo
sobre todas as varidveis analisadas in vitro. O cultivo minimo in vitro de
segmentos nodais de maracujazeiro-azedo, sob a temperatura de 20 °C, é capaz
de promover a sobrevivéncia dos mesmos por até 180 dias, enquanto o cultivo
minimo em temperatura de 27 °C apresentou as menores médias de
sobrevivéncia desde a primeira avaliacdo aos 120 dias (Figura 30).

Em relacdo ao uso dos sais minerais de MSM, Garcia et al. (2011b) ja
haviam relatado o sucesso do cultivo minimo in vitro de P. giberti nas
concentracbes de %2 e ¥4 MSM. Resultados semelhantes foram encontrados no
presente trabalho. No entanto, o sucesso dos sais minerais de % e ¥4 MSM esta
diretamente relacionado com as concentracées de 10 e 20 g L de sacarose,
proporcionando o cultivo minimo com alta sobrevivéncia em P. edulis (Figura 30).

Em relacdo as concentracdes de sacarose, houve um efeito negativo na
sobrevivéncia dos segmentos nodais cultivados em sais minerais %2 e ¥ MSM
suplementado com 30 g L de sacarose. Possivelmente, para os segmentos
nodais de maracujazeiro-azedo, 0 excesso de sacarose pode ter modificado a
osmolaridade do meio de cultivo, o que interferiu na absorcédo dos sais minerais e

vitaminas disponiveis para a planta.
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B.O.D. (20 °C)
Sacarose (g L?)
10 20 30
MSM
> MSM
Ya MSM
10
Sala de cultivo (27 °C)
Sacarose (g L)
MSM
> MSM
Ya MSM

Figura 30. Segmentos nodais de maracujazeiro-azedo apés 180 dias de cultivo
minimo in vitro em diferentes concentracbes de sais minerais, sacarose e
cultivados em B.O.D. a 20 °C e em sala de cultivo a 27 °C.
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Apés o cultivo minimo in vitro os segmentos nodais de maracujazeiro-
azedo foram transferidos para o meio de regeneragdo, onde permaneceram por
mais 30 dias (Tabela 38).

Tabela 38. Médias da porcentagem de sobrevivéncias dos segmentos nodais
cultivados por 30 dias em meio de regeneracdo, ap0s serem conservados in vitro
em duas temperaturas, trés concentracdes de sais minerais e trés concentracdes
de sacarose durante 120, 150 e 180 dias. Campos dos Goytacazes-RJ, 2018.

- Sais Sacarose Sobrevivéncia (%)

emperatura minerais (gL 120 Dias 150 Dias 180 Dias

10 44,4 33,3 22,2

MSM 20 22,2 22,2 22,2

30 66,7 55,6 66,7

10 77,8 100,0 77,8

20 °C %> MSM 20 77,8 66,7 22,2

30 44,4 33,3 22,2

10 88,9 100,0 88,9

Y4 MSM 20 100,0 55,6 55,6

30 44 4 33,3 22,2

10 11,1 44,4 11,1

MSM 20 22,2 0,0 0,0

30 44 4 0,0 0,0

10 100,0 22,2 33,3

27 °C %> MSM 20 33,3 33,3 11,1

30 22,2 0,0 0,0

10 55,6 83,3 55,6

Y2 MSM 20 44,4 66,7 33,3

30 33,3 33,3 11,1

A aclimatizacdo é um dos processos mais delicados para o sucesso do
cultivo in vitro de plantas. Para alguns genoétipos de maracujazeiro-azedo a
aclimatizacdo é geralmente bem sucedida (Isutsa, 2004; Shekhawat et al., 2015).
No entanto, a diferenca de temperatura entre o cultivo in vitro na B.O.D e na sala
de cultivo (Figura 24) para a casa de vegetacao (Figura 25) fez com que alguns
segmentos nodais nédo fossem capazes de sobreviver a aclimatizacao, reduzindo

a porcentagem de sobrevivéncia ao longo das avaliagdes (Figura 31).
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Figura 31. Médias da porcentagem de sobrevivéncia de plantas de
maracujazeiro-azedo na aclimatizacao por 30 dias ap0s a conservagao in vitro por
120, 150 e 180 dias e 30 dias em meio de regeneracao.

A analise de variancia, apos a aclimatizacdo por 30 dias das plantas
oriundas do cultivo minimo por 120 dias, mostra diferenca significativa entre os
tratamentos pelo teste F apenas para a variavel nimero de folhas (Tabela 39). As
demais variaveis altura da planta, volume das raizes, massa da matéria seca da

parte aérea, raiz e total ndo foram estatisticamente diferentes (Tabela 39).

Tabela 39. Resumo da analise de varidncia com os quadrados médios da
aclimatizacdo por 30 dias de plantas oriundas do cultivo minimo in vitro de
segmentos nodais de maracujazeiro-azedo, conservadas in vitro por 120 dias e
regeneradas in vitro por mais 30 dias. Campos dos Goytacazes-RJ, 2018.

Quadrado médio

Foqte 9e GL Altura da NUmero de  Volume das
variacao .
planta folhas raizes
Tratamento 13 416,58"s 6,8794* 0,5213ms
Residuo 11 674,33 3,1127 1,0238
Média 36,11 7.4 0,8
C.V. (%) 36,04 13,57 66,6
Fonte de _ Quadra,dp médio _
variaca GL Matéria seca Matéria seca Matéria seca
cao ~ )
da parte aérea daraiz total
Tratamento 13 0,1101ms 0,0036"s 0,0272ns
Residuo 11 0,0192 0,0063 0,0476
Média 0,0986 0,0610 0,1775
C.V. (%) 65,6 76,3 68,08

* Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.
ns N&o significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.
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Para a variavel numero de folhas o tratamento constituido por ¥2 MSM, 30 g
L1 de sacarose cultivados sob 27 °C se destacou em relacdo aos tratamentos
cultivados a 20° C em meios MSM suplementado com 10 e 30 g L de sacarose,
Y% MSM e ¥4 MSM com 30 g L de sacarose e a 27° C em meio de cultivo com 20

g L1 de sacarose (Tabela 40).

Tabela 40. Médias do numero de folhas de plantas aclimatizadas por 30 dias
oriundas do cultivo minimo in vitro de segmentos nodais de maracujazeiro-azedo
em diferentes temperaturas, sais minerais e sacarose por 120 dias e regeneradas
in vitro por 30 dias. Campos dos Goytacazes-RJ, 2018.

. Sacarose Numero de
Temperatura Sais

(gL folhas

MSM 5 oot
-

20°C MSM 30 4’0 b
G0 gian

30 55Db

G o 60D

970 30 15,0 a
(o o

MSN 30 7:0 ab

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste Tukey
(P=<0,05).

A analise de variancia das plantas de maracujazeiro-azedo, aclimatizadas
por 30 dias, oriundas do cultivo minimo in vitro por 150 dias, mostraram diferenca
significativa entre os tratamentos para as variaveis numero de folhas e volume de
raizes (Tabela 41). As demais variaveis altura da planta, massa da matéria seca
da parte aérea, raiz e total ndo apresentaram diferenca significativa pelo teste F

ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 41. Resumo da andlise de variancia com os quadrados médios da
aclimatizacdo por 30 dias de plantas oriundas do cultivo minimo in vitro de
segmentos nodais de maracujazeiro-azedo, conservadas in vitro por 150 dias e
regeneradas in vitro por mais 30 dias. Campos dos Goytacazes-RJ, 2018.

Quadrado médio

For!te 98 GL Altura da Numero de Volume das
variacao )
planta folhas raizes
Tratamento 11 917,66" 6,6515* 0,4552*
Residuo 10 855,10 1,2599 0,1398
Média 58,9 6,4 0,7
C.V. (%) 22,4 10,19 27,7
Fonte de _ Quadraqq médio _
variaca GL Matéria seca Matéria seca Matéria
cao , )
da parte aérea daraiz seca total
Tratamento 11 0,0160" 0,0033" 0,024708"s
Residuo 10 0,0129 0,0020 0,0306
Média 0,1391 0,0545 0,1864
C.V. (%) 44,6 44,32 51,18

* Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.
ns Nao significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.

A maior média para o numero de folhas foi observada no tratamento com
sais ¥ MSM, 20 g L' de sacarose cultivados a 27 °C, sendo estatisticamente
diferente dos tratamentos cultivados a 20 °C em sais de MSM com 10 g L de
sacarose, ¥2 MSM com 10 e 20 g L de sacarose, ¥2 de MSM com 10 e 30 g L™
de sacarose e cultivados a 27 °C em meios com ¥» MSM com 10 g L* de
sacarose e ¥4 MSM com 10 e 30 g L (Tabela 42).

Ja para o volume das raizes, o tratamento com sais minerais de ¥2 MSM,
30 g L de sacarose cultivado a 20 °C foi melhor em relagdo ao tratamento
cultivado a 27 °C em meio com sais de ¥2 MSM suplementado com 10 g L*
(Tabela 42).
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Tabela 42. Médias da altura da planta, numero de folhas e volume das raizes de
plantas oriundas do cultivo minimo in vitro de segmentos nodais de
maracujazeiro-azedo apds 150 dias em cultivo minimo in vitro em diferentes
temperaturas, sais minerais e sacarose. Campos dos Goytacazes-RJ, 2018.

Sacarose NUmero Volume das

Temperatura Sais (g LY de folhas raizes (mL)

10 40b 0,5ab
MSM 30 8,0 ab 0,65 ab
% 35 oeb  ob3ab
. , 53 a
20°C MSM 30 8,0 ab 2,0a
1, 10 6,6 b 0,46 ab
MSM 20 7,3 ab 0,43 ab
30 50b 0,5ab
7 10 40b 0,1b
MSM ' !
27°C 1, 10 6,0b 1,75 ab
MSN 20 12,0 a 0,5ab
30 40b 0,6 ab

Médias seguidas da mesma letra minascula na coluna néo diferem entre si pelo teste Tukey
(P<0,05).

A analise de variancia das plantas de maracujazeiro-azedo aclimatizadas
por 30 dias, ap6s o cultivo minimo in vitro por 180 dias e regeneragao in vitro por
mais 30 dias, ndo mostrou diferenca significativa para nenhuma das variaveis
avaliadas de altura da planta, numero de folhas, volume da raiz, massa da
matéria seca da parte aérea, raiz e total (Tabelas 43).

Na ultima avaliacdo da aclimatizacdo das plantas oriundas do cultivo
minimo de segmentos nodais de maracujazeiro-azedo por até 180 dias e 30 dias
em meio de regeneracao in vitro, apenas oito tratamentos foram capazes de ser
levados para a aclimatizagéo. Os tratamentos sobreviventes foram os cultivados
em temperatura de 20 °C em meios constituidos pelos sais de MSM com 10 e 30
g L' de sacarose, 2 MSM com 10, 20 e 30 g L' de sacarose e ¥ MSM
suplementado com 10 e 20 g L! de sacarose e apenas o tratamento cultivado em
27 °C em meio com ¥z de MSM suplementado com 30 g L de sacarose.
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Tabela 43. Resumo da andlise de variancia com os quadrados meédios da
aclimatizacdo por 30 dias de plantas oriundas do cultivo minimo in vitro de
segmentos nodais de maracujazeiro-azedo, conservadas in vitro por 180 dias e
regeneradas in vitro por mais 30 dias. Campos dos Goytacazes-RJ, 2018.

Quadrado médio

For!te 98 GL Altura da Numero de Volume das
variacao )
planta folhas raizes
Tratamento 7 2,4015"s 5,9481"s 0,7082"
Residuo 7 886,84 10,6788 0,9617
Média 48,75 6,3 0,57
C.V. (%) 29,04 26,27 54,29
Fonte de _ Quadraqq médio _
variaca GL Matéria seca Matéria seca Matéria
cao , )
da parte aérea daraiz seca total
Tratamento 7 0,0248" 0,0081"s 0,0865"
Residuo 7 0,0378 0,0107 0,0566
Média 0,0937 0,0446 0,1699
C.V. (%) 74,32 71,89 56,78

* Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.
"S Nao significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.

Considerando os tratamentos que foram conservados in vitro por 180 dias,

apenas um tratamento conservado na temperatura de 27 °C (% de MSM com 30 g

Lt de sacarose) e sete tratamentos conservados na temperatura de 20 °C (MSM

com 10 e 30 g L* de sacarose, %2 MSM com 10, 20 e 30 g L de sacarose e ¥4

MSM com 10 e 20 g L' de sacarose) foram capazes de chegar até a

aclimatizacdo (Figura 32). Assim, a temperatura em que 0S segmentos nodais

foram conservados é o principal fator para garantir o sucesso do cultivo minimo in

vitro de maracujazeiro-azedo.
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Figura 32. (A) segmentos nodais em meio de regeneracdo apés 180 dias de
cultivo minimo em B.O.D; (B) e (C) enraizamento ap6s 30 dias de aclimatizagéo.

Diante dos resultados obtidos na sobrevivéncia ao cultivo minimo in vitro
durante 120, 150 e 180 dias, na regeneracédo por 30 dias e da aclimatizacdo por
mais 30 dias, a sobrevivéncia € garantida para a conservacao in vitro de
segmentos nodais de maracujazeiro-azedo, com a reducdo da temperatura de
cultivo para 20 °C, com a reducdo dos sais minerais de MSM para %2 e Y4 da
concentracdo e a reducgdo da concentracdo de sacarose para 10 ou 20 g L de

sacarose.

3.3.5. CONCLUSOES

O cultivo minimo in vitro de segmentos nodais de maracujazeiro-azedo €
possivel em meio com sais minerais %2 e % de MSM, 10 ou 20 g L de sacarose,

em temperatura média de 20 °C durante 180 dias.
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4. CONCLUSAO GERAL

Os resultados obtidos neste trabalho oferecem solugbes eficientes para
contornar algumas dificuldades frequentemente encontradas em programas de
melhoramento genético de maracujazeiro-azedo (P. edulis Sims), como a
possibilidade de resgate e cultivo in vitro de embrides imaturos oriundos de
cruzamentos interespecificos, proporcionando a obtencdo de novas cultivares
resistentes a doencas. Além disso, € proposto a conservacdo in vitro de
germoplasma de maracujazeiro-azedo de maneira segura e eficiente por meio da

criopreservacao de sementes e do cultivo minimo in vitro de segmentos nodais.
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