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RESUMO

PIRES, Gabriela Tavares; M.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; fevereiro de 2022; GERMINACAO E CRESCIMENTO IN VITRO E
ACLIMATIZACAO DE FAMILIAS DE MARACUJAZEIRO ORIUNDAS DA
SELECAO RECORRENTE PARA RESISTENCIA AO cowpea aphid-borne mosaic
virus; Orientadora: D.Sc. Virginia Silva Carvalho; Conselheiros: D.Sc. Alexandre Pio
Viana e D.Sc. Telma Nair Santana Pereira.

O Brasil € o maior produtor e consumidor de maracujazeiro-azedo, porém 0s
pomares vém sofrendo com a virose do endurecimento dos frutos, causada pelo
cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV), que € a principal doenca ocasionada
por virus na cultura. A obtencéo de cultivares resistentes € a principal medida de
controle, visando transferir a resisténcia de espécies silvestres para P. edulis, por
meio de cruzamentos interespecificos. Porém, a germinacédo de sementes obtidas
desses cruzamentos geralmente é baixa e desuniforme. Portanto, esse trabalho
buscou estudar a germinacdo in vitro de sementes de progénies de irmaos
completos obtidos via sele¢éo recorrente para resisténcia a virose do Programa de
Melhoramento Genético de maracujazeiro-azedo da UENF. Foram trés
experimentos: 1) Quebra de dorméncia in vitro: foi realizado em DBC, 5x3, 5
genadtipos (P. edulis, P. setacea e 3 familias de irmaos completos F91, F89 e F84)
X (sementes intactas, sementes sem tegumento e embrido zigético), colocados para
germinar em meio ¥%MS e feitas analises de vigor: indice de velocidade de
germinacao (IVG), germinacdo acumulada, matéria seca da parte aérea (MSPA),
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raiz (MSR) e total (MST), comprimento da parte aérea (CPA) e das raizes (CR) e
namero de folhas (NF), plantulas normais (PN) e anormais(PA) e sementes nao
germinadas (SNG). 2) Germinacdo in vitro: foi realizado em DBC, utilizando
embrides isolados, 5x4, 05 gendtipos, e quatro meios de cultura (Y2 MS+20 g L1 de
sacarose - M1, ¥2 MS+30 g L de sacarose - M2; 2 MSM+20 g L de sacarose -
M3; 2 MSM+30 g L* de sacarose - M4) com 08 repeticdes. Foram avaliados: IVG,
porcentagem de germinacdo e germinagao acumulada. 3) crescimento in vitro e
aclimatizacdo. As plantas do experimento 2, permaneceram in vitro até 45 dias e
foi avaliado o vigor em quatro repeticdes, metade das repeticdes ndo avaliadas
foram transferidas para casa de vegetacao, seguindo o fatorial 5x4. Apos 35 dias,
foi avaliado a porcentagem de sobrevivéncia, analises de vigor, indice de verde
(SPAD), indice fotossintético (PI) e fluorescéncia da clorofila a (Fv/Fm). O uso de
embrides isolados foi eficiente para a quebra de dorméncia em sementes de todos
0s genodtipos avaliados de Passiflora germinadas in vitro e favoreceu a formacao
de PN. No experimento 2 de germinacgao in vitro, os meios de cultura M2 (%2 MS +
sacarose 30 g L'') e M4 (*2 MSM + sacarose 30 g L) alcangaram maiores médias
para obtencdo de PN. A concentracdo de 30 g L de sacarose foi eficaz para
formacdo de PN. Para o crescimento in vitro, para F84 o M2 favoreceu maiores
médias de CPA (90 mm) e CR (143,19 mm). Na aclimatizacao, para F89 o meio M2
proporcionou menor MSPA (0, 20 g) e MST (0,21 g), para F84 o meio M2 teve
média superior para MST (0,40 g). As mudas obtidas ao final da aclimatizacéo
estavam vigorosas. O cultivo in vitro de diferentes familias de maracujazeiro-azedo
é recomendado usando embrifes zig6ticos maduros isolados, podendo utilizar os

meios de cultura ¥2 MS ou %2 MSM + sacarose 30 g L.

Palavras-chave: Maracuja; virose; dorméncia; Passiflora edulis, Passiflora

setacea.



ABSTRACT

PIRES, Gabriela Tavares; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro; February 2022; In vitro GERMINATION AND GROWTH AND
ACLIMAZATION OF PASSION FRUIT FAMILIES FROM RECURRENT
SELECTION FOR RESISTANCE TO THE cowpea aphid-borne mosaic virus;
Advisor: D.Sc. Virginia Silva Carvalho; Counselors: D.Sc. Alexandre Pio Viana and
D.Sc. Telma Nair Santana Pereira.

Brazil is the largest producer and consumer of sour passion fruit, but the orchards
have been suffering from the fruit hardening virus, caused by the cowpea aphid-
borne mosaic virus (CABMV), which is the main disease caused by viruses in the
crop. Obtaining resistant cultivars is the main control measure, aiming to transfer
the resistance of wild species to P. edulis, through interspecific crosses. However,
the germination of seeds obtained from these crosses is generally low and uneven.
Therefore, this work aimed to study the in vitro germination of seeds of full-sib
progenies obtained via recurrent selection for virus resistance in the sour passion
fruit genetic improvement program of UENF. There were three experiments: 1) In
vitro dormancy breaking: it was carried out in DBC, 5x3, 5 genotypes (P. edulis, P.
setacea and 3 full-sib families F91, F89 and F84) x (intact seeds, seeds without
tegument and zygotic embryo), placed to germinate in ¥2MS medium and vigor
analyzes were performed: germination speed index (IVG), accumulated
germination, shoot dry matter (MSPA), root (MSR) and total (MST), shoot length
aerial (CPA) and roots (CR) and number of leaves (NF), normal (PN) and abnormal
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(PA) seedlings and non-germinated seeds (SNG). 2) In vitro germination: it was
carried out in DBC, using isolated embryos, 5x4, 05 genotypes, and four culture
media (%2 MS+20 g L* sucrose - M1, %> MS+30 g L sucrose - M2; Y2 MSM+20 g L
! sucrose - M3; %2 MSM+30 g L sucrose - M4) with 08 repetitions. The following
were evaluated: IVG, percentage of germination and accumulated germination. 3)
in vitro growth and acclimatization. The plants of experiment 2 remained in vitro for
up to 45 days and vigor was evaluated in four replications, half of the non-evaluated
repetitions were transferred to the greenhouse, following the 5x4 factorial. After 35
days, the percentage of survival, vigor analysis, green index (SPAD), photosynthetic
index (PI) and chlorophyll a fluorescence (Fv/Fm) were evaluated. The use of
isolated embryos was efficient to break dormancy in seeds of all evaluated
Passiflora genotypes germinated in vitro and favored the formation of NP. In
experiment 2 of in vitro germination, the culture media M2 (¥2 MS + sucrose 30 g L-
1) and M4 (¥2 MSM + sucrose 30 g L) reached the highest means for obtaining PN.
The concentration of 30 g L of sucrose was effective for PN formation. For in vitro
growth, for F84, M2 favored higher means of CPA (90 mm) and CR (143.19 mm).
In acclimatization, for F89 the M2 medium provided lower MSPA (0.20 g) and MST
(0.21 ), for F84 the M2 medium had a higher average for MST (0.40 g). The
seedlings obtained at the end of acclimatization were vigorous. The in vitro
cultivation of different families of sour passion fruit is recommended using isolated

mature zygotic embryos, using ¥2 MS or ¥2 MSM + sucrose 30 g L.

Keywords: Passion fruit; virus; dormancy; Passiflora edulis, Passiflora setacea
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1. INTRODUCAO

Maracuja € o nome geral dado a varias espécies do género Passiflora L., com
a maioria delas podendo produzir frutos para o consumo in natura e beneficiamento
industrial, flores com potencial ornamental e diferentes partes das plantas para uso
medicinal. O género Passiflora L. € de ocorréncia nativa das regides tropicais, e
pode ser encontrado em diversos paises da América tropical, Estados Unidos, Asia
e Austrdlia (Bernacci et al., 2015; Faleiro e Junqueira, 2016). Brasil e Coldmbia sao
0s mais tradicionais produtores da cultura (Bernacci et al.,2005), e apresenta alta
relevancia social, principalmente por poder ser cultura principal para a agricultura
familiar (Faleiro et al.,2019).

No Brasil as espécies Passiflora edulis Sims (maracuja-azedo) e Passiflora
alata Curtis (maracuja-doce) (Bernacci et al.,2008; Ataide et al., 2012) sédo as mais
produzidas. O maracujazeiro-azedo € uma importante cultura agricola, o pais é o
maior produtor e consumidor da fruta, com area de 46.530 hectares destinada a
cultura em 2020 (IBGE, 2021). Contudo, apesar dos bons precos obtidos pelos
frutos, os rendimentos ndo tém sido lucrativos, pois os cultivos sofrem com os
problemas fitossanitarios, como pragas e doencas (Pinto et al., 2008).

A virose do endurecimento dos frutos, que no Brasil é causada pelo virus
cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) é uma das principais doencas da
cultura, em termos de virose € a principal, pois reduz o periodo produtivo da safra
e o valor comercial dos frutos (Cerqueira-Silva et al., 2015).

Alguns dos objetivos do melhoramento genético do maracujazeiro Ssao:

desenvolver cultivares mais adaptadas as diversas condicbes de cultivo e



resistentes as principais pragas e doencas da cultura; facilitar o processo de
polinizacdo natural, pois um dos principais custos do cultivo esta ligado a
polinizagdo mecanica; também melhorar a produtividade e qualidade dos frutos
(Faleiro et al., 2008). Nesse sentido, 0 uso de espécies nativas nos programas de
melhoramento genético vendo sendo estudada e utilizada como fonte de
diversidade (Meletti et al., 1997).

Nesse contexto, a espécie nativa Passiflora setacea DC. vem sendo utilizada
como fonte de resisténcia a doencas dos maracujazeiros azedo e doce (Sacoman
et al., 2017; Santos et al., 2019a e b; Preisigke et al, 2020a e b; Vidal et al.,2021),
também como possiveis usos como porta-enxerto em micro enxertia (Vieira, et al.,
2011). Contudo, estudos relatam que essa espécie tem problemas para germinacao
(Santos et al., 2010) e para enraizamento de estacas (Padua, et al., 2011), isso
possivelmente é devido ao estado silvestre da espécie P. setacea que ainda nao
passou por processo de selecdo e melhoramento genético.

Técnicas biotecnolégicas tém contribuido para o desenvolvimento da
agricultura nas Uultimas décadas, e a cultura de tecidos vegetais tem sido
fundamental em programas de melhoramento de culturas agricolas, como o
maracujazeiro-azedo. Dentre as técnicas temos a germinacdo in vitro, de
criopreservagéo, crescimento in vitro de embrides isolados, cultura de endosperma,
transformacao genética e suas mais diferentes técnicas, dentre outras (Pacheco et
al., 2016; Silva et al., 2020). No entanto, a maioria das técnicas de cultivo in vitro
sdo desenvolvidas para cultivares comerciais, necessitando serem ajustadas para
outras espécies, visto a grande diversidade de espécies que o género Passiflora
comporta.

Um dos grandes desafios atuais das pesquisas de melhoramento genético de
maracujazeiro-azedo é a obtencado de cultivares resistentes a virose causada pelo
CABMV, pois mesmo com a grande diversidade genética existente do género
Passiflora, ndo ha registros de cultivares resistentes. Nesse contexto, o grupo de
pesquisa do Programa de Melhoramento Genético de maracujazeiro-azedo para
resisténcia ao CABMV da UENF obteve hibridos entre P. edulis e P. setacea, e a
partir disso empregou-se o método do retrocruzamento visando transferir genes de
resisténcia a doenca na nova cultivar (Freitas et al., 2015; Preisigke et al., 2020a e
b; Vidal et al., 2021).

Atualmente, foi implementada a selecdo recorrente no programa de

melhoramento para resisténcia a doenca, e a populagdo da primeira geracdo de



selecdo recorrente € objeto de estudo do presente trabalho. Pois, sabe-se que
problemas de germinacdo de sementes sdo muito comuns no género Passiflora,
até mesmo no maracuja-azedo, e tém se mostrado um fator limitante para os
programas de melhoramento genético da cultura (Meletti et al., 2005; Santos et al.,
2016). Além disso, sementes de hibridos resultantes do cruzamento de P. edulis x
P. setacea apresentam dificuldades para germinar (Freitas et al., 2015).

Portanto, o desenvolvimento de um protocolo de germinacao in vitro eficiente,
€ uma alternativa que viabiliza a germinacdo de sementes oriundas dos diferentes
cruzamentos obtidas via selecéo recorrente para resisténcia ao CABMYV e, contribui
com o avanco de etapas do Programa de Melhoramento Genético de

maracujazeiro-azedo da UENF para a obtencdo de novas cultivares.



2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Estabelecer condi¢cdes adequadas para a germinacgao in vitro de sementes,

crescimento in vitro e aclimatizacao das plantulas de diferentes familias de irméos

completos do primeiro ciclo de selecéo recorrente para resisténcia ao CABMV do

Programa de Melhoramento Genético de Maracujazeiro da UENF.

2.2. Especificos

Determinar um protocolo eficiente para a quebra de dorméncia fisica e
fisiologica em sementes de maracujazeiro-azedo oriundas de diferentes
familias de irmdos completos sob selecdo recorrente intrapopulacional,
obtidos a partir de cruzamentos interespecificos de P. edulis x P. setacea do
Programa de Melhoramento Genético de maracujazeiro da UENF;

Verificar o efeito do meio de cultura e outros componentes no crescimento in
vitro das plantulas com o objetivo de aumentar a qualidade e o vigor das
mudas obtidas de diferentes familias de irméos completos selecionados do
programa de selecao recorrente intrapopulacional de maracujazeiro da UENF;
Verificar o efeito do meio de cultura e outros componentes que afetam a
aclimatizacao das plantas obtidas na etapa de crescimento in vitro para as
diferentes familias de irméos completos selecionados do programa selecéo

recorrente intrapopulacional de maracujazeiro da UENF.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Origem e botanica do género Passiflora L.

A familia Passifloraceae pertence a ordem Malpighiales, que compreende
mais de 16000 espécies, uma ordem com alta diversidade morfoldgica e ecoldgica
(Wurdach e Davis, 2009). A familia Passifloraceae teve origem na Africa, depois
foi dispersada pela Europa, Asia e chegou ao Novo Mundo onde se tornou mais
diversificada (Antonelli et al., 2009; Antonelli e Sanmartin, 2011). As plantas da
familia ocorrem nas regides tropicais e subtropicais, sao constituidas por cerca de
650 espécies e 20 géneros (Killip, 1938; Cervi, 1997; Ulmer e Macdougal. 2004).

O género Passiflora L., o maior e mais importante representante da familia,
compreende mais de 500 espécies que estao distribuidas principalmente na regido
gue vai do México ao extremo sul da América do Sul (Ulmer e Macdougal 2004).
Estao incluidas no género as principais espécies de importancia comercial (Borges
et al., 2020). Brasil e Colémbia séo os paises que concentram o maior numero de
espécies (Cervi, 1997).

No Brasil ocorrem quatro géneros: Ancistrothyrsus Harms, Dilkea Mast.,
Mitostemma Mast. e Passiflora L., com 154 espécies, das quais 87 endémicas,
sendo o pais um dos principais centros de diversidade genética (Cervi e Rodrigues,
2010). O género Passiflora L, € o mais expressivo devido ao numero de espécies
e importancia econémica (Jesus e Faleiro, 2016), com cerca de 520 espécies
(Borges e Milward-de-Azevedo, 2017). As principais espécies do género sao
diploides (2n=2x=18 cromossomos), albgamas e autoincompativeis (Martin e

Nakasone, 1970).



O género Passiflora L. é constituido por espécies de trepadeiras lenhosas ou
herbaceas, podendo atingir de cinco a dez metros de comprimento (Jesus; Faleiro,
2016) e formam gavinhas (Costa et al., 2015). As raizes sao do tipo axial, podendo
ser adventicias, se forem propagadas por estacas. Os caules necessitam de outras
plantas como suporte, sdo eretos, cilindricos, com ou sem pilosidade, angulados,
angular-estriados, angular-alados, podem ser achatados e alguns retratados como
subangular e estriados. As espécies em geral possuem estipulas do tipo setaceas,
lineares, foliaceas e deciduas (Cunha et al., 2002; Ulmer e Macdougal, 2004).

As folhas sé@o simples e alternas, elipticas ou orbiculares, inteiras ou lobadas,
peciolos com ou sem glandulas, as gavinhas, nhormalmente solitarias, encontram-
se nas axilas foliares, em espécies de trepadeiras lenhosas sédo ausentes (Cunha
et al., 2002; Ulmer e Macdougal, 2004).

As flores sdo hermafroditas, grandes, vistosas e protegidas na base por
bracteas foliares. A corona é formada por varios filamentos ou fimbrias, € a marca
caracteristica do género Passiflora L. A floracdo e a formacédo de frutos estdo
diretamente ligadas ao periodo do dia e varia de acordo com a espécie (Jesus e
Faleiro, 2016). O maracujazeiro € uma planta de dias longos, e para emitir botées
florais necessita, de no minimo, 11 horas e 20 minutos de luz (Watson e Bowers,
1965; Meletti, 1996). Entretanto, algumas espécies como Passiflora setacea e
Passiflora coccinea se comportam como planas de dias curtos, em condi¢ces da
regido central do Brasil, florescem e frutificam nos dias mais curtos do ano, e a
colheita ocorre de agosto a outubro, periodo de entressafra do maracujazeiro
comercial (Faleiro et al.,2012).

Os frutos séo do tipo baga, indeiscentes ou capsulas deiscentes, globosos ou
ovoides, com coloracdo variando entre amarelo, verde, amarelo-esverdeado,
vermelha, rosada, laranja, roxa e laranja-avermelhada (Ulmer e Macdougal, 2004;
Nunes e Queiroz, 2006; Costa et al.,2015). As sementes podem ser longas,
reticuladas, pontuadas ou foveoladas e envolvidas por arilo mucilaginoso (Nunes e
Queiroz, 2006; Costa et al.,2015).

3.2. Importancia socioecondmica do género Passiflora L.
Algumas espécies de Passiflora L. s&o cultivadas comercialmente gerando

empregos e renda para as cidades e para o campo, possuem alta relevancia social,



servindo como cultura alternativa para a agricultura familiar (Bernacci et al., 2005;
Faleiro et al., 2019). O cultivo de maracujazeiro é uma importante op¢ao de renda
para os produtores, pois os frutos tém alto valor de comercializacdo, oferece rapido
retorno econdmico e receita distribuida na maior parte do ano, quando comparado
a maioria das outras frutiferas (Meletti, 2011; Santos et al., 2017),

A espécie P. edulis Sims (maracuja-azedo) € a mais produzida
comercialmente no Brasil, podendo ser encontrada em mais de 90% dos pomares
do pais. Outras espécies sao cultivadas em menor escala, como P. alata Curtis
(maracuja-doce), P. setacea DC. (maracuja-do-sono, maracuja-pérola) P. nitida
Kunth (maracuja-suspiro), P. quadrangulares L. (maracuja-gigante) (Faleiro et al.,
2015). Aléem do mercado de frutas, existem outros segmentos que utilizam esta
cultura, como plantas ornamentais, medicinais e industrias cosméticas (Cerqueira-
Silva et al., 2014; Pacheco et al., 2016).

O Brasil € o maior produtor e consumidor do fruto com uma producao de
690.364 toneladas em uma area de 46.530 ha, um leve crescimento que esta
relacionado ao aumento da area plantada em comparacao ao ano de 2019 (41.830
ha), e rendimento médio em cerca de 14,87t/ha, no ano de 2020. As regifes
brasileiras com as maiores producfes sdo Nordeste, responsavel por cerca de
71,17% da producéo brasileira, destaque para os estados da Bahia e Ceara que
juntos somam 57,55% da producéo total do pais, e a regido Sudeste com 12,21%.
Quanto ao rendimento médio, as regides Sul (18,83 t/ha/ano) e Centro-oeste (17,56
t/ha/ano) obtiveram maiores resultados, sendo que o Distrito Federal alcancou a
maior média (27,675 t/ha/ano) (IBGE, 2021).

Apesar de ser o maior produtor da cultura do maracujazeiro-azedo, as
exportacdes ainda séo limitadas e ocorrem principalmente na forma de frutas
frescas e suco concentrado. Cerca de 1,5% da producédo € exportada, devido ao
alto consumo interno que consegue absorver quase a totalidade da producao
(Meletti, 2011). A cultura do maracujazeiro-azedo tem grande potencial
mercadoldgico, visto que a procura pelos frutos e subprodutos é crescente, mas a
producdo ndo consegue acompanhar a demanda (Faleiro et al., 2017). Dessa
forma, € importante que estratégias que visem a melhoria dos cultivos e

consequentemente o aumento da produtividade sejam aprimorados.



3.3. Propagacao do género Passiflora L.

A maioria das espécies comerciais de maracujazeiro sdo autoincompativeis,
do tipo homomorfica esporofitica de heranca monofatorial (Bruckner et al., 1995;
Madureira et al., 2014), porém, ha indicios de um gene de efeito gametofitico
associado ao sistema esporofitico (Suassuna et al., 2003), sendo necessario
manter diferentes gendtipos nos pomares para que ocorra a producao de frutos
(Faleiro et al., 2019). O método de propagacao por sementes é 0 mais empregado,
embora também seja possivel via assexuada ou vegetativa, como clones por meio

de estacas, enxertia ou cultura de tecidos vegetais (Alexandre et al., 2004).

3.3.1. Propagacdao sexuada

As vantagens no uso do método sexual incluem: processo simples para
produgéo e formagao das mudas, menor demanda em mao de obra e infraestrutura,
facilidade de transporte e comercializacdo de sementes, possibilidade de obter
plantas livres de patdgenos nao transmitidos por sementes, e producdo de plantas
geneticamente distintas, um fator importante para minimizar os efeitos da
autoincompatibilidade das plantas de maracujazeiro (Faleiro et al., 2019).

Em espécies silvestres de maracujazeiro, a propagacao por sementes é
dificultada pela presenca de dorméncia, como em P. setacea, um problema para
formacdo de mudas (Padua et al., 2011). A dorméncia € um mecanismo em que
sementes viaveis ndo germinam, mesmo em condi¢des ideais de temperatura e
umidade. E mais comum em espécies ndo domesticadas de maracujazeiro (Faleiro
et al., 2019).

Castillo et al. (2020), ao trabalharem com a germinacdo e viabilidade de
sementes de maracuja-roxo, observaram que as maiores porcentagens de
germinacao e viabilidade ocorreram na seguinte ordem: cultivares comerciais,
variedades tradicionais e acessos de bancos de germoplasma. Essa diferenca foi
relacionada ao processo de domesticacao que seleciona para melhorar o processo
germinativo e para melhor resisténcia ao armazenamento.

Segundo Silva et al. (2019), os fatores que afetam a germina¢ao sao: a origem
genética (variagdo entre espécies e cultivares), o manejo (injdrias mecanicas

durante a colheita, problemas fitossanitarios, variacdes climaticas, secagem,



armazenamento), morfolégicos e fisioldgicos (dorméncia, maturidade do embriéo,
vigor), dentre outros.

Ha ainda fatores relacionados a dificuldade de germinacdo que pode ocorrer
ao se trabalhar com cruzamentos interespecificos. No trabalho realizado por Freitas
et al. (2015) foi testada a resisténcia ao CABMV de hibridos interespecificos de P.
edulis x P. setacea retrocruzados com o genitor recorrente P. edulis, e na etapa de
obtencdo da populacdo segregante observaram que a taxa de pegamento da
polinizacé@o foi maior quando o doador de pdlen foi o P. edulis e a menor ocorreu

quando o gendtipo comercial foi o receptor, portanto, a mae.

3.3.2. Propagacao assexuada

A propagacao assexual tem como principal vantagem a possibilidade de
clonar plantas com caracteristicas agronémicas desejaveis, por exemplo, plantas
com maior produtividade, resisténcia a doencas, frutos maiores, além disso, 0s
pomares seriam mais uniformes (Junqueira et al.,2006). Os métodos de
propagacdo assexuada disponiveis sdo: por estaca, enxertia e cultura de tecidos
vegetais. Contudo, ainda sdo pouco empregados por serem de alto custo e
complexidade, por exigir mais mao de obra, méo de obra qualificada, infraestrutura
necessaria e pela dificuldade em produzir mudas livres de doencgas, principalmente
virais (Alexandre et al.,2009; Faleiro et al.,2019).

A propagacao vegetativa via estaquia tem sido utilizada com frequéncia em
espécies de maracujazeiro ornamental, pois busca-se garantir identidade visual e
beleza de suas flores. O sucesso desta técnica varia entre e dentro das espécies,
devido a variacdes genéticas, condicdes fitossanitarias e nutricionais da matriz,
época de colheita, substrato e as condicbes ambientais (Faleiro et al.,2019). Viana
et al. (2019) verificaram o potencial de enraizamento de diferentes acessos de
espécies silvestres e ornamentais de Passiflora e foi possivel obter mudas viaveis
em mais de 90% dos genatipos testados. O que evidencia o potencial dessa técnica
para a propagacao de diversas espécies do género.

A propagacdo por enxertia tem sido estudada para aumentar a resisténcia a
patdgenos que vivem no solo e melhorar as caracteristicas agrondmicas dos
pomares (Faleiro et al., 2019). Ao testar a combinacdo de diferentes espécies

silvestres de maracujazeiro como porta enxerto e o enxerto P. edulis, Morgado et
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al. (2015) verificaram que as mudas enxertadas mais vigorosas foram as do
tratamento controle P. edulis/P. edulis, porém houve pegamento em todas as
combinagdes, com excec¢do das mudas enxertadas em Passiflora morifolia, em que
todas as mudas morreram. A compatibilidade genética € fundamental para que
ocorra 0 pegamento.

Segundo Santos et al. (2014b), na enxertia ocorre muita variacdo no
pegamento dos enxertos, que esta ligado a diferenca do didmetro dos caules,
ocasionando a incompatibilidade entre enxertos e porta-enxertos, estudos mais
detalhados de compatibilidade entre as espécies sdo necessarios.

Os métodos de propagacéao vegetativa sdo importantes para caracterizacao e
conservacao em programas de melhoramento e uso de recursos genéticos, pois
ainda ndo ha informacdes necessarias sobre a melhor forma de conservacéao de
sementes que atenda a ampla diversidade de espécies de Passiflora (Faleiro et al.,
2019).

3.4. Virose do endurecimento dos frutos do maracujazeiro-azedo

A virose do endurecimento dos frutos do maracujazeiro € a doenca causada
por virus mais importante para a cultua e, € encontrada na maioria das regiées
produtoras do pais (Nascimento et al., 2006). Diversas formas de controle ja foram
adotadas, porém sem sucesso (Costa et al.,, 2018). No Brasil, € causada pelo
cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV), espécie do género Potyvirus e familia
Potyviridae (Adams et al., 2012).

A disseminacédo da virose ocorre principalmente por afideos (Aphididae) de
diversas espécies, tornando inviavel o controle quimico destes insetos (Rezende,
2006). A transmissao também pode ocorrer durante os tratos culturais, por
exemplo, a poda, ao utilizar ferramentas contaminadas em plantas sadias (Fonseca
et al., 2009). Para doencas causadas por virus, a melhor medida de controle é a
obtencéo de cultivares melhoradas, que possuam genes de resisténcia (Van Der
Plank, 1963). Por ndo existir medidas curativas, a medida de excluséo é a principal
recomendacdo técnica para evitar a disseminacdo do virus. Areas bastante
afetadas sdo condenadas mesmo contendo plantas que ainda nao iniciaram a

primeira safra (Meletti et al., 2005).
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A presenca de mosaico e algumas vezes acompanhado de enrugamento,
bolhas e distor¢do foliar, sdo os principais sintomas resultantes da infec¢cao por
CABMV (Rezende, 2006). Além disso, os frutos ficam menores, endurecidos e
podem ficar deformados, o endocarpo se expande e reduz a quantidade de polpa,

ou seja, ha perda de qualidade e producéo (Silva et al., 2016).

3.5. Melhoramento genético do maracujazeiro-azedo

O processo de valorizacdo da cultura do maracuja impulsiona a busca por
tecnologias que melhorem o cultivo e aumentem a produtividade para atender a
demanda dos diferentes mercados. Para Cerqueira-Silva et al. (2018) a producéo
de frutas frescas (in natura) para atender o mercado ou industria, € um dos
principais desafios dos programas de melhoramento. Com o intuito de corrigir 0s
fatores limitantes do cultivo, o melhoramento genético busca desenvolver cultivares
mais produtivas e adaptadas as diversas regifes produtoras, resistentes as
diversas pragas e doencas (Junqueira et al., 2005; Meletti, 2011).

O melhoramento em maracujazeiro € favorecido pela grande diversidade de
espécies endémicas existentes, que podem ser doadoras de genes de interesse
para serem incorporadas nas cultivares comerciais (Junqueira et al., 2005). Varios
sdo os métodos de melhoramento que podem ser aplicados a cultura como, por
exemplo, a selecdo recorrente e o método massal (Silva et al., 2009). No geral,
todos os métodos de melhoramento de alégamas podem ser utilizados para o
maracujazeiro, o interessante € escolher métodos que proporcionem aumento de
alelos favoraveis na populacado, por exemplo, a resisténcia a doencas.

Diversos estudos buscam plantas de maracuja resistente ao CABMV, pois
ainda ndo existe uma cultivar registrada de maracujazeiro resistente a virose
(Cerqueira-Silva et al., 2015; Santos et al.,, 2015a e b). Sacoman et al. (2017)
buscaram identificar genotipos de P. setacea resistentes ao CABMV, para uso em
programa de melhoramento genético de maracujazeiro. Foram inoculados 30
genadtipos com isolados de CABMYV, ao final 29 gendtipos foram identificados como
resistentes. A identificacdo de fontes de resisténcia € um passo fundamental nos
programas de melhoramento que visem a introgressdo de genes de resisténcia a

novas cultivares.
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O Programa de Melhoramento do maracujazeiro da Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) utiliza fontes de resisténcia ao CABMYV via
incorporacgao de genes de resisténcia ao CABMV. Esse processo foi realizado via
cruzamento interespecifico entre P. setacea (resistente ao CABMV) e P. edulis
(espécie de interesse comercial e suscetivel), em seguida, os hibridos foram
selecionados quanto a resisténcia ao CABMV e as caracteristicas agrondmicas de
interesse (Santos et al., 2014a; 2015b; Freitas et al., 2016). A partir deste
cruzamento foram selecionados os melhores hibridos, e, desde entéo, vém sendo
conduzido retrocruzamentos, selecdes e recombinacdes (Santos et al., 2015a;
Santos et al., 2019; Preisigke et al., 2020a e b; Vidal et al., 2021).

Atualmente, o Programa de Melhoramento Genético de maracujazeiro da
UENF iniciou estudos com a selecao recorrente visando a resisténcia ao CABMV.

A populagdo inicial (C0), denominada populacdo-base, é oriunda do
cruzamento de diferentes gendtipos, a saber: individuos selecionados da
populacdo de RC1 do cruzamento da cultivar UENF Rio Dourado (P. edulis) x P.
setacea (Goncalves et al., 2021); individuos selecionados da populacdo RC2
(retrocruzamento entre o genitor recorrente UENF “Rio Dourado” x genétipos
selecionados da populacdo RC1) (Vidal et al., 2021); hibridos interespecificos (P.
edulis x P. setacea). Os gendtipos superiores foram aqueles que apresentaram
resisténcia ao CABMV e que apresentaram bom desempenho agrondmico. Apos a
avaliacao e o ranqueamento desses gendtipos, foram selecionados os 38 melhores,
que foram intercruzados em pares, originando as 90 familias de irmaos completos
que estdo sendo conduzidas e avaliadas no primeiro ciclo de selecao recorrente
visando desenvolver cultivares resistentes e com bom desempenho agronémico e

gue sdo materiais de estudo do presente trabalho (Figura 1).
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Populagédo
segregante {Fy)
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Estimativa de parametros genéticos (Santos et al., 2015; Freitas et al., 2016). Avaliagéo
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(Santos et al., 2014).

J
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RC-516.
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RC; (vidal et al., 2021).

RC, (Preisigke
etal., 2020 a e h).

' Recombinacéo entre RC;-293; RC;1-355; RC;-
501 e RC;-516 (Gongalves Janior et al., 2021).

Hibridos selecionados H5 - 14

e H1 - 15.

Avaliacdo e selegdo da resisténcia ao CABMV e desempenho agrondmico (Gongalves Junior et al., 2021; Vidal et al., 2021). |

P’ Cruzamentos em pares/
 Obtencio das progénies de
irmdos completos

Avaliagdes e selegdo
das progénies de irméios |
\ completos

Figura 1 - Fluxograma das etapas do Programa de Melhoramento de
maracujazeiro para resisténcia a CABMV da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. Campos dos Goytacazes, RJ, 2022.

3.6. Cultura de tecidos vegetais no melhoramento genético do maracujazeiro-

azedo

A difusdo de préaticas biotecnologicas tem contribuido para avangos
significativos na agricultura moderna, auxiliando na obtencédo de caracteristicas
agronbmicas desejaveis no cultivo de plantas (Carrer et al.,, 2010). Dentre as
aplicacdes biotecnolodgicas destaca-se a cultura de tecidos vegetais, com diferentes
formas de uso para a melhoria da agricultura.

A cultura de tecidos ou cultivo in vitro de plantas consiste no cultivo em meio
nutritivo, dentro de tubos de ensaio ou similares, em ambiente asséptico e
condi¢cbes de temperatura, trocas gasosas e umidade controladas. Pode ser usada

para multiplicar plantas livres de virus, propagacdo em larga escala de gendtipos
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superiores, na conservacao de germoplasma e melhoramento genético (Carvalho
et al., 2011). E importante para o melhoramento genético, podendo ser usada na
transformacdo genética de plantas, na polinizacdo in vitro, na producdo de
haploides, no cultivo de embrides, dentre outros (Silva-Neto e Andrade, 2011).

3.6.1. Cultivo de embrides

A cultura de embribes é uma técnica da cultura de tecidos vegetais baseada
no processo de isolamento, crescimento e desenvolvimento de um embrido zigotico
in vitro, com o objetivo de dar origem a uma planta completa (Rappapot, 1954).
Outrossim, a cultura de embrides € usada para reproduzir aspectos fisioldgicos e
nutricionais relacionados ao desenvolvimento do embrido, encurtar o ciclo de
reproducao, resgatar hibridos provenientes de cruzamentos incompativeis, também
utilizados para superacédo de dorméncia das sementes ou esterilidade (Carvalho et
al., 2011). Embrides zigoticos sdo excelentes explantes para propagacéo clonal in
vitro uma vez que sua natureza juvenil tem alto potencial regenerativo (Ferreira e
Hu, 1998).

Especificamente em cruzamentos interespecificos podem ocorrer problemas
gue ocasionam a dificuldade de germinacéo dos embrides, levando a formacéo de
sementes com embrides abortivos ou dificuldades de germinacao (Carvalho et al.,
2011). Nesse caso, a aplicacdo da técnica se torna essencial, jA que permite o
resgate e a conservacao do gendtipo que, posteriormente, podera ser utilizado nos
programas de melhoramento genético. Essa técnica permite que os hibridos
resgatados possam ser usados como fonte de variabilidade genética (Walter et al.,
2019). O sucesso da técnica esta ligado a diversos fatores como a maturidade
fisiolégica da semente, as condicdes ambientais de cultivo, a desinfestacdo da
semente, a excisdao do embrido, o meio de cultivo adequado (Carvalho e Araujo,
2007).

O trabalho realizado por Bernal-Moreno et al. (2018) teve por objetivo avaliar
a capacidade embriogénica de embrides zigoticos maduros de Passiflora
maliformis para regenerar novas plantas, testando concentragbes de
fitorreguladores, e verificaram que as maiores porcentagens para o potencial
embriogénico e formacdo de plantulas ocorreu quando o meio de cultivo foi
suplementado com 1 mg L'de BA e depois transferidos para meio de expressdo

sem fitorregulador, quando suplementado com 1 mgL*de BA + 3 mgL'de 2,4-D e
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depois transferidos para meio com CA (carvao ativado). Um trabalho promissor e
gue pode ser ajustado para outras espécies.

Generoso et al. (2019), trabalhando com germinacdo de embrifes zigoticos
maduros de P. edulis criopreservados, concluiram que estes sdo 0s explantes mais
indicados para a germinacao e formacéo de plantas normais. Entretanto, faltam

estudos em outras espécies e hibridos de Passiflora.



16

4. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos 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) em Campos dos
Goytacazes, RJ. O municipio se situa na latitude 21° 45’ S e na longitude 41° 20’

W e possui altitude média de 11 metros.

4.1. Germoplasma

Foram utilizadas sementes provenientes do Programa de Melhoramento
Genético de maracujazeiro visando a resisténcia ao CABMV da Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro-UENF. As sementes foram obtidas de
frutos de polinizacdo aberta do cultivo experimental de familias de progénies de
irmdos completos de P. edulis x P. setacea submetidas a selecdo recorrente,
conduzido na area experimental da Escola Agricola Anténio Sarlo, no Municipio de
Campos dos Goytacazes, regido norte do estado do Rio de Janeiro, descrito no
item 3.7.

A selecdo foi feita com base no fenotipo da planta mée e no nivel de
resisténcia a virose. Para os experimentos foram usados os individuos mais
parecidos com o parental P. setacea e que em observagbes preliminares
apontaram para resisténcia alta e moderada a virose, onde provavelmente poder-
se-ia ter problemas com a germinacdo de sementes. Dessa forma, foi possivel
selecionar sementes de trés familias de irmaos completos (Familia 91, Familia 89

e Familia 84). As sementes da cultivar UENF Rio Dourado e da espécie P. setacea
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foram utilizadas como testemunhas. Todas as plantas foram cultivadas no mesmo

campo experimental (Tabela 1).

Tabela 1 — Origem, identificac&o e caracteristicas agronémicas de trés familias de
irmaos completos (F91, F89 e F84) do primeiro ciclo de selecédo recorrente de
Passiflora da UENF para resisténcia ao CABMV, de P. edulis e de P. setacea.
Campos dos Goytacazes-RJ, 2022

Identificacdo

d o Fa1 F89 F84 P. edulis P.setacea
0s genotipos
Descricao FSR91 FSR89 FSR84 P edulis**  P.setacea*
231(FICy1) x ‘ .
231(FICy) x 34(FIC,) x  ‘UENF Rio
Cruzamentos  5g3Rc,355) 49%3)02' 24 (FIC;) Dourado °ACG UENF
AACPDM 861,43 956,25 956,31 1312,5 435
Massa media 115,28 90,24 96,72 147,19 56,40
do fruto (g)
Comprimento
médio do fruto 79,64 70,11 72,11 81,63 55,23
(mm)
Diametro médio
65,57 61,19 59,79 71,65 47,14
do fruto (mm)
Brix° 11,27 10,33 12,60 11,54 12,53

FSR — Familias de irmaos completos do primeiro ciclo de selecao recorrente. FIC —
Familias de irmdos completos oriundas da recombinacdo de gendétipos
selecionados do RC1 (Goncalves et al.,, 2021). HI — Hibridos interespecificos
(Santos et al., 2015b). RC2 — Familias de irmaos completos da segunda geracao
de retrocruzamento (Vidal et al., 2021). AACPDM - area abaixo da curva de
progresso da doenca média. *Espécie silvestre do Banco Ativo de Germoplasma
(BAG) da UENF. **Cultivar UENF Rio Dourado (Viana et al., 2016).

As sementes, de frutos recém colhidos, foram lavadas em agua corrente
com o auxilio de uma peneira, para remover toda mucilagem. Em seguida, foram
colocadas para secar em papel toalha em temperatura ambiente por 24 horas.
Antes da execucao de cada experimento foi realizado o teste do tetrazolio seguindo

as recomendac0des de Brasil (2009). Para isso as sementes sem tegumento foram
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colocadas em solucédo 2,3,5 -Trifenil cloreto de tetrazélio a 1% por 12 horas em

camara BOD. A viabilidade foi verificada pela mudanca de coloracéo nas sementes.

4.2. Experimento I: Quebra de dorméncia

Neste experimento foram utilizadas sementes de trés familias de irmaos
completos: Familia 91, Familia 89 e Familia 84, sementes da cultivar UENF Rio
Dourado e da espécie P. setacea como testemunhas. O experimento foi conduzido
em um delineamento em blocos ao acaso (DBC) em esquema fatorial de 5x3 (cinco
genotipos e trés tipos de explante: sementes com tegumento, sementes sem
tegumento e embrido isolado), com quatro repeticdes. Cada repeticdo foi
constituida por uma placa de Petri (90 x 15 mm) com quatro explantes.

Em camara de fluxo laminar, as sementes com e sem tegumento (removidas
com auxilio de uma mini morsa) foram desinfestadas com alcool 70%, por 60
segundos e em solucéo 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
adgua deionizada e autoclavada. Para a excisao dos embrifes, foram usados pingas,
bisturis estéreis e um microscopio estereoscopico (Tecnival®), devidamente
desinfestado. Em seguida, sementes com tegumento, sem tegumento e 0s
embrides zigdticos isolados foram inoculados em meio de cultivo.

O meio de cultivo foi composto por metade da concentracao 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 Sigma®, segundo protocolo definido por
Generoso et al. (2018). Em seguida, o meio foi esterilizado em autoclave por 20
minutos a 121°C e 1,1 atm e distribuidos 25 mL por placa de Petri (90 x 15 mm).
Apos inoculados os explantes no meio de cultivo, as placas foram mantidas em sala
de crescimento com temperatura de 27+2°C no escuro, por 15 dias, pois as
sementes de maracujazeiro séo fotoblasticas negativas, e depois transferidas para
luz com fotoperiodo de 16:8 horas de luz:escuro, por mais 13 dias. A luminosidade
foi fornecida por lampadas OSRAM® luz do dia com intensidade luminosa de 50
umol m=2 s,

As avaliacdes foram diarias ao longo de 28 dias. Apos esse periodo foram

feitas as seguintes avaliagdes:
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indice de Velocidade de Germinacdo (IVG): Durante o periodo do teste de
germinacao, todos os dias, foi avaliado o IVG, contabilizando sementes que
emitiram o sistema radicular. Para o calculo do IVG foi utilizada a formula proposta
por Maguire (1962) (Figura 2).

Figura 2. Formula para o célculo de IVG.

IVG= G1N1+G2N2+...+GnNn
Em que:
IVG = indice de velocidade de germinacao;
G1 a Gn = é o numero de plantulas germinadas a cada dia;

N1 a Nn = Numero de dias de cada contagem.

Taxa de germinacdo das sementes: Foi contabilizado ao final do periodo de teste
o total de sementes germinadas em relacdo ao quantitativo inicial de sementes

postas para germinar.

Germinacdo acumulada: Feito ao final do periodo de teste onde foram

contabilizadas o quantitativo de sementes germinadas em cada dia.

Massa da matéria seca da parte aérea, raiz e total: Para determinar o peso da
matéria seca, as quatro plantulas medidas de cada repeticdo, foram colocadas
separadamente (parte aérea e raiz) em envelopes de papel e levadas para a estufa
com circulacdo forcada de ar, a 70°C constante, durante 72h. Ap6és o tratamento de
secagem, as amostras foram pesadas em balanca com precisdo 0,0001 g, sendo

0s resultados expressos em g/plantula.

Comprimento das plantulas: Para o comprimento da parte aérea (CPA) e
comprimento de raiz (CR) foram utilizadas as quatro plantulas de cada repeticéo do
teste. Com o auxilio de um paquimetro digital foi mensurado o tamanho da parte
aérea e do sistema radicular, sendo os resultados expressos em milimetros.

O CPA foi obtido pela distancia entre a inser¢cdo da por¢cédo basal da raiz primaria
ao apice da parte aérea. O CR foi mensurado pela distéancia entre a parte apical e

a parte basal.
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Numero de folhas: Foram contabilizadas ao final do periodo de teste, em todas as
plantulas obtidas em todos os tratamentos e fazendo média em todas as repeticoes.

Foram consideradas todas as folhas emitidas em cada plantula.

Plantulas normais e plantulas anormais e sementes ndo germinadas: Foram
consideradas germinadas normais, as plantulas que desenvolveram as seguintes
estruturas: sistema radicular (raiz primaria e seminais) e parte aérea (hipocatilo,
epicoétilo, cotilédones) (BRASIL, 2009). Plantulas germinadas anormais, as plantas
gue ndo desenvolveram alguma das estruturas do sistema radicular e parte aérea.
E sementes ndo germinadas, sementes que nao emitiram raiz primaria e ndo houve

desenvolvimento do embrido.

4.3. Experimento Il: Germinacéao in vitro de embrides zigéticos maduros

O experimento foi conduzido em DBC, em esquema fatorial 5x4, trés familias
de irmaos completos: Familia 91, Familia 89 e Familia 84, sementes da cultivar
UENF Rio Dourado e da espécie P. setacea (Tabela 1) e quatro meios de cultura
(M1 - %2 MS e 20 g L' de sacarose; M2 - ¥ MS e 30 g L de sacarose; M3 - 2
MSM e 20 g L1 de sacarose; M4 - 12 MSM e 30 g L' de sacarose), os tipos de sais
minerais dos meios foram o MS (Murashige; Skoog, 1962) e o MSM (Monteiro et
al., 2000) (Tabela 2). O experimento foi composto por oito repeticbes. Foram
avaliadas quatro repeticdes aleatoriamente. Cada repeticdo foi composta por um
frasco (125mm x 60mm) com quatro explantes.

A remoc¢do do tegumento, assepsia e excisdo dos embrides foram feitos
seguindo o protocolo utilizado no item 4.2.

Os meios de cultivo foram compostos por duas concentracdes de sais
minerais (Y2 MS e ¥2 MSM) combinados com duas concentracfdes de sacarose (20
e 30 g L), acrescidos de vitaminas de White (Murashige e Skoog, 1962), 100 mg
Lt de myo-inositol, pH ajustado para 5,7 e solidificado com 6 g L' de agar
bacteriolégico Sigma®. Em seguida, 40 mL dos meios de cultivo foram distribuidos
em cada frasco que foram esterilizados em autoclave por 20 minutos a 121°Ce 1,1
atm. Apoés inoculados os embribes, os frascos foram mantidos em sala de
crescimento com temperatura £27°C no escuro, por 15 dias e depois transferidas
para luz com fotoperiodo 16:8 horas de luz :escuro e luminosidade fornecida por

lampadas OSRAM® luz do dia, com intensidade luminosa de 50 pmol m2s.
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Tabela 2 — Constituintes do meio de cultura MS e do meio de cultura modificado
MSM (Monteiro et al., 2000 adaptado)

Constituintes MS (mg L) MSM (L)
NH4NO3 1650,00 1000,00
KNOs3 1900,00 1520,00
CaCl2-H20 440,00 -
Ca (NO3)2.4H20 - 1300,00
KH2PO4 170,00 272,00
MgSOa4.7H20 370,00 616,00
H3BO3 6,20 450
MnS0O4.4H20 22,30 -
MnS04.4H20 - 28,00
ZnS04.7H20 8,60 2,90
CoCl2.6H20 0,025 0,025
CuS04.5H0 0,025 1,25
NaMoO4.2H20 0,250 0,250
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
Myoinositol 100,0 100,0

As avaliacbes foram diarias ao longo de 28 dias. Apos esse periodo foi
avaliado o IVG, a taxa de germinacédo, plantulas normais, plantulas anormais e
embribes ndo germinados, de acordo como descrito no item 4.2. Nao foram feitas

analises destrutivas (massa da matéria seca da raiz, parte aérea e total).

4.4. Experimento lll: Crescimento in vitro e aclimatizacdo de plantas oriundas
de embrides zig6ticos maduros

Para o experimento de crescimento in vitro, foram utilizadas as plantulas
germinadas no experimento I, seguindo os mesmos tratamentos e mantendo as
oito repeticdes.

As plantulas germinadas na etapa de germinacao in vitro com 28 dias foram
mantidas em sala de crescimento nas mesmas condicdes de luminosidade e
temperatura mencionadas no experimento Il (item 4.3) até aos 45 dias. Ao final da
fase in vitro (45 dias) foram realizadas andlises de vigor em quatro repeticbes
escolhidas ao acaso. Foram avaliados o niumero de folhas, o comprimento da parte

aérea e da raiz, a massa da matéria seca da parte aérea, raiz e total (item 4.2).



22

Para o experimento de aclimatizacdo foram utilizadas as plantas das quatro
repeticdes restantes. O experimento de aclimatizacéo foi realizado em casa de
vegetagcao, seguindo os mesmos tratamentos da fase in vitro, foi conduzido em
DBC e esquema fatorial 5x4 (item 4.3). O experimento foi constituido por quatro
blocos, cada parcela composta por quatro plantas. A casa de vegetacao é coberta
com filme agricola de 150 micrébmetros de espessura e tela de sombreamento de
30%. As plantas foram lavadas em agua corrente para a remocao do meio de cultivo
das raizes e depois transferidas para bandejas de plastico com capacidade de 200
mL por célula, preenchidas com substrato comercial Basaplant®Hortalicas e
irrigadas duas vezes por dia. Apos 35 dias, foram feitas analises fisioldgicas: indice
fotossintético (PI), fluorescéncia da clorofila a (usando a variavel Fv/Fm —
rendimento quéantico maximo do PSII) e intensidade de verde. Foram avaliados
também o comprimento das plantas, o nimero de folhas, a sobrevivéncia, a massa
da matéria seca da parte aérea, raiz e total.

4.4.1. Determinacao da fluorescéncia da clorofila a e indice fotossintético

A fluorescéncia da clorofila a (Fv/Fm) e o indice fotossintético (PI), foram
determinados por meio de um fluorimetro de luz ndo modulado, modelo Pocket PEA
Chlorophyll Fluorimeter (Hansatech Instruments — King‘'s Lynn, Norfolk). A
avaliacédo foi feita com a terceira folha a contar do apice para a base, a qual estava
plenamente expandida e intacta, sempre as 16:00 horas. Foram feitas trés leituras
por planta. Com o auxilio de uma pinga, as folhas foram adaptadas ao escuro por
15 minutos para que todos os centros de reacdo do fotossistema Il (PSIl)
adquirissem a condicdo de “abertos” e a perda de calor fosse minima (Bolhar-
Nordenkampf et al., 1989).

4.4.2. Intensidade de verde

A intensidade da cor verde das folhas foi determinada por um medidor portatil
de clorofila, modelo SPAD-502 (Chlorophyll meter — Minolta, Jap&o). Foram feitas
trés leituras por planta e, em seguida, obtidas as médias. A avaliacdo foi feita com
a terceira folha a contar do apice para a base (mesma folha, mesmo horario e dia
na qual foi feita a determinagdo da fluorescéncia da clorofila a e do indice
fotossintético). O medidor portatil de clorofila tem sido usado como ferramenta para
detectar estresses abidticos em diversas culturas, como o hidrico, o de nitrogénio

e o salino. Este medidor apresenta simplicidade no uso e possibilita uma avaliacido
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nao destrutiva do teor de clorofila presente no tecido foliar (Torres Netto et al., 2002;
Torres Netto, 2005; Pecanha, 2010; Castro, 2011).

4.5. Determinacdo da matéria seca

Para determinar a massa da matéria seca nos experimentos | e lll, a parte
aérea e as raizes das plantas foram acondicionadas separadamente em sacos de
papel identificados e secados em estufa de circulacédo forcada de ar, a 70°C, até
atingirem massa constante. Posteriormente, foram pesadas em balanca analitica

para determinacdo da massa da matéria seca da parte aérea, da raiz e total.

4.6. Andlises estatisticas

As variaveis dos experimentos de quebra de dorméncia, germinacao in vitro
de embribes zigéticos maduros, crescimento in vitro e aclimatizacdo de plantas
oriundas de plantas de embrides zigoticos maduros foram submetidas a analise de
normalidade dos residuos pelo teste de Shapiro-Wilk. Em seguida foram
submetidas a analise de variancia (ANOVA) e a comparac¢ado das médias pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade utilizando o programa estatistico R
versao 4.1.1, pacote ExpDes.pt.

Para o experimento | foi utilizado o seguinte modelo:

Yijk = p + Bk + Gi + Aj + GAIj + Eijk
Onde:

Y(ijk) = é o valor observado na parcela ijk que recebeu o efeito do i-ésimo
tratamento (gendtipo) da k-ésima repeticdo no j-ésimo corte; 4 € uma constante
geral, BK é o efeito do k-ésimo bloco (repeticdo); Gi € o efeito fixo do i-ésimo
genotipo; Aj é efeito do i-ésimo corte; GAIj é efeito da interacdo entre o i-ésimo
genatipo e o j-ésimo meio de cultivo; Eijk € o erro aleatério associado a observacao
Yijk.

Para o experimento Il e Il foi utilizado o seguinte modelo:

Yijk = p + Bk + Gi + Aj + GAij + Eijk
Onde:

Y(ijk) = é o valor observado na parcela ijk que recebeu o efeito do i-ésimo
tratamento (genodtipo) da k-ésima repeticdo no j-ésimo meio de cultivo; p € uma
constante geral; BK é o efeito do k-ésimo bloco (repeticéo); Gi € o efeito fixo do i-
ésimo genotipo; Aj é efeito do i-ésimo meio de cultivo; GAij é efeito da interacdo
entre o i-ésimo genotipo e o j-ésimo meio de cultivo; Eijk é o erro aleatorio associado

a observacéo Yijk.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Experimento I: Quebra de dorméncia

Todas as sementes da Familia 91, da Familia 89, da Familia 84, das
espécies P. edulis e P. setacea apresentaram viabilidade acima de 90% pelo teste
do tetrazélio realizado.

A andlise de variancia demonstrou diferenca significativa (p < 0,05), entre
as familias de irmdos completos avaliadas, para todas as caracteristicas, com
excecao para a variavel sementes ndo germinadas (SNG) (Tabela 3). Tal resultado
indica a existéncia de variabilidade genética na populacéo, permitindo, desse modo,
a exploracéo da variabilidade, a fim de melhorar a populacéo neste ciclo e em ciclos
futuros, para favorecer o avango no processo seletivo de familias superiores.

Os coeficientes de variacdo, para as variaveis Plantulas normais (PN),
Numero de folhas (NF), Comprimento da parte aérea (CPA), Comprimento da raiz
(CR), Massa da matéria seca da parte aérea (MSPA) e Massa da matéria seca total
(MST), apresentaram valores de CV% (19,39%, 14%, 14,01%, 22,06%, 21,48%,
31,62%, respectivamente), indicando boa precisdo experimental e confiabilidade
dos dados.

Para os caracteres indice de velocidade de germinacédo (IVG), Plantulas
anormais (PA), Sementes ndo germinadas (NG) os altos valores de CV% (45,43%,
166,89%, 346,84%, respectivamente) podem ser explicados pela presenca de
muitos zeros, pois a maioria das familias apresentou alta porcentagem de
germinacao. E para a varidvel Massa da matéria seca da raiz (MSR) o alto valor de

CV% (42,37%) pode ser explicado pela desuniformidade dos dados. Portanto, a
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natureza das observacdes ndo € homogénea, 0 que se traduz em um coeficiente
maior.

As sementes colocadas para germinar in vitro com tegumento n&o
germinaram e houve incidéncia de contaminacgéo por fungos e bactérias nesse tipo
de explante. Na germinacdo in vitro das sementes sem tegumento e embrido
zigotico houve diferenca significativa entre os genotipos para a variavel IVG e NF.
Houve efeito significativo do tipo de explante para PN, CR, MSPA e da MSR.

Houve interagcdo entre os explantes e 0s gendtipos para as variaveis PN,
CPA e MST. Nao houve efeito dos tratamentos para SNG. (Tabela 3).

Tabela 3. Resumo da andlise de variancia com os quadrados médios para as
variaveis de vigor: indice de velocidade de germinacao (IVG), plantulas normais
(PN), plantulas anormais (PA), sementes ndo germinadas (SNG), numero de folhas
(NF), comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da raiz (CR), matéria seca
da parte aérea (MSPA), matéria seca da raiz (MSR) e da matéria seca total (MST),
em funcdo do tipo de explante (semente sem tegumento e embrido zigéticos) e
gendtipos de Passiflora L.(Familia 91, Familia 89, Familia 84, P. edulis e P.
setacea). Apods 28 dias de germinacéo in vitro. Campos dos Goytacazes-RJ, 2022

oM
FV
GL VG PN PA SNG NF
Bloco 3 0,14 57,300 62,500 140,63 0,36"
Gendtipo 4 0,62 * 4528,10" 195,32" 156,250 3,32
Explante 1 0,13" 1890,63* 1000,00* 15,60 0,019°
Ati *
Genotipo 4 0,15" 1031,25+ 257,820 250,007 0,49ns
Explante
Residuo 27 1,32 300,35 108,79 117,47 0,22
CV% 4543 19,39 166,89 346,84 14,00
FV GL CPA CR MSPA MSR MST
Bloco 3 54,240 371,50 0,000004™  0,000018™  0,000168"
Gendtipo 4 425,67* 740,50m 0,000086*  0,000038™  0,0003815*
Explante 1 228856 7773,20* 0,000518*  0,000389*  0,0007022*
GEe”O“pO 4 278,05* 562,100 0,000036™  0,000029"  0,0003490*
xplante
Residuo 27 35,98 332,30 0,000019 0,000018 0,0000791
CV% 14,01 2206 2148 42 37 31,62

*Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.
"SN&o significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.
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Para a variavel PN, houve interacao entre os genétipos e os tipos de explante.
Embrides zigoticos foram superiores na obtencdo de PN para F84 (100%) e para
P. setacea (100%), mas néo diferiu para os outros genoétipos. Quando os explantes
foram sementes sem tegumento, o gendtipo F89 (100%) foi superior ao gendtipo
F84 e a espécie P. setacea (62,5%), mas nao diferiu de F91 e P. edulis. Nado houve
diferenca entre os genotipos quando o explante foi o embrido zigético (Figura 2 e
Tabela 4).

%Germinacao

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

0%

91ST 91EZ 89ST 89EZ 84ST 84EZ PEST PEEZ PSST PSEZ
PN BPA [ISNG

Figura 2 —Porcentagem de germinagdo in vitro dos genotipos de Passiflora para as
variaveis: Plantulas normais (PN), Plantulas anormais (PA) e sementes nao
germinadas (SNG) em relagdo a Familia 91, Familia 89, Familia 84, P. edulis (PE)
e P. setacea (PS), e tipo de explante: sementes sem tegumento (ST) e embrido
zigotico (EZ), ap6s 28 dias de germinagéo in vitro. Campos dos Goytacazes-RJ,
2022.

As menores médias de CPA foram obtidas com explante embrido zigético
para a maioria dos genétipos, para a espécie P. setacea ndo houve diferenca entre
os explantes. Sementes sem tegumento proporcionaram maior CPA para P. edulis
(68,10 mm) e menor média para P. setacea (37,23 mm), 0os genétipos F89 e F84

nao diferiram de P setacea. Embrides zigéticos favoreceram maiores CPA para P.
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edulis (43,37 mm) e P. setacea (42,61 mm), as menores meédias de CPA foram
obtidas pelos gendtipos F91 (29,87 mm) e F89 (28,43) (Tabela 4).

Tabela 4. Analise de desdobramento das variaveis de vigor: plantulas normais
(PN), comprimento da parte aérea (CPA) e massa da matéria seca total (MMST),
em funcdo da interacdo entre genotipos de Passiflora (Familia 91, Familia 89,
Familia 84, P. edulis e P. setacea) e tipo de explante (semente sem tegumento e
embrido zigotico), apds 28 dias de germinacéo in vitro. Campos dos Goytacazes-
RJ, 2022

Plantulas normais (%)

Genotipos : — -
Sem tegumento Embrido zigético Média
Fo1 93,75 abA 100,00aA 96,88
F89 100,00 aA 87,50aA 93,75
F84 62,50 bB 100,00 aA 81,25
P. edulis 93,75 abA 93,75aA 93,75
P. setacea 62,50 bB 100,00 aA 81,25
Média 82,50 96,24 -
. Comprimento da parte aérea (mm)
Genotipos . . -
Sem tegumento Embrido zigético Média
Fo1 49,74 bA 29,87 bB 39,81
F89 47,53 bcA 28,43 bB 37,98
F84 49,23 bcA 31,90 abB 40,57
P. edulis 68,10 aA 43,37 aB 55,74
P. setacea 37,23 cA 42,62 aA 39,93
Média 50,37 35,31 -
Matéria seca total ()
Gendtipos - — -
Sem tegumento Embrido zigoético Média
FI1 0,043 aA 0,020 aB 0,032
F89 0,043 aA 0,022 aB 0,033
F84 0,024 bcA 0,025 aA 0,025
P. edulis 0,036 abA 0,033 aA 0,035
P. setacea 0,015 cA 0,021 aA 0,018
Média 0,032 0,024 -

Médias seguidas pela mesma letra minuscula nas colunas e maiusculas nas linhas
nao diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05).

Em relacdo a MST houve interagéo entre 0s genotipos e tipo de explante.
Embrides zigodticos apresentaram menores médias de MST para F91 (0,020 g) e
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F89 (0,022 g), mas nédo diferiu de sementes sem tegumento para os demais
genotipos. Para sementes sem tegumento, os genotipos F91 (0,043 g) e F89 (0,043
g) apresentaram maiores médias de MST, mas nao foram diferentes de P. edulis.
N&o houve diferenca de MST entre 0s gendtipos para o explante embrido zigotico
(Tabela 4).

Na avaliacdo do IVG os genodtipos testados F91(0,58), F89 (0,45) e F84
(0,35) apresentaram médias intermediarias em relacdo aos parentais, 0 maior
indice foi observado em P. edulis (0,68) e a menor média para P. setacea (0,35). O
IVG ndo foi influenciado pelo tipo de explante, embora as sementes sem tegumento
(0,43) tenham apresentado um IVG menor que os embrides zigoticos (0,54) (Tabela
5). Portanto, o IVG variou principalmente com o genotipo.

N&o houve diferenca entre os genotipos na formacao de PN. Contudo, ao
comparar o tipo de explante, a porcentagem de PA quando se utilizou os embriées
zigoticos (1,25%) foi menor em relagcdo a sementes sem tegumento (11,25%)
(Figura 2, Tabela 5).

Para a varidvel NF houve diferenca significativa entre os gendtipos As
espécies P. setacea (4,14) e P. edulis (3,66) e o gendtipo F84 (3,46) apresentaram
meédias maiores em relacdo aos genadtipos F91 (2,68) e F89 (2,65). Para o tipo de
explante ndo houve diferenca em relacdo ao NF (Tabela 5).

Em relacdo ao CR, ndo houve diferenca significativa entre os genotipos.
Houve efeito dos explantes, nas sementes sem tegumento a média (96,58 mm) foi
superior & média obtida nos embrides zigoéticos (68,70 mm) (Tabela 5).

Para a variavel MSPA, houve efeito isolado dos fatores genétipos e
explantes. As médias de MSPA de P. edulis (0,023 g) e os genotipos F84 (0,021 g)
e F89 (0,022 g) foram superiores a P. setacea (0,015 g). Sementes sem tegumento
acumularam maior MSPA (Tabela 5).

N&o houve diferenca para os genoétipos quanto a variavel MSR. Em relacéo
aos explantes, sementes sem tegumento apresentaram maior MSR (0,013 g) em

relacdo aos embrides zigoticos (0,007 g) (Tabela 5).
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Tabela 5. Médias das variaveis de vigor: indice de velocidade de germinacéao (IVG)
e plantulas anormais (PA), numero de folhas (NF) e massa seca da parte aérea
(MSPA), comprimento da raiz (CR) e massa seca da raiz (MSR) para os genotipos
de Passiflora (Familia 91, Familia 89, Familia 84, P. edulis e P. setacea) e tipo de
explante (semente sem tegumento e embrido zigoético), apos 28 dias de germinacéo
in vitro. Campos dos Goytacazes-RJ, 2022

Gendtipos VG PA (%) NF (un) (rng;) MSPA ()  MSR (q)
Fo1 0,58 ab 3,13 a 2,68b 84,21 a 0,019 ab 0,013 a
F89 0,45 ab - 2,65b 83,81 a 0,022 a 0,012 a
F84 0,38 ab 125a 3,46 a 74,10 a 0,021 a 0,010 a

P. edulis 0,68 a 6,25 a 3,66 a 97,30 a 0,023 a 0,010 a

P. setacea 0,35b 9,38 a 4,14 a 73,80 a 0,015b 0,010 a

Média 0,48 6,25 3,32 82,64 0,02 0,011
Explantes IVG PA (%) NF (un) (ﬁrF\;) MSPA (g9) MSR (g9)
Sem
0,43 a 11,25 a 3,27 a 96,58 a 0,024 a 0,013 a
tegumento
Embrido 0,54 a 125b  3,37a 68,70b  0,015b 0,007 b
zigotico
Média 0,49 6,25 3,32 82,64 0,019 0,01

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

Em relacdo a germinacdo acumulada, a germinacgéao teve inicio no terceiro
dia ap6s a inoculacdo in vitro dos embrides zigdticos e das sementes sem
tegumento, com exce¢do das sementes sem tegumento de P. setacea que
comecaram a germinar no sétimo dia apos a inoculacdo. Foi observado que ao 22°
dia todos os genotipos ja haviam alcancado o maximo de germinacdo. O embrido
zigobtico para todos os gendétipos (F91, F89, F84, PE, PS) resultou em méaxima
germinacao no 14° dia (Figura 3).

A reducdo no tempo de obtencdo de plantulas é benéfica. O uso de
embrides pode reduzir o tempo de producédo de mudas por meio da uniformizacao
e reducédo do periodo de germinacdo das sementes (Silva, 2002). O maximo de
germinacao no 14° dia para os tratamentos usando o embrido zigético maduro
representou a reducao de 50% no tempo recomendado pela RAS (Brasil, 2009)

para testes de germinagao de maracujazeiro.
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Figura 3. Germinac@o acumulada dos genotipos de Passiflora: Familia 91, Familia
89, Familia 84, P. edulis (PE) e P. setacea (PS), em funcédo do tipo de explante:

sementes sem tegumento (ST) e embrido zigético (EZ), apdés 28 dias de
germinacao in vitro. Campos dos Goytacazes-RJ, 2022.

De modo geral, foi possivel observar diferencas relacionadas ao genétipo
e ao tipo de explante para as variaveis de vigor em estudo. O tipo de explante foi
importante para a germinacao de plantulas normais, sendo o embrido zigético o
gue resultou em maior porcentagem de formacao de plantulas normais para todos
0S genotipos. A literatura sugere que a retirada completa do tegumento supera a
dorméncia fisica, e melhora a germinacgéo (Rego et al., 2014).

Existem substancias presentes nos tecidos que recobrem as sementes que
podem prejudicar o processo germinativo, como as substancias presentes no arilo,
0 qual consiste em uma capa gelatinosa rica em pectina, que pode prejudicar a
uniformidade da germinacdo por atuar como barreira ou conter substancias
inibidoras de crescimento (Martins et al., 2010). Dessa forma, a remog¢ao completa
do tegumento e do endosperma elimina os resquicios de possiveis substancias
inibidoras provenientes do arilo.

A retirada do tegumento proporcionou aumento significativo na germinagao
das sementes em todos os gendtipos avaliados (Figura 4), contudo, a germinacéo

nao foi uniforme e houve incidéncia de plantulas anormais (Figura 2).
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Intactas Sem tegumento Embriao zigotico

P. setacea

Figura 4 — Germinacao in vitro dos genétipos de Passiflora: Familia 91, Familia 89,
Familia 84, P. edulis e P. setacea, em funcdo do tipo de explante: sementes
intactas, sementes sem tegumento e embrido zigoético, apods 28 dias de germinacao
in vitro. Campos dos Goytacazes-RJ, 2022.
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A manutencao do endosperma ainda pode representar uma barreira fisica
e, ou fisiologica para o pleno desenvolvimento do embrido e formacéo de plantulas
normais, pois algumas espécies de Passiflora possuem endosperma residual, que
pode conter substancias inibidoras e podem prejudicar o crescimento do embrido e
a germinagcdo, como € o caso do maracujazeiro-azedo (Morley-Bunker, 1980;
Junghans et al., 2006).

Quando o embrido foi excisado a porcentagem de PN passou de 82,5%
(sementes sem tegumento) para 96,24% (embrido zigético) (Tabela 4, Figura 2).
Do mesmo modo, aconteceu com a formacao de PA (11,25% em sementes sem
tegumento) para 1,25% (embrido zigético) (Tabela 5). Além disso, foi possivel
observar (Figura 2) que os embrides isolados de trés familias de meio irméos (F91,
F89 e F84) e de P. setacea e P. edulis também resultaram em maior formacao de
plantulas normais. Fato este que ja havia sido observado por Generoso (2018) para
a espécie P. edulis.

Em relacdo as varidveis CPA, CR, MSPA, MSR e MST, foi possivel
perceber que as reservas do endosperma foram essenciais para garantir o
desenvolvimento das plantulas. O endosperma desempenha papel importante no
desenvolvimento, otimizacdo e manutencdo do meio adequado para o crescimento
do embrido como fonte de nutrientes e condi¢cdes essenciais para o crescimento e
diferenciacdo (Carvalho; Nakagawa, 2012). Isso indica que o meio de cultivo
precisa repor as necessidades do embrido zigético maduro para que se desenvolva
melhor. O numero de folhas € uma caracteristica morfolégica ligada a cada
gendtipo e ndo foi influenciada pelo explante.

A partir dos dados apresentados foi possivel concluir que o uso de
explantes contendo o endosperma proporcionou a producdo de mudas mais
vigorosas, porém proporcionou maior numero de plantulas anormais e
desuniformidade na germinacao. Ou seja, 0 meio de cultivo nao foi suficiente para
fornecer todos o0s requerimentos nutricionais que o0 embrido precisa para
desenvolver plantulas mais vigorosas. Portanto, para garantir que a germinacao
dos diferentes gendétipos de Passiflora ocorra e seja mais uniforme, recomenda-se
o cultivo de embribes zig6ticos maduros como explante. Contudo, é preciso testar
outras combinacdes de meio de cultivo para atender as necessidades nutricionais

do embrido zigaotico.
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Experimento II: Germinacdao in vitro de embrides zigéticos maduros

Todas as sementes da Familia 91, da Familia 89, da Familia 84, das
espécies P. edulis e P. setacea apresentaram viabilidade acima de 90% pelo teste
do tetrazolio realizado.

A andlise de variancia demonstrou diferenca significativa (p < 0,05), entre
as familias de irméos completos avaliadas, para a variavel indice de velocidade de
germinacao (IVG), e diferenga significativa (p< 0,01), para a variavel embrides ndo
germinados (ENG) (Tabela 6). Tal resultado indica a existéncia de variabilidade
genética na populacéao.

Os coeficientes de variacdo, para as variaveis IVG e Plantulas normais
(PN), apresentaram valores de CV% (20,47%, 31,70%) indicando boa precisao
experimental e confiabilidade dos dados.

Para os caracteres Plantulas anormais (PA) e ENG os altos valores de
CV% (168,84%, 246,05%, respectivamente) podem ser explicados pela presenca
de muitos zeros, pois a maioria das familias apresentaram alta porcentagem de
germinacao. Portanto, a natureza das observacbes ndo € homogénea, o que se
traduz em um coeficiente maior.

Na germinacdo in vitro de embrides zigéticos maduros dos genotipos de
Passiflora a analise de variancia identificou efeito significativo da interagdo entre
meio de cultura para a variavel IVG (Tabela 6).

A analise de variancia ndo identificou efeito dos tratamentos para as
variaveis PN e PA. Para a variavel ENG foi verificada diferenca entre os genétipos
(Tabela 6).
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Tabela 6. Resumo da analise de variancia com os quadrados médios para as
varidveis de vigor: indice de velocidade de germinacédo (IVG), plantulas normais
(PN), plantulas anormais (PA), sementes ndo germinadas (ENG) em funcao da
interacdo entre genotipos de Passiflora (Familia 91, Familia 89, Familia 84, P.
edulis e P. setacea) e meio de cultura: ¥2 MS + 20 g L' de sacarose (M1); %2 MS +
30 g Lt de sacarose (M2); 2 MSM + 20 g L* de sacarose (M3); 2MSM + 30 g L™
de sacarose (M4). apos 28 dias de germinacéo in vitro. Campos dos Goytacazes-
RJ, 2022

QM
FV
GL VG PN PA ENG
Bloco 3 0,01" 843,60 695,33" 341,13**
Genotipo 4 0,22* 949,25 644,50 324,22**
Meio 3 0,11* 802,00 278,66 257,80
Genotipo*Meio 12 0,08* 235,60™ 181,00 146,38"
Residuo 57 0,03 673,78 563,70 99,91
CV% 20,47 31,70 168,84 246,05

*Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.
**Significativo pelo teste F a 1% de probabilidade.
"SNao significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.

Para a variavel IVG nos meios de cultivo¥z2 MS + 30 g L de sacarose - M2
e ¥2 MSM + 30 g L' de sacarose - M4 ndo houve diferenca entre os genétipos. No
meio de cultivo ¥2 MS + 20 g L de sacarose - M1 foi observado para os genétipos
F91 e F89 alcancaram as maiores médias (1,11) de IVG em relacdo a F84 (0,69) e
P. setacea (0,62). Em relagcdo ao meio de cultivo %2 MSM + 20 g L de sacarose -
M3, os gendtipos F91, F89 e F84 apresentaram médias significativamente
superiores (1,08) em relacéo a P. setacea (0,71) (Tabela 7).

Entre os meios de cultivo houve diferenca significativa para o genotipo F91
e 0s meios M1 e M2 apresentaram um IVG superior. Para F89, F84 e P. edulis ndo
houve diferenga entre os meios de cultivo. E para P. setacea a menor média de IVG

foi observada no meio M1 (Tabela 7).
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Tabela 7. Andlise de desdobramento da variavel de vigor: indice de velocidade de
germinacao (IVG) em funcéo da interacdo entre genoétipos de Passiflora (Familia
91, Familia 89, Familia 84, P. edulis e P. setacea) e meio de cultura em funcao dos
tipos dos meios de cultura: ¥2MS e 20 g L de sacarose (M1), %2MS e 30 g L1 de
sacarose (M2), ¥2MSM e 20 g L1 de sacarose (M3) e 2MSM e 30 g L' de sacarose
(M4), apés 28 dias de germinacéo in vitro. Campos dos Goytacazes-RJ, 2022

indice de velocidade de germinacg&o (IVG)

Genatipos
M1 M2 M3 M4 Média
F91 1,11 aA 1,17 aA 1,08 aAB 0,75 aB 1,03
F89 1,11 aA 1,17 aA 1,08 aA 0,88 aA 1,06
F84 0,69 bA 0,87 aA 1,08 aA 0,90 aA 0,88
P. edulis 0,90 abA 0,90 aA 0,9 abA 1,03 aA 0,93
P. setacea 0,62 bB 1,04 aA 0,71 bAB 0,8 aAB 0,79
Média 0,88 1,03 0,97 0,87 -

Médias seguidas pela mesma letra mindscula nas colunas e maiusculas nas linhas
nao diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05).

Para a variavel PN néo foi identificado interacdo nem efeito isolado dos
fatores, contudo, foi realizado analise descritiva dos resultados. A formacao de
plantulas normais variou de 80 a 100% no meio de cultivo: 2MS e 20 g L de
sacarose (PEM1), para o meio: %2MS e 30 g L' de sacarose (91M2, 89M2, PEM2 e
PSM2), para o meio ¥2MSM e 20 g L' de sacarose (89M3, PEM3 e PSM3) e para
o meio de cultivo’2aMSM e 30 g L de sacarose (91M4, 89M4, PEM4 e PSM4). O
M1, foi o que proporcionou a menor quantidade de médias obtidas entre 80 e 100%
de germinacao de plantulas normais. Houve formacao de PA na maior parte dos
tratamentos, contudo em 91M1, 89M1 e 84M4, ocorreram 25% de plantulas
anormais, as maiores taxas observadas (Figura 5). A formacéo de PN e PA a partir
do embrido zigético maduro de diferentes genotipos de Passiflora sdo dependentes

do gendtipo, tipos de sais e concentracdo de sacarose.
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Figura 5 —Porcentagem de germinacéo in vitro de embrides zigéticos maduros para
as variaveis: Plantulas normais (PN), Plantulas anormais (PA) e embrido nao
germinado (ENG) em relag&o aos genotipos de Passiflora: Familia 91, Familia 89,
Familia 84, P. edulis(PE) e P. setacea(PS), e dos meios de cultura: 2MS e 20 g L~
lde sacarose (M1), %2MS e 30 g L de sacarose (M2), aMSM e 20 g L de sacarose
(M3) e 2aMSM e 30 g L* de sacarose (M4), apés 28 dias de germinacéo in vitro.
Campos dos Goytacazes-RJ, 2022.

Para a variavel ENG, o gendétipo F84 obteve maior média de ENG (10,93%)
e para F89 houve 100% de germinacao dos embrides. Nao houve diferenca entre
0s meios de cultivo, porém o meio de cultivo M4 proporcionou 100% de embrides
germinados (Tabela 8). Os tratamentos 91M3 (6,25%), 84M1(25%), 84M2 (6,25%),
84M3 (12,5%), PEM2 (6,25%), PSM1 (18,75%), PSM2(6,25%) representaram as
maiores médias de embrido ndo germinado (Tabela 8 e Figura 5).

Portanto, a retirada completa do endosperma resultou na quebra das
barreiras impostas pela dorméncia mecéanica e, ou fisica, e a germinacdo foi

influenciada principalmente pelo gendétipo.
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Tabela 8. Médias da variavel de vigor: embrides nédo germinados (ENG) para os
genotipos de Passiflora (Familia 91, Familia 89, Familia 84, P. edulis e P. setacea)
e meio de cultura (2 MS + 20 g L' de sacarose — M1; (*2 MS + 30 g L1 de sacarose
— M2; %2 MSM + 20 g L* de sacarose — M3; 2 MSM + 30 g L de sacarose — M4.
apos 28 dias de germinacdo in vitro. Campos dos Goytacazes-RJ, 2022

Médias seguidas pela mesma letra mindscula nas colunas néo diferem entre si pelo
teste Tukey (P<0,05)

Gendtipos ENG Meio de cultura ENG
FI1 1,56 ab M1 8,75 a
F89 Ob M2 3,75a
F84 10,93 a M3 3,75a

P. edulis 1,56 ab M4 Oa

P. setacea 6,25 ab - -

Média 4,06 Média 4,06

Na literatura € comum ver a utilizacdo dos sais MS para germinacdo e
aplicacao de diversas outras técnicas da cultura de tecidos em diversas espécies
de Passiflora (Faria et al.,, 2020; Aradjo et al, 2022), mesmo com O
desenvolvimento do meio de cultivo MSM, que foi adaptado a partir do MS para
atender as necessidades nutricionais do cultivo in vitro de maracujazeiro-azedo
(Monteiro et al., 2000).

Foi possivel observar que neste estudo a formacdo de plantulas normais
se concentrou principalmente em M2 e M4, indicando a viabilidade de usar ambos
0s meios de cultivo, resultado semelhante obtido por Generoso (2018), quando
testou metade das concentracdes e concentracdes maximas dos sais MS e MSM
para a germinacao in vitro de embrides zigoéticos maduros de P. edulis, no qual as
maiores taxas de plantulas normais ocorreram com %2 MS e %2 MSM. A autora
também observou que nas concentracdes entre 10 e 40 g L?! ndo ocorrem
diferencas significativas na obtenc¢éo de plantulas normais. Neste estudo, utilizando
as concentracées intermediarias 20 e 30 g L, percebeu-se que o aumento de 20
para 30 g L™* gerou aumento na taxa de plantulas normais.

A sacarose é a principal fonte de carbono utilizada nos meios de cultura, e
normalmente se usa a concentracdo de 30 g L (Sacoman et al., 2017; Bernal-
Moreno et al, 2018; Generoso et al., 2019), ela desempenha papel importante no

potencial osmotico no meio de cultura, sendo também a fonte de energia na
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biossintese de aminoacidos, proteinas, oligossacarideos estruturais e diversos
compostos organicos importantes para o crescimento das ceélulas (Raghavan,
2003; Caldas et al., 1998).

Para as variaveis avaliadas foi possivel perceber que a concentragéo de
sacarose € um elemento importante para o cultivo in vitro de embrides zigoéticos
maduros de Passiflora. Sendo importante o ajuste e determinacdo da melhor
concentragdo para diferentes genotipos de interesse para garantir sempre o
maximo vigor e desempenho produtivo (Raghavan, 2003).

Portanto, levando em consideracdo os resultados obtidos para as
variaveis de vigor PN, PA, SNG (Figura 3) e IVG (Tabela 8), € possivel o0 uso %
MS e do %> MSM para a germinacao in vitro de embribes zigéticos maduros das
familias de irmaos completos F91, F89 e F84 obtidos do cruzamento entre P.
edulis e P. setacea, da cultivar ‘UENF Rio Dourado’ (Passiflora edulis), da espécie
Passiflora setacea. E quanto a concentracdo de sacarose, recomenda-se 0 USsO
de30gL™

5.3. Experimento Ill: Crescimento in vitro e aclimatizacdo de plantas
oriundas de embrides zigbéticos maduros
O ajuste do melhor meio de cultivo para crescimento in vitro de embrides
zigbticos maduros influencia no desenvolvimento vigoroso das plantulas. Ja existe
protocolo para cultivo in vitro de embrides zig6ticos maduros de maracujazeiro-
azedo (P. edulis) (Generoso, 2018), contudo € preciso ajustes para mais espécies
e novos genotipos de interesse obtidos no melhoramento genético para a cultura.

Para Pereira et al. (2006) o meio de cultivo adequado para o cultivo de
embrides deve ser adaptado para cada espécie. Por isso foi realizado o trabalho
com diferentes gendétipos obtidos do melhoramento genético do maracujazeiro-
azedo para resisténcia ao CABMV, para que possa contribuir com o
desenvolvimento de uma nova cultivar nesta etapa do processo.

A analise de variancia do experimento de crescimento in vitro de plantulas
de maracujazeiro-azedo, demonstrou diferenga significativa (p < 0,05), entre as
familias de irméos completos avaliadas, para todas as caracteristicas (Tabela 9). O
resultado indica a existéncia de variabilidade genética na populagao.

Os coeficientes de variacao, para as variaveis Comprimento da parte aérea

(CPA), Comprimento da raiz (CR), Numero de folhas (NF) apresentaram valores de
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CV% (16,82%, 22,9% e 22,86%, respectivamente), indicando boa precisdo
experimental e confiabilidade dos dados.

Para os caracteres Massa da matéria seca da parte aérea (MSPA), Massa
da matéria seca da raiz (MSR) e Massa da matéria seca total (MST) apresentaram
os altos valores de CV% (39,06%, 68,12%, 38,42%, respectivamente) podem ser
explicados pelas diferencas entre as familias e desuniformidade dos dados.
Portanto, a natureza das observacbes ndo € homogénea, o que resulta em um
coeficiente maior.

A andlise de variancia indica que houve interacdo significativa entre os
meios de cultivo e 0os gendtipos apenas para as variaveis CPA e CR. As demais
variaveis NF, MSPA, MSR e MST foram significativas apenas para a fonte de

variacao isolada dos genotipos (Tabela 9).

Tabela 9. Resumo da andlise de variancia com os quadrados médios para as
variaveis de vigor: numero de folhas (NF), comprimento da parte aérea (CPA),
comprimento da raiz (CR), massa da matéria seca da parte aérea (MSPA), massa
da matéria seca da raiz (MSR) e massa da matéria seca total (MST), em funcao do
meio de cultura e cinco genotipos de Passiflora L. apds 45 dias de crescimento in
vitro. Campos dos Goytacazes-RJ, 2022

QM
FV
GL CPA CR NF MSPA MSR MST
Bloco 3 856,6* 159,3" 10,37* 0,00016" 0,00023" 0,00044"

Genotipo 4 5813*  7423,7* 24,57* 0,00179* 0,00035752*  0,00352*

Meio 3 129"  905,6™ 4,37  0,00084™ 0,00009  0,000688™
Gf,\r/‘fe’tifo 14 1072,2* 962,36* 2,26™  0,00049"™  0,000073"  0,00056"
Residuo 57 2762 442,03 17734’ 0,00026 0,000078  0,00044

CV% 16,82 22,9 22,86 39,06 68,12 38,42

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

O desdobramento da interacdo entre genotipo e meio de cultivo para a
variavel CPA mostrou as maiores médias para as plantulas cultivadas no meio de
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cultivo ¥2 MS + 30 g L de sacarose -M2 com (102,508 mm), seguido do meio de
cultivo %2 MSM + 30 g L de sacarose - M4 com (98,328 mm), nédo houve diferenca
entre 0s genoétipos para o meio M4. Os meios de cultivo %2 MS + 20 g L de
sacarose - M1, M2 e ¥2 MSM + 20 g L™ de sacarose - M3 proporcionaram maiores
meédias de CPA para P. setacea, para M4 ndo houve diferenca entre os genotipos
(Tabela 10).

Para a variavel CR o meio de cultivo M2 seguido do meio de cultivo M1,
proporcionaram as maiores médias, 98,914 mm e 96,2 mm, respectivamente. Para
0s gendtipos F91, F89 e P. edulis ndo houve diferenca entre os meios de cultivo.
Para F84 o meio M1 apresentou a menor média de CR e para P. setacea ndo houve
diferenca entre os meios de cultivo (Tabela 10).

Tabela 10. Analise de desdobramento das variaveis de vigor: comprimento da parte
aérea (CPA) e comprimento da raiz (CR), em fun¢éo da interacao entre gendtipos
de Passiflora (Familia 91, Familia 89, Familia 84, P. edulis e P. setacea) e meio de
cultivo (*2 MS + 20 g L' de sacarose — M1; (*2 MS + 30 g L' de sacarose — M2; %2
MSM + 20 g L de sacarose — M3; ¥2 MSM + 30 g L* de sacarose — M4), apds 45
dias de crescimento in vitro. Campos dos Goytacazes-RJ, 2022

Comprimento da parte aérea (mm)

Genétipos

M1 M2 M3 M4 Média

Fo1 93,03 bA 112,32 abA 100,91 abA 85,53 aA 97,95

F89 90,74 bA 100,94 abA 87,59 abA 101,09 aA 95,09

F84 42,33 cB 90,00 bA 84,42 bA 91,47 aA 77,06

P. edulis 104,59 bA 84,73 bA 93,77 abA 94,10 aA 94,30

P. setacea 155,81 aA 124,55 aB 118,39 aB 119,45 aB 129,55
Média 97,30 102,51 97,02 98,33 -

. Comprimento da raiz (mm)
Genotipos ) - - - —

Meio 1 Meio 2 Meio 3 Meio 4 Média

Fo1 101,85 abA 104,54 abA 104,40 aA 89,25 abA 100,01

F89 95,86 abA 108,86 abA 92,45 abA 107,78 aA 101,24

F84 124,68 aAB 143,19 aA 76,39 abC 88,20 abBC 108,12

P. edulis 97,15 abA 85,43 bcA 104,90 aA 94,97 aA 95,61

P. setacea 61,46 bA 52,55 cA 54,93 bA 47,61 bA 54,14
Média 96,20 98,91 86,51 85,56 -

Médias seguidas pela mesma letra minuscula nas colunas e maiusculas nas linhas

nao diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05).

Analisando os efeitos simples para o fator gendétipo, a espécie P. setacea

apresentou maior média de NF em relagdo aos outros genotipos. Para a variavel
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MSPA, F91 (0,053 g) e F84 (0,051 g) apresentaram as maiores meédias em relacao
a P. setacea (0,027 g).

Para MSR, F91 (0,02 g) foi o genétipo com maior média em relacéo a P. edulis
(0,010 g) e P. setacea (0,008 g). Em relacao a variavel MST, F91 (0,071 g) e F84
(0,065 g) apresentaram médias superiores a P. setacea (0,033 g). Para o efeito de
meio de cultura, verificou-se que nao houve diferenca para as variaveis de vigor

analisadas (Tabela 11).

Tabela 11. Médias das variaveis de vigor: numero de folhas (NF), massa da matéria
seca da parte aérea (MSPA), massa da matéria seca da raiz (MSR) e massa da
matéria seca total (MST) em funcéo da interacdo entre gendtipos de Passiflora
(Familia 91, Familia 89, Familia 84, P. edulis e P. setacea) e meio cultivo (Y2 MS +
20 g L' de sacarose — M1; (2 MS + 30 g L' de sacarose — M2; %2 MSM + 20 g L
de sacarose — M3; 2 MSM + 30 g L' de sacarose — M4), apés 45 dias de
crescimento in vitro. Campos dos Goytacazes-RJ, 2022

Genatipo NF MSPA (9) MSR(g) MST(g)
F91 481b 0,053 a 0,02 a 0,071 a
F89 553b 0,038 ab 0,014 ab 0,050 ab
F84 5,16 b 0,051 a 0,014 ab 0,065 a

P. edulis 539b 0,040 ab 0,010 b 0,052 ab

P. setacea 7,92 a 0,027 b 0,008 b 0,033 b

Média 5,76 0,042 0,013 0,055
Meio de cultura NF MSPA (9) MSR(Q) MST(g)
M1 5,63 a 0,040 a 0.015a 0,056 a
M2 535a 0,042 a 0,014 a 0,056 a
M3 5,60 a 0,037 a 0,010 a 0,047 a
M4 6,47 a 0,046 a 0,014 a 0,061 a
Média 5,76 0,041 0,013 0,055

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

As variaveis de vigor CPA e CR foram influenciadas pelos gendtipos e a
composicdo do meio de cultivo. Para os resultados apresentados, percebe-se que
para o crescimento in vitro 0 aumento na concentracao de sacarose proporcionou

maior desenvolvimento.
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Contudo, a composicédo do meio de cultivo ndo influenciou a formacéo de
NF, que é uma caracteristica morfolégica designada por cada genotipo. Também
ndo influenciou as variaveis de vigor MSPA, MSR e MST.

A literatura relata que ha prejuizos no cultivo in vitro de maracujazeiro na
auséncia de sacarose (Generoso et al., 2019). Isso ocorre pois, ao serem cultivados
in vitro a incorporacado natural de carbono se torna muito limitada, precisando que
este componente seja fornecido no meio de cultivo. Sozo et al. (2016) observaram
gue a sacarose influenciou a altura de plantulas de P. tenuifila cultivadas in vitro.

O meio de cultivo MS foi desenvolvido para atender as necessidades
nutricionais das folhas de tabaco (Murashige e Skoog,1962), porém se tornou o
meio de cultura mais utilizado para diferentes culturas no cultivo in vitro.

Para o cultivo de maracujazeiro-azedo ha um meio de cultivo adaptado a
partir do meio MS, gque foi desenvolvido para atender as necessidades nutricionais
da cultura, pois a literatura relata alguns sintomas de deficiéncia nutricional das
plantas de maracuja cultivadas in vitro em meio MS (Dornelas e Vieira, 1994;
Monteiro et al.,2000). No entanto, € comum trabalhos com maracujazeiro-azedo e
diversas espécies de Passiflora utilizando meio MS (Vieira et al., 2014; Sacoman
et al., 2017, Faria et al., 2020).

Para atender as necessidades nutricionais do maracujazeiro-azedo, as
principais diferengas entre o meio MS e o0 meio MSM ocorrem na substituicdo de
CaClz2.H20 pelo Ca(NO3)2.4H20 e a remogéao do Kl, e alteragdes nas concentracdes
de alguns sais de macronutrientes e micronutrientes (Tabela 3) (Monteiro et
al.,2000).

Portanto, as fontes de sais MS e MSM e o0 aumento na concentracao de
sacarose foram eficientes para o crescimento in vitro das familias de irmaos
completos F91, F89 e F84 obtidos do cruzamento entre P. edulis e P. setacea, da
cultivar ‘UENF Rio Dourado’ (Passiflora edulis), da espécie Passiflora setacea. As

plantulas formadas ao final de 45 dias estavam vigorosas (Figura 6).



P. edulis P. setacea

Figura 6— Plantulas oriundas da germinacao in vitro de embrides zigoticos maduros
dos gendtipos de Passiflora (Familia 91, Familia 89, Familia 84, P. edulis e P.
setacea), cultivados nos meios de cultivo: 2 MS e 20 g L' de sacarose (M1), 2 MS
e 30 g L1 de sacarose (M2), Y2 MSM e 20 g L de sacarose (M3) e 2 MSM e 23 g
L1 de sacarose (M4), apés 45 dias de cultivo in vitro. Campos dos Goytacazes-RJ,
2022.
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Parte das mudas oriundas do experimento de crescimento in vitro em
diferentes fontes de sais minerais e concentracbes de sacarose foram
aclimatizadas durante 35 dias em casa de vegetagcdo. A andlise de variancia do
experimento de aclimatizacdo de plantas oriundas de embrides zigéticos maduros
de maracujazeiro-azedo, demonstrou diferenga significativa (p < 0,05), entre as
familias de irmédos completos avaliadas, com excecdo para as variaveis indice
fotossintético (PI) e fluorescéncia da clorofila a (Fv/Fm) (Tabela 12). O resultado
indica a existéncia de variabilidade genética na populacao.

Os coeficientes de variacdo, para as variaveis indice de sobrevivéncia
(SBR), Massa da matéria seca da parte aérea (MSPA), Massa da matéria seca total
(MST), Numero de folhas (NF), Comprimento da parte aérea (CPA), Comprimento
da raiz (CR), SPAD e Fv/Fm apresentaram baixos valores de CV% (17,32%,
29,83%, 28,83%, 10,70%, 15,80%, 17,40%, 14,81% e 3,41%, respectivamente),
indicando boa precisao experimental.

Para os caracteres Massa da matéria seca da raiz (MSR) Pl apresentaram
os altos valores de CV% (36,75% e 33,68%, respectivamente) podem ser
explicados pelas diferencas entre as familias e dispersdo dos dados. Portanto, a
natureza das observacfes ndo € homogénea, 0 que resulta em um coeficiente
maior.

Houve alto percentual de sobrevivéncia (SBR) das mudas aclimatizadas,
nao houve diferenca significativa para o fator genétipo e para o fator meios de
cultivo, também ndo houve interacdo significativa (Tabela 12). Resultado
semelhante foi observado para a cultivar ‘UENF Rio Dourado’ (P. edulis Sims), que
foi obtido 100% de sobrevivéncia das mudas oriundas do cultivo de embrides
zigbticos maduros aclimatizadas (Generoso, 2018).

Na analise de variancia das mudas aclimatizadas houve interacéo
significativa entre gendtipo e meio de cultivo para MSPA e MST (Tabela 12).

Para as variaveis NF, CPA, CR, MSR, SPAD, houve diferenga significativa
para genotipo (Tabela 12).

As variaveis Fv/Fm Pl ndo apresentaram diferencas significativas para os

tratamentos (Tabela 12).
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Tabela 12. Resumo da analise de variancia com os quadrados médios para as
varidveis: porcentagem de sobrevivéncia (SBR), numero de folhas (NF),
comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da raiz (CR), massa da matéria
seca da parte aérea (MSPA), massa da matéria seca da raiz (MSR) e massa da
matéria seca total (MST), intensidade de verde (SPAD), indice fotossintético (PI) e
fluorescéncia da clorofila a (Fv/Fm) em funcdo do meio de cultivo e cinco 5
genatipos de Passiflora L. (F91, F89, F84, P. edulis e P. setacea) apos 35 dias de
aclimatizacado em casa de vegetacdao. Campos dos Goytacazes-RJ, 2022

FV QM
GL SBR MSPA MST NF CPA
Bloco 3 491,63 0,0173* 0,0174* 1,324 11,33
Gendtipo 4 249,1" 0,06798* 0,1271* 6,829* 9790,70*

Meio de cultura 3 137,43" 0,0013"™  0,0051* 1,692" 51,66"
Genotipo*Meio 12 269,82" 0,0067* 0,014* 0,505 457,66

Residuo 57 243,68 0,0034 0,0052 0,613 327,89
CV% 17,32 29,83 28,83 10,70 15,80
FV GL CR MSR SPAD Fv/Fm Pl

Bloco 3 1161,30* 0,0016* 66,04* 0,0043" 0,0048"
Genotipo 4 7367,75* 0,0135*  229,50* 0,0001"™ 0,0276™

Meio de cultivo 1 655,00 0,0003"  23,65" 0,0004" 0,0139"

Genotipo*Meio 4 1124,80™  0,001" 16,45 0,0009" 0,0431"
Residuo 27 330,60 0,0005 11,63 0,0006 0,0214
CV% 17,40 36,75 14,81 3,41 33,68

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

O desdobramento da interacdo entre gendtipo e meio de cultivo para a
variavel MSPA mostrou que na maior média obtida houve diferenca para os meios
de cultura em relagcédo ao gendtipo F89, que obteve maior média (0,32 g) de MSPA
no meio de cultivo ¥2 MSM + 30 g L de sacarose - M4 e a menor média (0,20 g)
no meio de cultivo %2 MS + 30 g L de sacarose - M2, os meios de cultivo: %2 MS +
20 g L de sacarose - M1 e ¥2 MSM + 20 g L de sacarose - M3, ndo diferiram.
Para o gendtipo F89 (0,30 g) o meio de cultivo M1, proporcionou maior média de
MSPA em relacdo ao P. setacea (0,08 g). Em M2, F84 (0,29 g) foi superior a P.
edulis (0,15 g) e P. setacea (0,09 g). Em M3, F91 (0,21 g) e F89 (0,25 g) foram
superiores a P. setacea (0,11 g). E no meio M4, F89 (0,32 g) foi superior a P. edulis
(0,15 g) e P. setacea (0,10 g) (Tabela 13).

Para a variavel MST houve diferenca entre os meios de cultivo para os

genaotipos F89 e F84. Para F89 os meios M1 (0,37 g) e M4 (0,42 g) apresentaram
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meédias superiores a M2 (0,21 g). Para F84 o meio de cultura M2 (0,40 Q)
proporcionou a maior média de massa seca total, mas nao diferiu de M4 (0,34 g).
Em relacdo aos gendtipos para cada meio de cultivo: em meio M1, F89, F84 e P.
edulis tiveram maiores médias de MST em relacdo a P. setacea; em M2 F84 foi
maior que P. edulis e P. setacea; em M3 P. setacea teve a menor média em relacao
a F91 e F89; em M4 P setacea foi inferior a F91, F89 e F84(Tabela 13).

Tabela 13. Anélise de desdobramento das variaveis de vigor: massa da matéria
seca da parte aérea (MSPA) e massa da matéria seca total (MST), em funcéo da
interacdo entre gendtipos de Passiflora (Familia 91, Familia 89, Familia 84, P.
edulis e P. setacea) e tipo de meio de cultivo: %2 MS e 20 g L* de sacarose (M1), ¥2
MS e 30 g L' de sacarose (M2), ¥2 MSM e 20 g L' de sacarose (M3) e ¥2 MSM e
23 g L de sacarose (M4), apés 35 dias de aclimatizacdo em casa de vegetacéo.
Campos dos Goytacazes-RJ, 2022

Matéria seca da parte aérea (g)

Gendtipos —
M1 M2 M3 M4 Média
FI1 0,18 bcA 0,23 abA 0,21 abA 0,22 abcA 0,21
F89 0,30 aAB 0,20 abB 0,25 aAB 0,32 aA 0,27
F84 0,20 abA 0,29 aA 0,19 abA 0,25 abA 0,23
P. edulis 0,22 abA 0,15 bcA 0,20 abA 0,15 bcA 0,18
P. setacea 0,08 cA 0,09 cA 0,11 bA 0,10 cA 0,01
Média 0,196 0,192 0,192 0,208 -
» Matéria seca total (g)
Genaotipos : - : ; .
Meio 1 Meio 2 Meio 3 Meio 4 Média
F91 0,24 abA 0,28 abA 0,28 aA 0,30 abA 0,28
F89 0,37 aA 0,21 bcB 0,32 aAB 0,42 aA 0,33
F84 0,27 aB 0,40 aA 0,27 abB 0,34 aAB 0,32
P. edulis 0,28 aA 0,18 bcA 0,26 abA 0,18 bcA 0,23
P. setacea 0,10 bA 0,10 cA 0,13 bA 0,13 cA 0,12
Média 0,252 0,234 0,252 0,274 -

Médias seguidas pela mesma letra mindscula nas colunas e maidsculas nas linhas
nao diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05).

Analisando os efeitos simples para o fator meio de cultivo, ndo houve
diferenca significativa para as variaveis relacionadas. Para os efeitos simples do
fator gendtipo houve diferenca para as variaveis. Em relacdo ao NF e CPA, P.
setacea obteve maiores meédias, foi possivel observar que essa espécie tende a

alongar mais e formar maior numero de folhas que P. edulis. (Tabela 14).
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Para as variaveis CR e MSR os gendétipos F89, F84 e F91 tiveram maiores
médias, P. edulis ndo diferiu de F91. Para o fator intensidade de verde a menor
média foi obtida por P. setacea. O que pode indicar ser uma caracteristica da
propria espécie, que na fase de plantula e na aclimatizagéo as folhas apresentaram

coloracdo mais clara em relacdo a P. edulis e os demais gendtipos (Tabela 14).

Tabela 14. Médias das variaveis de vigor: niumero de folhas (NF), comprimento da
parte aérea (CPA), comprimento da raiz (CR), massa da matéria seca da raiz (MSR)
e intensidade de verde (SPAD) em funcdo da interacdo entre genotipos de
Passiflora (Familia 91, Familia 89, Familia 84, P. edulis e P. setacea) e tipo de meio
de cultivo: %2 MS e 20 g L' de sacarose (M1), ¥2 MS e 30 g L! de sacarose (M2), ¥2
MSM e 20 g Lt de sacarose (M3) e %2 MSM e 23 g L' de sacarose (M4), apés 35
dias de aclimatizacdo em casa de vegetacdo. Campos dos Goytacazes-RJ, 2022

CR MSR

Genotipos NF CPA (mm) (mm) @) SPAD
Fo1 7,49 ab 101,48 b 108,31 ab 0,07 ab 24,46 a
F89 7,04 bc 113,63 b 125,77 a 0,08 a 24,93 a
F84 7,60 ab 97,95 b 119,45 a 0,09 a 24,04 a

P. edulis 6,36 C 102,46 b 97,85 b 0,05b 2541 a

P. setacea 8,09 a 157,61 a 71,22 c 0,014 c 16,32 b

Média 7,32 114,63 104,52 0,06 23,03
“é'ﬁ:gvdoe NF CPA (mm) (r?ﬁn) 'V('S’)R SPAD
M1 7,49 a 114,43 a 97,55 a 0,055 a 23,44 a
M2 6,89 a 114,77 a 105,94 a 0,062 a 23,71 a
M3 7,35 a 112,69 a 103,27 a 0,060 a 2141 a
M4 7,53 a 116,61 a 111,31 a 0,064 a 23,58 a
Média 7,32 114,63 104,52 0,06 23,03

Médias seguidas pela mesma letra mintscula nas colunas néo diferem entre si pelo
teste Tukey (P<0,05).

As concentracdes de sacarose e fontes de sais do cultivo in vitro n&o
influenciaram o desenvolvimento das plantas na fase de aclimatizacdo. Houve
apenas influéncia nas caracteristicas MSPA e MST em poucos genotipos. Portanto,
as diferencas observadas estdo predominantemente ligadas ao genétipo. Segundo
Marin e Gella (1987), no cultivo in vitro as plantas perdem a capacidade de

assimilacao natural de nutrientes e de carbono, sendo necessario fornecer esses
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elementos no meio de cultivo, mas quando séo aclimatizadas passam a assimilar
0S proprios sais minerais do substrato e o carbono atmosférico.

O indice SPAD, € um método utilizado que faz o diagndstico rapido e ndo
destrutivo do conteddo para determinar o teor de nitrogénio das culturas, é um
elemento relacionado a produtividade vegetal (Porto et al., 2014). Ha na literatura
ensaios que mensuram a concentracdo de clorofila para maracujazeiro-azedo
(Morgado et al., 2011; Miyake et al., 2017). Dessa forma € possivel relacionar que
a menor média de SPAD para P. setacea se relaciona com as menores médias nas
taxas de acumulacdo de matéria seca da parte aérea, da raiz e total (Tabela 13 e
Tabela 14). Também é possivel afirmar que os genaétipos testados F91, F89 e F84
possuem caracteristicas mais parecidas com P. edulis.

De modo geral, os sais ¥2 MS e ¥2 MSM acrescidos de 30 g L de sacarose
foram os meios de cultura mais satisfatérios para o crescimento in vitro e
aclimatizacdo das familias de irmdos completos F91, F89 e F84 obtidos do
cruzamento entre P. edulis e P. setacea, da cultivar ‘UENF Rio Dourado’ (Passiflora
edulis) e da espécie Passiflora setacea.
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6. CONCLUSOES

Para a germinacéao in vitro das familias de irmaos completos obtidos do
cruzamento entre P. edulis e P. setacea, da cultivar UENF Rio Dourado (Passiflora
edulis) e da espécie Passiflora setacea € indicado o uso de embrides zigoticos
maduros, usando meio de cultivo com metade da concentracdo dos sais minerais
de MS ou MSM suplementado com 30 g L™ de sacarose para garantir a germinacao
de plantulas normais e vigorosas e para a reducdo no periodo de obtencédo de
plantulas. Para o crescimento das plantulas in vitro oriundas do cultivo de embriGes,
é indicado o uso de sais minerais de MS ou MSM suplementado com 30 g L de

sacarose.
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