NITRATO DE PRATA NA CONSERVACAO in vitro DE SEGMENTOS
NODAIS DO MARACUJAZEIRO-AZEDO ‘UENF RIO DOURADO’

ROBERTA APARECIDA DE SALES

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE FLUMINENSE
DARCY RIBEIRO - UENF

CAMPOS DOS GOYTACAZES - RJ
FEVEREIRO - 2020



NITRATO DE PRATA NA CONSERVACAO in vitro DE SEGMENTOS
NODAIS DO MARACUJAZEIRO-AZEDO ‘UENF RIO DOURADOC’

ROBERTA APARECIDA DE SALES

“‘Dissertacdo apresentada ao Centro de
Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias da
Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro, como parte das exigéncias para
obtencdo do titulo de Mestre em Genética e
Melhoramento de Plantas”

Orientadora: Prof. Virginia Silva Carvalho

CAMPOS DOS GOYTACAZES - RJ
FEVEREIRO - 2020



FICHA CATALOGRAFICA
UENF - Bibliotecas
Elaborada com os dados fornecidos pela autora.

5163

Sales, Roberta Aparecida de.

Nitrato de prata na conservacao in vitro de segmentos nodais do maracujazeiro-azedo
'UENF Rio Dourado' / Roberta Aparecida de Sales. - Campos dos Goytacazes, R}, 2020.

63 f. il
Bibliografia: 40 - 46.

Dissertacao (Mestrado em Genética e Melhoramento de Plantas) - Universidade Estadual
do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias, 2020.
Orientadora: Virginia Silva Carvalho.

1. Passiflora edulis. 2. Etileno. 3. Conservacao de Germoplasma; Manutencao da

Diversidade. 4. Cultivo Minimo. 5. Passifloraceae. |. Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. II. Titulo.

CDD - 631.5233




NITRATO DE PRATA NA CONSERVACAO in vitro DE SEGMENTOS
NODAIS DO MARACUJAZEIRO-AZEDO ‘UENF RIO DOURADO’

ROBERTA APARECIDA DE SALES

‘Dissertagcdo apresentada ao Centro de
Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias da
Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro, como parte das exigéncias para
obtencéo do titulo de Mestre em Genética e
Melhoramento de Plantas”

Aprovada em 12 de fevereiro de 2020.

Comissdo Examinadora:

Prof. Wagner Campos/ Otoni(B-S¢_, Gehética e Méjh ento) - UFV

—_ -
\

A
Ve fear
Prof.? Telma Nair Santana Pereira (Ph.D., Melhoramento de Plantas) - UENF

Slaudill. Jonitew Gotisnng

Pref.? Claudete Santa-Catarina (D.Sc., Biotecnologia) - UENF

Vdua A antho.
F}péf.a Virginia Silva Carvalho (D.Sc., Fitotecnia) - UENF
(Orientadora)




Dedico este trabalho ao meu querido
pai, Hélio, por me ensinar o valor do
trabalho sério e de lutar pelo que se
deseja. A minha mae, Maria, pelo seu
apoio nas horas dificeis neste trabalho,
que muitas vezes me deu colo. A minha
irma, que sempre torceu por mim.  Por
todo amor, apoio e compreensdo. Tenho
muito orgulho de pertencer a esta familia.

Amo vocés!

DEDICO



AGRADECIMENTOS

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (Capes) — Cdbdigo de
Financiamento 001.

A Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro e ao
Programa de PoOs-Graduacdo em Genética e Melhoramento de Plantas, pela
oportunidade de realizar a formacdo académica que me fez crescer no campo
profissional.

Dizer obrigada, as vezes, ndo é suficiente para agradecer a tdo amavel e
gentil pessoa que nos momentos das nossas vidas, aqueles mais dificeis, nos
estende a mao amiga e nos oferece amparo.

Primeiramente a Deus, por estar sempre guiando meus passos e
cuidando de mim nos momentos dificeis.

Ao meu pai, Hélio, que sempre me incentivou nessa caminhada, pelos
seus conselhos e apoio de sempre

A minha mae, Maria, que sempre me fez presente eu suas oracgées, pelo
apoio e carinho em meus piores momentos.

A minha irma Dani, que sempre torceu por mim e que contribuiu para que
a caminhada fosse mais leve.

A minha amiga Luciana, pelos conselhos, apoio e incentivo de sempre.
Por toda ajuda que me deu durante a graduagao, nunca esquecerei de tudo o que

fez por mim e faz.



A minha orientadora e professora Virginia Silva Carvalho, pela
oportunidade de desenvolver a pesquisa, por acreditar em nosso trabalho e pela
orientacao.

Aos meus conselheiros Alexandre Pio Viana e Telma Nair Santana
Pereira, pelos conselhos e contribuigbes durante o mestrado.

Aos professores do PPGMP, pelos ensinamentos durante esses dois
anos.

Ao querido e eficiente secretario do programa, José Daniel, por sempre
ser antecioso, amigo e me incentivar a continuar na vida académica;

Aos colegas do curso de PPGM, pelos dois anos de estudo que
compartilhamos;

A todos os colegas do laboratério, pelo incentivo e contribuicbes durante
esses dois anos.

Aos queridos amigos que a UENF me proporcionou Andressa, Renato,
Grasiela, Geovana, Otalicio, Vinicius, Larissa Jaina, Daniel, Lidiane, Larissa
Resende, Fernanda Coelho, Jaqueline, Cida e Juliano, por todo incentivo e apoio.

A todos aqueles que, de alguma maneira, contribuiram durante essa
minha caminhada.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cddigo de
Financiamento 001

Muito obrigada!



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Retirada do tegumento, desinfestacdo e excisdo dos embrides de P.
edulis. (A) semente com tegumento, (B) minimorsa utilizada para retirada do
tegumento, (C) semente sem tegumento, (D) desinfestacdo das sementes, (E)

embrides sendo excisados e (F) embrido isolado. Campos dos Goytacazes - RJ,

Figura 2. Modelo da confeccdo de membranas microporosas caseiras nas
tampas dos frascos de cultivo in vitro de plantas de P. edulis. (A) Membranas M2
com duas camadas de fita microporosa e uma de politetrafluoretileno. (B) Vista
superior da tampa com membrana caseira. (C) Vista inferior da tampa com
membrana caseira. Adaptado de Saldanha et al. (2012) (A). Campos dos
GOYtacazes - RJ, 2020.......ccuiieiiiiee e 15

Figura 3. Sequéncia da obtencdo dos explantes para o experimento de cultivo
minimo in vitro do maracujazeiro-azedo UENF Rio Dourado. (A) Plantas com 73
dias de idade, (B) planta sendo cortada e (C) segmentos nodais com £ 5 mm de

tamanho. Campos dos Goytacazes - RJ, 2020...........cceeieeeiiiiiiiii e 17

Figura 4. Escala de cores adotada durante as avaliacdes do experimento de
cultivo minimo in vitro de plantas de maracujazeiro-azedo ‘UENF Rio Dourado’ (1)

verde, (2) verde-claro, (3) amarelo e (4) marrom. Campos dos Goytacazes - RJ,



Figura 5. Experimento de cultivo in vitro de plantas de P. edulis (A) Tampas com

membranas e (B) Tampas rigidas. Campos dos Goytacazes - RJ, 2020............. 21

Figura 6. Experimento de cultivo minimo in vitro de plantas de maracujazeiro-
azedo ‘UENF Rio Dourado’ (A) Plantas no meio de regeneracao, (B) plantas em
casa de vegetacao e (C) planta sendo avaliada ap6s 30 dias de aclimatizacao.
Campos dos Goytacazes - RJ, 2020........uuuuiiiiiieieeieiiiieeieeiiiiiisss s e e e e e eeeeeeenes 24

Figura 7. Morfologia dos segmentos nodais de maracujazeiro-azedo ‘UENF Rio
Dourado’ durante os 180 dias de cultivo minimo in vitro. Em A) 0,0 mg L, B) 2,0
mg L, C)4,0mg L%, D) 6,0 mgL?teE)8,0mgL* de nitrato de prata. Campos
dos GoYytacazes - R, 2020......ccciiiieiieiieiee et 34

Figura 8. Experimento de cultivo minimo in vitro de plantas de maracujazeiro-
azedo ‘UENF Rio Dourado’ (A) Plantas no meio de regeneracao, (B) plantas em
casa de vegetacao e (C) planta sendo avaliada ap6s 30 dias de aclimatizacao.
Campos dos Goytacazes - RJ, 2020.........ccooiiiiiiiiiiiiniiieee e e e e e e e e 36

Figura 9. Plantas de maracujazeiro-azedo ‘UENF Rio Dourado’ oriundas do
cultivo minimo in vitro apés 60 dias em meio de regeneracdo (A) nimero de
folhas, (B) sobrevivéncia, (C) altura da planta (cm), (D) volume de raiz (cm?3) e (D)
massa da matéria seca total (g). Médias seguidas da mesma letra mindscula na
coluna nao diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05). Campos dos Goytacazes -
T2 0 2 O RO ERURR P 37

Figura 10. Plantas de maracujazeiro-azedo ‘UENF Rio Dourado’ oriundas do
cultivo minimo in vitro apés 30 dias na aclimatizacédo (A) tratamento 2 (2 mg L),
(B) tratamento 3 (4 mg L), (C) tratamento 4 (6 mg L?), (D) tratamento 5 (8 mg L-
1) de nitrato de prata. Campos dos Goytacazes - RJ, 2020........c.cc.ccccvveeennne. 38

Vi



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Resumo da andlise de variancia com quadrados médios para os efeitos
do tipo de tampa (T) e concentracdo de nitrato de prata (N) e suas interacdes com
as variaveis altura de planta, numero de folhas, volume de raiz, massa da matéria
seca total (MMST) e indice de verde (SPAD) em plantas de P. edulis cultivadas in

vitro. Campos dos Goytacazes - RJ, 2020..........cciiiiiiiieieeeeeieieeeeeeeeee e 20

Tabela 2. Altura da planta (cm), numero de folhas, volume de raiz (cm3), massa
da matéria seca total (g) e indice de verde (SPAD) em plantas de P. edulis

cultivadas in vitro. Campos dos Goytacazes - RJ, 2020..............covvvvivveiiiieeeeeeennn. 21

Tabela 3. Altura da planta (cm), numero de folhas, volume de raiz (cm3) e massa
da matéria seca total (g) em plantas de P. edulis ap6s 90 dias na aclimatizacao.
Campos dos Goytacazes - RJ, 2020.........uuiiiiiiiieeeeiieeeeeeeeeesie s e e e e e ee s 23

Tabela 4. Resumo da andlise de variancia com os quadrados médios para o
cultivo minimo in vitro de segmentos nodais de maracujazeiro-azedo ‘UENF Rio
Dourado’, cultivados por 180 dias com diferentes concentracdes de nitrato de

prata em diferentes tempos. Campos dos Goytacazes - RJ, 2020........................ 25

Tabela 5. Andlise de desdobramento da sobrevivéncia, nimero de folhas, cor e
altura de segmentos nodais de maracujazeiro-azedo ‘UENF Rio Dourado’ em
funcdo da interacdo entre as concentracdes de nitrato de prata e o tempo apos
180 dias em cultivo minimo in vitro. Campos dos Goytacazes - RJ, 2020............ 26

vii



Tabela 6. Médias da porcentagem raiz de segmentos nodais de maracujazeiro-
azedo ‘UENF Rio Dourado’ ap6s 180 dias em cultivo minimo in vitro em diferentes

concentracfes de nitrato de prata. Campos dos Goytacazes - RJ, 2020.............. 35

Tabela 7. Resumo da analise de variancia com os quadrados médios apoés 30
dias no meio de regeneracdo das plantas de maracujazeiro-azedo ‘UENF Rio
Dourado’ submetidas ao cultivo minimo, cultivadas por 180 dias com diferentes
concentracdes de nitrato de prata em diferentes tempos. Campos dos Goytacazes
= R, 2020, a it e e e s e e e e e aanr b e e ees 36

viii



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AIB - Acido Indolbutirico

AgNO:s - Nitrato de Prata

BAGs - Bancos Ativos de Germoplasma

CCTA - Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias.
C.V. (%) - Coeficiente de variacao

DBC - Delineamento em Blocos Casualizados

DIC - Delineamento Inteiramente Casualizado

FV - Fonte de variacéo

GA: - Acido Giberélico

LFIT - Laboratorio de Fitotecnia

MMST - Massa da matéria seca total

MS - Sais minerais do MS (Murashige e Skoog, 1962)
MSM - Sais minerais de Monteiro et al. (2000)
NaClO - Hipoclorito de sodio

pH - Potencial hidrogeniénico

PTFE - Polietrafluoretileno

PVC - Policloreto de vinila

SPAD - Soil Plant Analysis Development

UENF - Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro



SUMARIO

o 11 11V Xii
AB STRA CT ..ttt e e e e s et e e e e et e e e et r e e e e e e e aaas Xiv
1. INTRODUGAOD . ...ttt ettt sttt sae e 1
P @ 1= N L N AV 1 T 3
200 7 - | RPN 3
2.2. ESPECITICOS. .. oottt e ——— 3
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA.......ciiiiiieieieicieieiet e 4
3.1. Origem, aspectos botaniCos € eCONOMICOS..........cccevvvvveveeeeeeiiiiiiiienenes 4
3.2. A conservagao de PassSiflora.........cccccceeeeiiiiiiiiiicie e 5
3.3. Bancos ativos de germoplasma de Passiflora..........cccoeevvieeiiiiiiieiiiieneeeiens 6
3.4. Conservagao in vitro de Passiflora..........cccooooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieceeeeee 7
3.5. O etileno e a CoONSErvagao IN VItr0............uuuuuieiiiiiiiiiieieeeeeeae e sseiiiiieeeeeeans 11
4. MATERIAL E METODOS.......oeioeeeeeee et 13
4.1. Experimento I: Nitrato de prata e membranas de trocas gasosas no

cultivo in vitro do maracujazeiro-azedo (Passiflora edulis SIMS)...........cccccceeee... 13
4.1.1. Material Vegetal.........couuriiiiii e 13
4.1.2. Desinfestacao das SEMENTES. ........ccoeiiiiiiiiiiiiiiiie e 14
4.1.3. ConduGao do EXPerimento L. 14
4.2. Experimento Il: Nitrato de prata no cultivo minimo in vitro do

maracujazeiro-azedo (Passiflora edulis Sims) ‘UENF Rio Dourado'.................. 16
4.2.1. Material vegetal e obteng&o dos explantes para o experimento.............. 16



4.2.2. Condugao do experimento ...
4.2.3. Regeneragao dos explantes..........coooviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e
4.2.4. Aclimatizacao das Plantas..........ccceeeeeeeeeiiiieeiieee e
4.3. Analise estatistica d0S AUO0S........cuuviiiiiiiiiiiiiiii e
5. RESULTADOS E DISCUSSAO.........cociiieieieiiie ittt
5.1. Experimento |: Nitrato de prata e membranas de trocas gasosas no
cultivo in vitro do maracujazeiro-azedo (Passiflora edulis Sims)............c...........
5.2. Experimento Il: Nitrato de prata no cultivo minimo in vitro do
maracujazeiro-azedo (Passiflora edulis Sims) ‘UENF Rio Dourado'..................
B. CONCLUSOES......coiiiiiiieieieieteee sttt
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......coiiitiiieesieeieee e

Xi



RESUMO

SALES, Roberta Aparecida de; M.Sc.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro; Fevereiro, 2020; Nitrato de prata na conservacao in
vitro de segmentos nodais do maracujazeiro-azedo UENF Rio Dourado.
Orientadora: Prof.2. Virginia Silva Carvalho. Conselheiros: Prof.2. Telma Nair
Santana Pereira e Prof. Alexandre Pio Viana

O maracujazeiro-azedo (Passiflora edulis Sims) é nativo da América do Sul,
sendo a espécie de maior importancia econdémica do género Passiflora. A
conservacao in vitro por cultivo minimo pode ser uma estratégia para manutencao
da sua variabilidade genética, mas, como é feita dentro de recipientes fechados e
por periodos maiores que outras técnicas in vitro, alguns gases, como o etileno,
tendem a se acumular dentro dos frascos. O etileno atua em varios processos de
senescéncia, como a abscisado foliar, reduzindo o tempo de conservacao in vitro.
O presente trabalho buscou identificar a utilizacdo de tampas com membranas e
nitrato de prata (AgNOs3) para minimizar os efeitos do etileno no cultivo in vitro. O
primeiro experimento teve como objetivo identificar qual a concentracdo de AgNOs
e o tipo de tampas utilizados no cultivo in vitro de Passiflora edulis. Foi observado,
entre os tipos de tampas rigidas e com membranas, que o tratamento tampas
com membranas proporcionou as maiores médias para altura de plantas no
cultivo in vitro de P. edulis. Além disso, o AgNOs nao teve efeito em combinacao
com as tampas com membranas. O segundo experimento teve por objetivo
estabelecer um protocolo de conservagdo in vitro por cultivo minimo do

maracujazeiro-azedo UENF Rio Dourado, utilizando o AgNOQOs, visando a aumentar
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o tempo de conservacao in vitro desta cultura. O experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado (DIC) com esquema fatorial 5x6, sendo
cinco concentragées de AgNOs (0, 2, 4, 6 e 8 mg L) e seis tempos de avaliacdes
(30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias). A cada trinta dias durante o periodo de 180
dias, foram feitas avaliacdes referentes a sobrevivéncia, altura da planta, nimero
de folhas e coloracédo das folhas. Apdés 180 dias de cultivo minimo in vitro, as
plantas foram transferidas para o meio de crescimento, permanecendo por 30
dias. Em seguida, foram feitas analises biométricas e fisiolégicas. Nas condi¢bes
experimentais, 0s seguintes resultados foram obtidos: para a variavel
sobrevivéncia, os tratamentos com 0, 2, 4, 6 e 8 mg L' de AgNOs apresentaram
maiores médias, 90,8%, 97,5%, 90% e 99,1%, respectivamente; para a
variavel numero de folhas, os tratamentos com 2, 4, 6 e 8 mg L de AgNOs
apresentaram maiores meédias, 2,84; 3,31; 2,99 e 3,01, respectivamente; para a
variavel cor, os tratamentos com 2 mg Lt e 6 mg L! de AgNOs apresentaram as
maiores médias (1,84 e 2,01). J& os tratamentos com 4 e 8 mg L* de AgNOs
apresentaram as menores médias (1,53 e 1,54). Para a variavel altura do
explante, os tratamentos com 2, 4, 6 e 8 mg L' de AgNOs apresentaram as
médias 8,56; 9,59; 8,76 e 7,93. Além disso, foi observado que os explantes
mantiveram sua altura durante o cultivo minimo in vitro. Diante dos resultados
obtidos no presente trabalho, indica-se a suplementacdo de 4 mg L de AgNOs
para cultivo minimo in vitro de maracujazeiro-azedo UENF Rio Dourado por ter
proporcionado, entre o0s demais tratamentos, as maiores médias de

sobrevivéncia.

Palavras-chave: Passiflora edulis; Etileno; Conservacdo de Germoplasma;

Cultivo Minimo; Manutencédo da Diversidade; Passifloraceae.
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ABSTRACT

SALES, Roberta Aparecida de; M.Sc.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro; February, 2020; Silver nitrate for in vitro conservation
of nodal segments of passion fruit UENF Rio Dourado cultivar. Advisor: Virginia
Silva Carvalho. Committee members: Telma Nair Santana Pereira and Alexandre
Pio Viana

The passion fruit (Passiflora edulis Sims) is native to South America and is the
most economically important species of the Passiflora L. genus. In vitro
conservation by minimum cultivation can be a strategy to maintain its genetic
variability. However, as it is carried out in closed containers and for longer periods
than other in vitro techniques, some gases, such as ethylene, tend to accumulate
inside the flasks. Ethylene acts in several senescence processes, such as leaf
abscission, reducing the in vitro conservation time. The present work sought to
identify the use of caps with membranes and silver nitrate (AgNO3) to minimize the
effects of ethylene in in vitro culture. The first experiment aimed to identify the
concentration of AgNOs and the type of caps used in the in vitro cultivation of
Passiflora edulis. It was observed among the types of rigid and membrane covers,
the treatment with membrane covers provided the highest averages for plant
height in the in vitro cultivation of P. edulis. In addition, AgQNOs had no effect in
combination with membrane caps. The second experiment aimed to establish an
in vitro conservation protocol for the minimum cultivation of passion fruit UENF Rio
Dourado cultivar using AgNOs, in order to increase the in vitro conservation time of

this culture. The experiment was conducted in a completely randomized design
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(DIC) with a in 6x5 factorial scheme, with five concentrations of AQNOs (0, 2, 4, 6
and 8 mg L!) and six evaluation times (30, 60, 90, 120, 150 and 180 days). Every
thirty days during the 180 day period, evaluations were made regarding survival,
plant height, number of leaves and leaf color. After 180 days of minimum in vitro
cultivation, the plants were transferred to the growth medium, remaining for 30
days. Then biometric and physiological analyzes were performed. In the
experimental conditions, the following results were obtained: for the variable
'survival', treatments with (0, 2, 4, 6 and 8 mg L) of AgNOs showed higher
averages (90.8%; 97.5%; 90%; 99.1%), respectively, for the variable nhumber of
leaves, treatments with (2, 4, 6 and 8 mg L) of AgNOz presented higher averages
(2.84; 3.31; 2.99; 3.01), respectively, for the color variable, treatments with 2 mg L-
! and 6 mg L*! of AgNOz presented the highest averages (1.84 and 2.01),
whereas treatments with 4 and 8 mg L of AgNOs had the lowest averages (1.53
and 1.54), for variable explant height to treatments with 2,4, 6 and 8 mg L' of
AgNOs had the following averages (8.56; 9.59; 8 , 76; 7.93). In addition, it was
observed that the explants maintained their height during the minimum in vitro
culture. In view of the results obtained in the present study, supplementation of 4
mg Lt of AgNOz is indicated for minimum in vitro cultivation of passion fruit-sour
UENF Rio Dourado, as it provided among the other treatments the highest survival

rates.

Keywords: Passiflora edulis; Ethylene; Germplasm Conservation; Minimum

Cultivation; Maintaining Diversity; Passifloraceae.
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1. INTRODUCAO

O maracujazeiro-azedo (Passiflora spp.) faz parte da familia
Passifloraceae, tendo ampla diversidade de espécies, sendo Passiflora edulis
Sims. e Passiflora alata Curtis. as espécies mais importantes comercialmente
(Meletti et al., 2011). Passiflora edulis é considerada a mais importante da familia,
principalmente para a fabricacdo de sucos. O aumento na demanda de seus
frutos favoreceu significativamente seu plantio no Brasil. Esse fato contribuiu para
que o pais se destacasse como o maior produtor mundial do fruto (Meletti et al.,
2011).

O género Passiflora tem sua origem na Africa, contendo cerca de 530
espécies, entre essas, 153 sdo nativas do Brasil. Por ser o centro de origem de
aproximadamente um terco das espécies, o Brasil € considerado um dos maiores
centros de diversidade do género Passiflora (Cervi, 2006; Bernacci et al., 2008;
Flora do Brasil, 2020).

Com toda essa diversidade de interesse ecolégico e econdbmico, 0
maracujazeiro-azedo tem sua sobrevivéncia ameacada, seja pela reducao
significativa das areas florestais, desmatamento, urbanizacdo e expanséo
agricola, aumentando consideravelmente a preocupacdo com a conservacao da
sua biodiversidade (Bernacci et al., 2005).

Os recursos genéticos sdo uma reserva natural de genes, sendo

importantes para manter a manutencdo de alimentos, fibras e medicamentos.



Contudo, devido ao crescimento constante e desorganizado da populacdo
humana, a exploracdo dos ecossistemas e ao processo de evolucdo pelas quais
as espécies passam na natureza, 0S recursos genéticos tendem a ser
comprometidos em consequéncia da erosao genética (Civatti et al., 2014).

A cultura de tecidos € um conjunto dos métodos de cultivo em meio
nutritivo de células, tecidos e 6rgdos de plantas em ambientes assépticos, sob
condicbes controladas de intensidade de fluxo de fétons, fotoperiodo,
temperatura, entre outros fatores. As técnicas de cultura de tecidos tém sido
utilizadas na recuperacdo de plantas livres de virus e outros agentes causadores
de doencas, na micropropagacao rapida de plantas, recuperacdo de hibridos
interespecificos de cruzamentos com incompatibilidade pds-zigoética, conservacao
e intercambio de germoplasma in vitro, transformacao genética e producdo de
haploides (Carvalho et al., 2011), entre outras.

Desse modo, as técnicas de cultivo in vitro podem auxiliar na conservacao
do germoplasma de P. edulis, além de auxiliar na utilizacdo dessa espécie para
outros propdsitos, como propagacao, transformacdo genética e producdo de
compostos bioativos (Faria et al., 2006; Faria et al., 2007; Soares et al., 2012).

A conservacao in vitro pode ser feita de duas formas. A primeira é feita
por meio da técnica conhecida por cultivo minimo in vitro ou crescimento lento,
processo pelo qual o material biolégico é conservado por curto periodo de tempo.
A segunda forma é a criopreservacédo, na qual o material € conservado por longos
periodos de tempo em nitrogénio liquido (Engelmann, 2011; Faria, 2008).

De acordo com Biddington (1992), o cultivo in vitro é feito dentro de
recipientes fechados, de tal maneira que gases, como, por exemplo, o etileno, que
€ indesejado, podem se acumular dentro dos frascos. E promove Varios
processos, entre 0s quais a abscisado foliar (Nepomuceno et al., 2007).

Deste modo, o objetivo do presente trabalho foi reduzir os efeitos do
etileno no cultivo minimo in vitro de Passiflora edulis pela suplementacdo de

nitrato de prata, um inibidor da acao do etileno.



2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Estudar os efeitos de diferentes concentragdes de nitrato de prata e tipos
vedacdo no cultivo in vitro de maracujazeiro-azedo, visando ao estabelecimento
de um protocolo de conservacdo in vitro do maracujazeiro-azedo ‘UENF Rio
Dourado’ (Passiflora edulis Sims) por cultivo minimo, utilizando o nitrato de prata,
aumentando o tempo entre os subcultivos pela inibicdo da acdo de resposta do

etileno.

2.2. Especificos

Estabelecer a concentracdo de nitrato de prata e qual tipo de vedacao
tampa rigida e tampa com membrana porosa a ser utilizado no cultivo in vitro do
maracujazeiro-azedo.

Estabelecer a concentracdo de nitrato de prata a ser utilizada no cultivo
minimo in vitro do maracujazeiro-azedo ‘UENF Rio Dourado’.

Prolongar o tempo de conservacéo in vitro do maracujazeiro-azedo ‘UENF
Rio Dourado’ pelo aumento do tempo entre os subcultivos.

Avaliar a resposta dos segmentos nodais oriundos do cultivo minimo in
vitro ao meio de crescimento.

Avaliar a viabilidade de plantas de maracujazeiro-azedo UENF Rio

Dourado aclimatizadas, provenientes da conservacao in vitro por cultivo minimo.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Origem, aspectos boténicos e econd6micos do maracujazeiro-azedo

A familia Passifloracea tem sua origem na Africa, seguindo
posteriormente para a Europa e a Asia, diferenciando-se com rapidez, tendo sua
dispersdo em regibes tropicais e subtropicais, exibindo ampla variedade
morfologica, genética e adaptabilidade climéatica (Muschner et al., 2012; Freitas et
al., 2011; Costa et al., 2016).

O maracujazeiro-azedo € um representante da familia Passifloraceae,
pertencente ao género Passiflora (Bernacci et al., 2015). O género Passiflora
abrange aproximadamente 530 espécies, sendo muitas espécies nativas dos
tropicos da América do Sul. O Brasil € considerado o centro de diversidade de
Passiflora, tendo 153 espécies nativas e 85 endémicas (Flora do Brasil, 2020).

O maracujazeiro-azedo é uma planta alégama, que apresenta
autoincompatibilidade do tipo esporofitica (Bruckner et al., 1995). A
autoincompatibilidade ocorre devido ao reconhecimento entre o pdlen e as
proteinas do estigma, de modo que os grdos de polen ndo germinam ou
produzem tubo polinico curto (Bugallo et al., 2011). O maracujazeiro-azedo
apresenta grande importancia econémica para o Brasil. Espécies como P. edulis
e P. alata séo cultivadas em razdo de suas propriedades alimenticias, medicinais

e ornamentais (Meletti, 2011). O fruto do maracujazeiro-azedo pode ser



consumido tanto in natura como na industria de sucos, doces, geleias, entre
outros produtos (Meletti et al., 2007). De acordo com Dhawan (2004), o género
Passiflora apresenta importante potencial farmacoldgico para a producdo de
ansioliticos.

Entretanto, com toda a importancia econdmica do maracujazeiro-azedo,
ele vem apresentando queda na produtividade e na durabilidade dos pomares
pela presenca recorrente de doencas que provocam danos na producdo e na
qualidade dos frutos (Delanoég, 1991; Junqueira et al., 2006; Meletti, 2011).

O programa de melhoramento de maracujazeiro-azedo desenvolvido pela
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro elaborou um programa
de selecdo recorrente intrapopulacional (populacdo UENF MAL). Trés ciclos de
selecdo recorrente de sementes de frutos provenientes do cruzamento de
polinizacdo aberta entre as melhores progénies selecionadas deram origem a
cultivar ‘UENF Rio Dourado’. A cultivar apresenta rendimento de 25 toneladas
ha -1, valores médios de 250 para nUmero de frutos por planta e 175 g para
peso dos frutos, o que proporciona um aumento percentual de 36% na
produtividade, de 25% no namero de frutos de 3% no peso dos frutos (Viana et
al., 2016).

3.2. A Conservacao de Passiflora

As espécies do género Passiflora apresentam ampla variedade
morfologica, tendo relacdo direta com sua extensa distribuicdo geografica e com
aspectos evolutivos que procedem da influéncia mutua entre seus polinizadores,
dispersores de sementes, pragas e doencas (Cerqueira-Silva et al., 2016).

Entretanto, o crescimento constante, a desorganizado da populacéo
humana e a exploracdo sem controle dos ecossistemas e de seus recursos
naturais tém colaborado para o desaparecimento desses ecossistemas naturais,
com isso, muitas espécies vegetais sofrem com a erosao genética, caracterizada
pela perda gradativa de sua reserva de genes (Civatti et al., 2014).

Por ser considerado uma reserva natural de genes, 0s recursos genéticos
vegetais tém potencial de utilizacdo para produtos sustentaveis, como, por
exemplo, produgdo de alimentos, fibras e medicamentos, importantissimos para a

humanidade. Sob esta perspectiva, € crescente a necessidade de conservacao



dos recursos genéticos vegetais, incluindo as espécies do género Passiflora
(Panis e Lombardi, 2005; Civatti et al., 2014).

A conservacgdo in situ € feita no espaco onde a espécie ocorre de forma
natural, de maneira que os processos biolégicos e fisicos sejam preservados
como as relagdes ecoldgicas e evolutivas. Esse tipo de conservacdo estabelece a
manutencao e o monitoramento das populacdes naturais. Entretanto, somente a
criacdo de areas de conservacdo nao garante a sobrevivéncia das espécies
(Heywood e Iriondo, 2003).

A conservacdo ex situ é feita em bancos de germoplasma,
responsaveis por preservar uma parte significativa das populacdes naturais
(Heywood e lIriondo, 2003). As estratégias para a conservagcao ex situ de
Passiflora nos programas de melhoramento genético de maracujazeiro-azedo
geralmente s&o restritas a bancos de sementes e a colegdes vivas (Cerqueira-
Silva et al., 2016).

De acordo com Kavani (2011), a conservacdo em bancos de sementes é
feita pela desidratacdo das sementes até os niveis iniciais mais baixos de agua,
sendo seu armazenamento feito em baixas temperaturas, entre -20 e 10 °C.

Nas colecdes vivas, as plantas sdo mantidas a campo, ficando assim
expostas a variacdoes ambientais, pragas e doencas. O género Passiflora
apresenta dificuldades em manter colecdes vivas nos bancos de sementes pela
perda gradativa da viabilidade das sementes armazenadas em baixas
temperaturas, havendo dificuldade de execucdo destas técnicas como estratégia
de conservacao por longos periodos (Cerqueira-Silva et al., 2016).

Sendo assim, a conservacao in vitro pode ser utilizada como instrumento

para a conservacédo da variabilidade genética do maracujazeiro-azedo.

3.3. Bancos ativos de germoplasma de Passiflora

A diminuigdo dos ambientes naturais em razdo da interferéncia humana
tem proporcionado erosdo genética de espécies de maracujazeiro-azedo. Em
vista disto, como finalidade de conservar e de prevencéo a extingdo de genotipos
gue tém interesse para programas de melhoramento genético de maracuja, faz-se
necessario construir, ampliar e fazer a manutengédo dos bancos de germoplasma
(Ferreira, 2005; Faleiro et al., 2011).



Em geral, a conservacéao ex situ de Passiflora é resumida aos bancos de
sementes e cole¢bes de campo (Ferreira, 2005; Cerqueira-Silva et al., 2016). S&o
contabilizadas cerca de 50 cole¢cdes de Passiflora, dispostas em 32 paises,
conservando, assim, em torno de 1200 acessos de maracujazeiro-azedo
(Ferreira, 2005; Faleiro et al.,, 2011). Aproximadamente 95% destes acessos
pertencem a bancos de germoplasma distribuidos apenas em nove paises: Brasil
(32%), Equador (30%), Peru (14%), Colombia (8%), Franca (3%), EUA (2%),
Costa Rica (2%), Jamaica (2%) e Quénia (2%) (Ferreira, 2005; Cerqueira - Silva
et al., 2014; Cerqueira - Silva et al., 2016).

A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) tem trés
bancos ativos de germoplasma de maracujazeiro-azedo em trés unidades.
Destaca-se que a Embrapa Mandioca e Fruticultura, que esta localizada em Cruz
das Almas, mantém um dos maiores Bancos de Germoplasma de Passiflora
(Ferreira, 1999; Lima et al., 2004), sendo conservados 478 acessos, abrangendo
52 espécies, em campo e in vitro. Os outros dois bancos ativos estdo localizados
nas unidades da Embrapa Cerrado (Bioma Cerrado) e Embrapa Semiarido (Bioma
Caatinga) (Faleiro et al., 2011).

Além da Embrapa, algumas universidades, instituicbes federais e
estaduais, distribuidas pelo Pais, também tém colecdes de suma importancia
(Cerqueira-Silva et al., 2016). A conservacao do germoplasma é feita em forma de
sementes, plantas a campo e explantes in vitro (Meletti et al., 2005; Faleiro et al.,
2011).

A Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro tem um
acervo de, aproximadamente, 27 espécies e 116 acessos conservados na forma

de sementes e em camaras frias (Pereira, 2020).

3.4. A Conservagéo in vitro de Passiflora

A conservacao dos recursos genéticos de Passiflora se faz necessaria por
deter varias caracteristicas de interesse para os programas de melhoramento
genético, como qualidade dos frutos, maior produtividade e resisténcia a
problemas fitossanitarios. Porém, o material genético das espécies do género
Passiflora corre o0 risco de desaparecer em algumas regides em razdo dos

impactos da acdo do homem sobre a natureza. Por consequéncia, o



desenvolvimento de estratégias de conservacdo para as espécies do género
Passiflora é de suma importancia.

A conservacao in situ é feita no ambiente em que a espécie ocorre de
maneira natural. Porém, nesse tipo de conservacdo, é necessario fazer a
manutencdo e o monitoramento das populagbes, nao havendo garantia da
sobrevivéncia das espécies (Heywood e Iriondo, 2003).

A conservagdo ex situ € feita em bancos de sementes, colecdes vivas
(Cerqueira-Silva et al.,, 2016) e in vitro (Veiga et al., 2012). Nos bancos de
sementes, as sementes sdo desidratadas até niveis de umidade mais baixos e
armazenadas em baixas temperaturas (Kavani, 2011). Nas colec¢bes vivas, as
plantas sdo mantidas a campo. As dificuldades em Passiflora de manter as
colecBes vivas e a perda gradativa da viabilidade das sementes armazenadas em
baixas temperaturas tendem a dificultar o emprego desta técnica como forma de
conservacgao por longos periodos (Cergueira-Silva et al., 2016).

A conservacdo in vitro por cultivo minimo é uma estratégia viavel para
manutencdo da variabilidade genética do maracujazeiro-azedo. Essa estratégia
tem como vantagem a utilizacdo de um espaco reduzido para manutencdo das
colecbes e de um ambiente controlado, livre dos ataques de pragas e doencas
(Faleiro et al., 2011).

A conservacao in vitro possibilita a manutencdo dos acessos em um
pequeno espaco fisico, facilitando a disponibilidade para o melhoramento genético
de plantas, impedindo ocasionais danos aos materiais de interesse (Faria, 2006;
Faria, 2008).

Existem duas estratégias fundamentais para a conservagdo in vitro de
germoplasma vegetal: o cultivo minimo in vitro, que conserva o material biolégico
por determinados periodos, e a criopreservacdo, que conserva o0 material por
longos periodos de tempo (Faria, 2008).

A criopreservagdo € um tipo de conservacdo de germoplasma que
consiste em colocar o material de interesse em temperaturas baixissimas em
nitrogénio liquido até -196° C (Engelmann, 2004; Kavini, 2011). Nessas
condicbes, todos o0s processos metabolicos e as divisbes celulares séo
parcialmente paralisados, fazendo com que o0 material vegetal possa ser

armazenado por longos periodos (Engelmann, 2004).



Gonzales-Benito et al. (2009) analisaram tolerancia a dessecacédo e ao
congelamento de sementes das espécies de P. pinnatistipula, P tarminiana e P.
mollissima. Observaram que, ap0s 48h de dessecacao, tempo maximo estudado,
as sementes P. pinnatistipula apresentaram 45% de germinagao e as sementes
de P. mollissima, 37% germinacdo, ja as sementes P. tarminiana, 23% de
germinacdo, a menor porcentagem observada de germinagdo. Para sementes
que nao foram dessecadas, a espécie P. pinnatistipula apresentou 75% de
germinacdo apos imersdo em nitrogénio liquido, nas outras espécies, nao foi
observada germinacéao.

Garcia et al. (2011) desenvolveram estratégias de conservagao in vitro
para P. suberosa, para conservacdo a longo prazo, tendo sido testadas duas
técnicas de criopreservacdo - a vitrificacdo e a encapsulacdo-vitrificacdo. De
acordo com os autores, 0 conjunto da técnica de encapsulamento-vitrificacao, o
pré-crescimento em meio suplementado com alta concentracdo de sacarose e a
incubacdo poés-criopreservacdo na auséncia de luz proporcionaram  maior
recuperacdo em comparacdo com o0s resultados obtidos com a técnica de
vitrificacao.

Merhy et al. (2014), com o objetivo de conservar o germoplasma de P.
pohlii, testaram duas técnicas de criopreservacdo - a Vvitrificacdo e o
encapsulacao-vitrificacdo. Os segmentos nodais cultivados em meio %2 MSM
contendo 0,7 M de sacorose foram selecionados como o tratamento ideal para o
pré-crescimento, por possibilitar a diminuicdo no teor de umidade. A técnica de
vitrificacdo influenciou de forma positiva a resposta dos segmentos nodais de P.
pohlii, tendo sido observada maior recuperacdo utilizando essa técnica em
comparacao com a técnica de encapsulacao-vitrificacao.

Generoso et al. (2019), em seu trabalho visando estudar a
criopreservacdo de sementes de P. edulis, cultivar ‘UENF Rio Dourado’, com
diferentes teores de agua inicial (25, 15, 10 e 5%), a germinagdo ex vitro das
sementes em rolos de papel e in vitro por meio do isolamento de embrides
maduros, observaram desidratacédo das sementes de P. edulis, cultivar ‘UENF Rio
Dourado’, sendo que o teor inicial de agua de 10% e a germinacgao in vitro de
embrides isolados proporcionaram 100% de germinacao.

A conservagao por cultivo minimo in vitro vem sendo utilizada com

sucesso ha conservacao de 30 acessos de batata-doce, pertencentes ao banco
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de germoplasma da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro,
com subcultivos a cada 180 dias (Vettorazzi et al., 2017). Para o género
Passiflora, existem poucos trabalhos sobre a conservagdo por cultivo minimo in
vitro.

Faria et al. (2006) testaram o0 meio MS com a combinagédo de trés
concentracbes de agente osmotico sorbitol (10; 20 e 40 g LY e trés
concentracdes de sacarose (0; 15 e 30 g L) na conservagdo de P. giberti e
observaram que a combinacdo de MS com adicdo do agente osmatico sorbitol
em 10 ou 20 mg/L favoreceu a conservacado das plantas por quatro meses, sem
subcultivos.

Garcia et al. (2011) desenvolveram estratégias de conservacao in vitro
para P. suberosa. A conservacdo a médio prazo foi feita pela manipulagdo do
meio de cultura e das condi¢des de luz. Entre os tratamentos utilizados, destaca-
se a conservacgao por 12 meses em meio ¥> MSM ou ¥4 MSM de forma conjunta
com a reducdo da intensidade luminosa (23 ymol m-2s?), possibilitando um
aumento dos intervalos entre subcultivos.

Merhy (2014), em seu trabalho de crescimento lento da espécie P. pohlii,
testou as concentragdes do meio de cultivo MSM, ¥2 MSM e ¥ MSM com ou sem
suplementacdo de ABA e duas temperaturas, 25 £2°C e 30 £+ 2°C. As plantas
foram mantidas por 12 meses em crescimento lento, tendo sido possivel manter o
crescimento lento de P. pohlii por seis meses sem necessidade de recultivos.
Apds 12 meses de crescimento, as plantas apresentaram 50% de sobrevivéncia
com o uso de ¥4 MSM e 25% com uso de %> MSM.

Generoso (2018), utilizando segmentos nodais visando ao cultivo minimo
de Passiflora edulis, testou trés concentragdes de sais minerais de MSM (total, %2
e V), trés concentracées de sacarose (10, 20 e 30 g L) e duas temperaturas.
Apés 180 dias, a maior porcentagem de sobrevivéncia de segmentos nodais de
maracujazeiro-azedo foi encontrada com a combinagéo de %2 de sais minerais de
MSM com 10 g L de sacarose (77,7%) e 20 g L de sacarose (50%). Na
temperatura de 27°C, a combinacéo de ¥4 de sais minerais de MSM com 20 g L
de sacarose apresentou plantas com coloracdo verde-clara, ja as demais
combinacdes apresentaram plantas com coloracdo amarela, indicando inicio de
senescéncia, 0 que sugere o acumulo de etileno no interior dos tubos de ensaio.

Deste modo, sdo necessarias novas investigacdes para aprimorar a técnica de
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cultivo minimo in vitro de P. edulis com a finalidade de aumentar o tempo de
conservacao in vitro.

Essa técnica da cultura de tecidos € feita dentro de recipientes fechados,
de modo que produtos gasosos tendem a se acumular dentro dos frascos, como,
por exemplo, o etileno, que, neste caso, é indesejado (Biddington, 1992). Porém o
etileno exerce papel importante no desenvolvimento das plantas, atuando em
varios processos, como, por exemplo, na maturacdo, germinacao, crescimento e
abscisao de folhas (Schaller e Kieber, 2002). Isso ocorre mesmo em baixas

concentracdes, pois o etileno é fisiologicamente ativo (Nepomuceno et al., 2007).

3.5. O etileno e a conservacao in vitro

O cultivo in vitro é feito em recipientes fechados, ocorrendo acumulo
de gases no seu interior, caso do etileno. O etileno € um hormdnio gasoso que
auxilia e atua diretamente em varios processos do desenvolvimento das plantas
(Biddington, 1992), mas seu acumulo ¢é prejudicial ao cultivo in vitro por
desencadear reacdes de oxidacgao, hiperidricidade e senescéncia da planta (Gao
et al., 2016).

A biossintese do etileno se inicia com a conversdo do aminoacido
metionina em  S-adenosil-L-metionina  (SAM) pela enzima Met
Adenosiltransferase. O SAM ¢é convertido em 1-aminociclopropano-acido
carboxilico (ACC) pela enzima ACC sintase (ACS). A atividade da ACS é o passo
limitante na sintese de etileno. O passo final requer oxigénio e envolve a acao da
enzima ACC-oxidase (ACO), anteriormente conhecida como enzima formadora de
etileno (EFE) (Wang et al., 2002).

A ligacdo ao etileno ocorre no dominio transmembrana N terminal, no
qual um cofator de cobre se liga a receptores presentes. E necessaria a presenca
do cobre para que essa ligagao ocorra (Wurgler-Murphy e Saito, 1997).

O etileno desempenha papel importante no desenvolvimento das plantas,
sendo responsavel por participar de varios processos como maturagao,
germinacao, crescimento, abscisdo de folhas e pétalas, senescéncia e resposta
da planta a estresse biético e abiético (Schaller e Kieber, 2002).

Contudo, quando o etileno se encontra em concentragdes elevadas no

cultivo in vitro, ele pode levar a planta a morte. A concentragdo acumulada é
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dependente da taxa de producdo de etileno nos tecidos. Embora os frascos
permitam a troca de etileno com o ambiente externo, sua produgéo ultrapassa sua
perda, ocasionando acumulo no interior dos frascos (Schaller e Kieber, 2002).

A utilizacdo de membranas permeaveis a gases € uma alternativa para
aumentar as trocas gasosas, proporcionando reducao da umidade relativa do ar,
aumento da taxa de transpiracdo, absorcdo de agua e nutrientes pela planta.
Reduz a concentracdo de etileno e mantém a concentracdo de CO:2 adequada,
favorecendo a fotossintese (Kozai e Kubota, 2001; Xiao et al., 2011).

Outra alternativa para minimizar os efeitos do etileno é a suplementagéo
do meio de cultura com inibidores de sintese e de acdo do etileno. Os inibidores
de etileno sédo substancias como aminoetoxivinilglicina (AVG), 1-metilciclopropeno
(1-MCP) e o nitrato de prata com capacidade de inibir ou atenuar os efeitos do
etileno (Bayer,1976; Taiz e Zeiger, 2017).

No desenvolvimento e na conservacao in vitro de Passiflora gibertii, Faria
et al. (2017) testaram as concentragées de 0, 1, 2, 4 e 8 mg L de nitrato de prata
no meio de cultura. Os autores indicam a suplementacéo de 2 mg L de nitrato
de prata para inibir a acédo do etileno.

De acordo com Bayer (1976), o ion de prata tem uma acéo eficiente na
inibicdo do etileno, sendo utilizado na forma de nitrato ou tiossulfato. Os ions de
prata na forma de AgNOs, quando adicionados ao meio de cultura, regulam de
forma eficiente a atividade do etileno na maior parte dos sistemas vegetais. Isso
ocorre devido ao fato de os ions de prata competirem pelos sitios de ligacdo do
cobre em receptores de etileno localizados na membrana plasmatica (Kumar et
al., 2009).
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4. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Setor de Horticultura do
Laboratério de Fitotecnia (LFIT) e em Casa de Vegetacao, na Unidade de Apoio a
Pesquisa (UAP), do Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuérias (CCTA) da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF).

4.1. Experimento |. Nitrato de prata e membranas de trocas gasosas no

cultivo in vitro do maracujazeiro-azedo (Passiflora edulis Sims)

4.1.1. Material vegetal

Como material vegetal, foram utilizadas sementes de frutos comerciais de
P. edulis. As sementes foram postas em uma peneira, lavadas em agua corrente
e postas para secar, por quatro dias, em temperatura ambiente, em uma
bandeja forrada com papel. Posteriormente, o tegumento das sementes de P.

edulis foi removido com o auxilio de uma minimorsa (Figura 1).
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Figura 1. Retirada do tegumento, desinfestacdo e excisdo dos embrides de P.
edulis. (A) semente com tegumento, (B) minimorsa utilizada para retirada do
tegumento, (C) semente sem tegumento, (D) desinfestacdo das sementes, (E)
embrides sendo excisados e (F) embrido isolado. Campos dos Goytacazes - RJ,
2020.

4.1.2. Desinfestacao das sementes

Em camara de fluxo laminar, as sementes foram desinfestadas por um
minuto em alcool 70% (v/v), posteriormente, imersas em 100 mL de solugéo de
hipoclorito de sédio (NaClO) a 0,5% com duas gotas de Tween 20® por 15
minutos e lavadas por trés vezes em agua deionizada e autoclavada nos tempos
de 5, 10 e 15 minutos. Em seguida, os embrides foram excisados com auxilio de

pinca e bisturi sob um microscoépio estereoscopio (Tecnival®) (Figura 1).
4.1.3. Conducéo do Experimento |

Os embrides foram postos para germinar em meio de cultivo constituido
por ¥2 MSM (Monteiro et al., 2000), vitaminas de White (Murashige e Skoog,
1962), 100 mg L de mio-inositol, 30 g L de sacarose, pH ajustado para 5,7 e
solidificado com 7 g L de &gar bacteriol6gico puro Vetec® e autoclavados por 20
minutos a 121°C e 1,1 atm.

Os frascos contendo os embrides foram mantidos na sala de crescimento

com temperatura de 27+2°C, no escuro, por 15 dias, posteriormente, transferidos
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para fotoperiodo de 16:8 horas de luz:escuro, com luminosidade fornecida por
lampadas OSRAM® luz do dia e intensidade luminosa de 54 pmol m?2 s,

Apos 45 dias, os segmentos nodais das plantulas foram transferidos para
meio constituido por sais minerais de MSM, acrescidos de vitaminas de White,
100 mg L* de mio-inositol, 30 g L de sacarose e concentracGes de nitrato de
prata (0,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0 mg L1). O pH foi ajustado para 5,7 e solidificado com
6 g L't de agar bacterioldgico Vetec®.

Foram distribuidos 50 mL de meio de cultivo em cada frasco (125 x 60
mm). Metade dos frascos foi vedada com tampa de polipropileno convencional e a
outra metade, vedada com tampa de polipropileno contendo dois furos de 10 mm
de diametro cobertos por duas camadas de fita microporosa M (Missner &
Missner®) e uma de PTFE (Amanco®) de 0,05 + 0,01 mm de espessura (Saldanha

et al., 2012) e autoclavados por 20 minutos a 121°C e 1,1 atm (Figura 2).

A B C

FITA MICROPOROSA

Figura 2. Modelo da confeccdo de membranas microporosas caseiras nas
tampas dos frascos de cultivo in vitro de plantas de P. edulis. (A) Membranas M2
com duas camadas de fita microporosa e uma de politetrafluoretileno. (B) Vista
superior da tampa com membrana caseira. (C) Vista inferior da tampa com
membrana caseira. Adaptado de Saldanha et al. (2012) (A). Campos dos
Goytacazes - RJ, 2020.

O experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente

casualizado, em esquema fatorial 5x2, em que foram testados cinco
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concentracdes de nitrato de prata (0,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0 mg L) e dois tipos de
vedacdes (tampa convencional e tampa com membranas de trocas gasosas),

composto por 6 repeticdes, sendo um frasco com 4 explantes por repeticéo.

Apo6s 40 dias, as plantas foram avaliadas quanto a altura, nimero de
folhas, volume de raiz, indice de verde e massa da matéria seca total. Parte das
plantas foi levada para a casa de vegetacdo onde foram lavadas em agua
corrente para a remocdo do meio de cultivo das raizes. Em seguida, foram
transferidas para bandejas de plastico, com capacidade de 200 mL por célula,
contendo o substrato comercial Basaplant® Hortaligas, e irrigadas duas vezes por
dia. Permaneceram aclimatizadas por 90 dias em casa de vegetacdo coberta

com filme agricola de 150 micra de espessura e tela de sombreamento de 35%.

4.2. Experimento II: Nitrato de prata no cultivo minimo in vitro do

maracujazeiro-azedo (Passiflora edulis Sims) ‘UENF Rio Dourado’

4.2.1. Material vegetal e obtencéo dos explantes para o experimento

Como material vegetal foram utilizadas sementes de Passiflora edulis
Sims, cultivar ‘UENF Rio Dourado’, oriundas da empresa Rio Norte Sementes.

O tegumento das sementes foi removido com o auxilio de uma mini-
morsa. Em camara de fluxo laminar, as sementes foram desinfestadas por um
minuto em alcool 70% (v/v), posteriormente imersas em 100 mL de solucdo de
hipoclorito de sddio (NaClO) a 0,5% com duas gotas de Tween 20 por 15 minutos
e lavadas por trés vezes em agua desionizada e autoclavada nos tempos de 5, 10
e 15 minutos. Em seguida, os embrides foram excisados com auxilio de uma
pinca e de um bisturi sob microscopio estereoscopio (Tecnival®).

Os explantes foram inoculados em frascos (125 mm x 60 mm) contendo
40 mL de meio de cultura, contendo os sais minerais do MSM (%2 for¢a) (Monteiro
et al., 2000) e as vitaminas de White (Murashige & Skoog, 1962), 100 mg L de
myo-inositol, 30 g L de sacarose, com pH ajustado para 5,7+ 0,1 antes de ser
solidificado com 7 g L de agar bacteriol6gico Vetec® e autoclavado por 20
minutos a 121°C e 1,0 atm de pressao. Foram inoculados cinco embrides por

frasco de cultivo e tampados com tampa de polipropileno..
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Os frascos contendo os embrides foram incubados em sala de cultivo com
temperatura de 27+2°C por 73 dias, sendo mantidos no escuro nos primeiros 15
dias. Em seguida, foram transferidos para a luz, sob fotoperiodo de 16:8 horas
luz: escuro e irradiancia de 54 pmol m? s, promovida por lampadas
fluorescentes OSRAM® luz do dia.

Para a conducdo do experimento de cultivo minimo in vitro do
maracujazeiro-azedo (Passiflora edulis Sims) ‘UENF Rio Dourado’, foram
utilizados como explantes os segmentos nodais (+ 5 mm) de plantulas com 73

dias de idade (Figura 3).

Figura 3. Sequéncia da obtencdo dos explantes para o experimento de cultivo
minimo in vitro do maracujazeiro-azedo ‘UENF Rio Dourado’. (A) Plantas com 73
dias de idade, (B) planta sendo segmentada e (C) segmentos nodais com + 5 mm
de tamanho. Campos dos Goytacazes - RJ, 2020.

4.2.2. Conducéo do experimento |l

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
em um esquema fatorial 5x6, sendo cinco concentracfes de nitrato de prata (0, 2,
4, 6 e 8 mg L?) e seis tempos de avaliagcdes 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias.

O meio de cultura utilizado foi o MSM com ¥4 de forca, com 10 g L de
sacarose, 10 mL L de vitaminas de White e 100 mg L mio-inositol, com pH
ajustado para 5,7+ 0,1 e 7 g L'! de agar bacteriolégico Vetec®, autoclavado por 15
minutos a 121°C e 1,0 atm de pressao, conforme recomendacfes de Generoso
(2018). O experimento foi constituido por seis repeticdes, sendo cada uma
composta por vinte tubos de ensaio (25 mm x 150 mm) com 10 mL de meio de

cultura e um segmento nodal, totalizando 120 tubos por tratamento.
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Os segmentos nodais foram inoculados em tubos de ensaio e mantidos
em sala de cultivo com temperatura de 27+2°C, sob fotoperiodo de 16:8 horas
luz:escuro e irradiancia de 25 umol m=2 s, promovida por lampadas fluorescentes
OSRAM® |uz do dia. A cada trinta dias, durante um periodo de 180 dias, foram
feitas avaliagOes referentes a sobrevivéncia, altura da planta, nimero de folhas e
coloracdo das folhas pela escala (1) verde, (2) verde-claro, (3) amarelo e (4)

marrom (Figura 4).

Figura 4. Escala de cores adotada durante as avaliacbes do experimento de
cultivo minimo in vitro de plantas de maracujazeiro-azedo ‘UENF Rio Dourado’ (1)
verde, (2) verde-claro, (3) amarelo e (4) marrom. Campos dos Goytacazes - RJ,
2020.

4.2.3. Crescimento dos explantes

Apo6s 180 dias de cultivo minimo in vitro, os segmentos nodais foram
transferidos para o meio de regeneracgao constituido pelos sais minerais de MSM,
vitaminas de White, 30 g L* de sacarose, 100 mg L' de mio-inositol, e 4,92 pmol
L1 de AIB (Trevisan e Mendes, 2005), com pH ajustado para 5,7, e solidificado
com 6 g L de agar bacteriol6gico Vetec®.

O meio de cultura foi autoclavado por 30 minutos a 121 °C e 1,1 atm. Em
camara de fluxo laminar foi filtro-esterilizado 2,89 pmol L! de GAs, adicionado ao
meio de cultura autoclavado, agitado para fazer sua homogeneizagcdo e
distribuidos 40 mL de meio por frasco de vidro (125 x 60 mm).

Foram transferidos trés segmentos nodais por frasco de cultivo (125 mm x
60 mm) e mantidos no meio de regeneracao por 60 dias na sala de crescimento

com temperatura de 27+2°C, fotoperiodo de 16:8 horas de luz:escuro e
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luminosidade fornecida por lampadas OSRAM® luz do dia, com intensidade

luminosa de 54 pmol m2 s,

4.2.4. Aclimatizacéo das plantas

As plantas sobreviventes foram levadas para casa de vegetacdo onde
foram lavadas em agua corrente para a remocdo do meio de cultivo das raizes e
transferidas para bandejas de plastico, com capacidade de 200 mL por célula,
contendo o substrato comercial Basaplant® Hortaligas, e irrigadas duas vezes por
dia. Permaneceram aclimatizadas por 30 dias.

Apos 30 dias, as mudas foram avaliadas quanto a sobrevivéncia, niumero
de folhas, altura da planta, volume das raizes, massa da matéria seca da parte
aérea, da raiz e total. Também foram feitas analises fisiolégicas como o indice de
verde (SPAD - Soil Plant Analysis Development) e o indice fotossintético (PI). A
intensidade de cor verde foi avaliada pelo medidor portatil de clorofila SPAD-502
Chlorophyll Meter® (Minolta, Japdo), sendo feitas trés leituras no segundo par de
folhas fotossinteticamente ativas e, em seguida, obtida a média. A avaliacdo do
indice fotossintético (PI) foi feita no segundo par de folhas fotossinteticamente
ativas por meio do fluorimetro ndo modulado, modelo Pocket PEA Chorophyll
Fluorimeter® (Hansatech Instruments - King’s Lynn, Norfolk). Durante as medidas,
foi utilizada uma pingca para a adaptacdo dos cloroplastos ao escuro por 20
minutos, para que todos os centros de reacdo do fotossistema Il (PSII)

adquirissem a condigao de “abertos” e a perda de calor fosse minima.

4.3. Andlise estatistica dos dados

Os dados obtidos nos experimentos | e Il primeiramente foram
submetidos ao teste inicial de normalidade de Shapiro-Wilk. Em seguida, foi feita
a analise de variancia (ANOVA), e os graus de liberdade dos tratamentos e suas
interacOes foram desdobrados pelo teste Tukey a 5% de probabilidade, com o
auxilio do programa SISVAR, verséo 5.6 (Ferreira, 2011).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Experimento I. Nitrato de prata e membranas de trocas gasosas no

cultivo in vitro do maracujazeiro-azedo (Passiflora edulis Sims)

A analise de variancia do cultivo in vitro durante 40 dias mostra que nao
houve interacdo significativa entre o tipo de vedacgédo e a concentragao de nitrato
de prata (AgNOg) para altura da planta, numero de folhas, volume de raiz, massa
seca total e indice de verde (SPAD). A suplementacdo de nitrato de prata
influenciou apenas o volume de raiz. Ja para as variaveis altura da planta,
namero de folhas, massa seca total e indice de verde (SPAD), houve influéncia do

tipo de vedacéo (Tabela 1).

Tabela 1. Resumo da andlise de variancia com quadrados médios para os efeitos
do tipo de tampa (T) e concentracdo de nitrato de prata (N) e suas interacdes nas
variaveis altura de planta, numero de folhas, volume de raiz, massa da matéria
seca total (MMST) e indice de verde (SPAD) em plantas de P. edulis cultivadas in
vitro. Campos dos Goytacazes - RJ, 2020.

Quadrado médio

FvV GL Altura da Nimero de  Volume de MMST SPAD
planta folhas raiz

Tampa (T) 1 3151,26* 8,26* 0,0190" 51480,91* 1756,59*

Nitrato (N) 4 158,17"s 2,17 0,0071* 1555,21" 74,63

TxN 4 108,46 1,13 0,010 3693,02" 76,91

Residuo 18 8360,85 1,77 0,005 3505,7 40,62

CV (%) 28,84 16,87 50,41 40,03 19,62

*Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.
ns Nao significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.
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Os tratamentos com as tampas com membranas de trocas gasosas
apresentaram as maiores médias para altura da planta, numero de folhas, massa
da matéria seca total e indice de verde de plantas de P. edulis (Tabela 2, Figura
5).

Tabela 2. Altura da planta (cm), numero de folhas, volume de raiz (cm3), massa
da matéria seca total (g) e indice de verde (SPAD) em plantas de P. edulis
cultivadas in vitro. Campos dos Goytacazes - RJ, 2020.

Massa da

Altura das , Volume L. indice de
N NUumero : matéria
Vedacéo plantas radicular verde
(mm) de folhas (cm?) seca total (SPAD)
(mg)

Tampa 60,9 b 7.2b 0,124 a 67.4 b 25.0 b
convencional
Tampacom

membrana de 814 a 8,3a 0,200 a 191,7 a 40,4 a

trocas gasosas
CV (%) 28,84 16,87 50,41 40,03 19,6

Médias na mesma coluna seguida pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste F (P < 0,05).

0,0 mg L 25 mgL?' 50mglL1 75mgL? 100 mg L1

Figura 5. Experimento de cultivo in vitro de plantas de P. edulis (A) Tampas com
membranas e (B) Tampas rigidas. Campos dos Goytacazes - RJ, 2020.
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Observou-se que o tratamento tampas com membranas proporcionou a
maior média para altura. Esse dado sugere que as tampas com membranas
atuam de forma a proporcionar maior intercambio gasoso e, com isso, maior
disponibilidade de CO2, reduzindo, assim, a umidade dentro dos frascos,
favorecendo maior crescimento das plantas. Também foi observada maior média
para o indice de verde com a utilizacdo de tampas com membranas, o que
comprova a maior concentracao de clorofila nas folhas.

Assim como no trabalho de Saldanha et al. (2012), a utilizacdo de
membranas, quando comparada com frascos sem membrana, possibilitou maior
troca gasosa, 0 que gerou aumento no crescimento das plantas e no conteudo de
pigmentos fotossintéticos em razdo da maior entrada de COs:.

Walter (2018) destaca o uso das tampas com membranas em trabalho
desenvolvido com pimenta, em que foram observadas as maiores médias para a
variavel altura da planta em compara¢édo com a utilizacdo de PVC e tampa rigida,
sugerindo que as tampas com membranas proporcionaram maiores trocas
gasosas nos frascos de cultivo, proporcionando crescimento das plantas.

A andlise de variancia apos os 90 dias de aclimatizacdo mostrou que nao
houve interacao significativa entre o tipo de vedacéo e a concentracédo de AgNOs3
para a altura da planta, numero de folhas, volume de raiz e massa seca total. A
suplementacdo de nitrato de prata ndo influenciou as variaveis analisadas. Ja
para a variavel altura da planta, houve influéncia do tipo de vedacao (Tabela 3).
As tampas com membranas apresentaram as maiores médias para altura da
planta (Figura 6).

Os tratamentos com as tampas com membranas microporosas
proporcionaram maior troca gasosa nos recipientes utilizados no cultivo, fazendo
com que gases, como O etileno, ndo se acumulassem no interior desses
recipientes e ndo causassem danos indesejaveis as plantas cultivadas in vitro.
Levando em consideracdo esse beneficio, poderia ser proposta a utilizacdo das
tampas com membranas microporosas no cultivo minimo in vitro, visando a
atenuar o efeito do etileno. Walter (2018) destaca que as plantas tiveram
incremento em altura como também foi observado no presente experimento
quando utilizadas as membranas microporosas. O que para o0 cultivo minimo in
vitro ndo seria viavel, pois € uma técnica para manter por mais tempo as plantas

in vitro com crescimento reduzido. Observamos que as plantas suplementadas
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com AgNOs apresentaram menor média para altura, podendo ser utilizadas para o

cultivo minimo in vitro.

Tabela 3. Altura da planta (cm), numero de folhas, volume de raiz (cm3) e massa
da matéria seca total (g) em plantas de P. edulis apds 90 dias na aclimatizacédo.

Campos dos Goytacazes - RJ, 2020.

QM
VT Mamta fomas derms  MMST
Ta(r%pa | 56,412191*  0,212560" 615,919219™ () o90g02ns
Ni:lr\la)lto 4 9297190™  17,281910"  534,324093" () 500934ns
TxN 4 18601989™ 15080193™  546,619563™ () 5q0934ns
Bloco 1 17.023459™  0,134952n 560,106495™ () 0g375"s
Residuo 58 ©:356159 8,321360 603,563537 () 506733

v (%) 16,12 37,91 447,86 44,61

*Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.
ns Nao significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.
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A) Numero de Folhas B) Alturada planta (cm)
18 -
16,582
16 1 14,77h
7,66a 7,552 14 |
12
10
8
6
4
2
0
Membrana Rigida Membrana Rigida
C) Volume de raiz (cm3) D) MMST (g)
1,25 +
§,60a 1,02a 101a
1 .
0,75
0,5 -
2,62a
0,25
0 -
Membrana Rigida Membrana Rigida

Figura 6. Experimento de cultivo in vitro de plantas de P. edulis apés 90 dias na
aclimatizacao. (A) altura da planta (cm), (B) numero de folhas, (C) volume de raiz
(cm3) e (D) massa da matéria seca total (MMST) (g). Médias seguidas da mesma
letra na coluna nado diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05). Campos dos
Goytacazes - RJ, 2020.
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5.2. Experimento Il: Nitrato de prata no cultivo minimo in vitro do

maracujazeiro-azedo (Passiflora edulis Sims) ‘UENF Rio Dourado’

No experimento I, foi observado que a suplementacdo de AgNOs ao meio
de cultivo resultou na menor média para altura da planta, em comparacdo com
a utilizacdo das tampas com membranas. Diante deste contexto, a suplementacao
do meio de cultivo com AgNOs foi investigada no experimento 1l como forma de
inibir a acdo de resposta do etileno visando a elaboracdo de um protocolo
eficiente para conservacao in vitro por cultivo minimo de Passiflora edulis.

A andlise de variancia do cultivo minimo in vitro durante 180 dias mostra a
interacdo significativa entre o tempo e a concentracdo de AgNOs para a
sobrevivéncia, numero de folhas, cor e altura dos segmentos nodais. Houve
diferenca significativa no tempo e na concentracdo de AgNOs para as variaveis
sobrevivéncia, numero de folhas, cor e altura maracujazeiro-azedo ‘UENF Rio
Dourado’ (Tabela 4). Nado houve diferenca para o tratamento em todas as

variaveis analisadas.

Tabela 4. Resumo da andlise de variancia com os quadrados médios para o
cultivo minimo in vitro de segmentos nodais de maracujazeiro-azedo ‘UENF Rio
Dourado’, cultivados por 180 dias com diferentes concentracdes de AgNOs em
diferentes tempos. Campos dos Goytacazes - RJ, 2020.

QM
FV GL Sobrevivéncia Folhas Cor Altura Raiz
Tempo (T) 5 2987,1022* 3,4695* 0,6414* 48,4653* 412,5453"

Tratamento 4 11758,5055 " 22,0867  4,5264  109,8260™ 209,1679"
(TR) ns ns

TXTR 20 2269,7355* 0,89547* 0,8237* 21,6625*  93,6057*
Residuo 5 27,3523 0,1001  0,0443  5,1442 105,1494
CV (%) 5,88 17,08 13,48 32,02 209,34

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

No desdobramento da interacdo entre o tempo e a concentragdo de
nitrato de prata, observa-se que a combinacdo entre as concentracbes de AgNOs3
e 0 tempo favoreceu a sobrevivéncia das plantas em comparagéo com o controle

durante 180 dias de cultivo minimo in vitro (Tabela 5).
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Tabela 5. Andlise de desdobramento da sobrevivéncia, nimero de folhas, cor e
altura de segmentos nodais de maracujazeiro-azedo ‘UENF Rio Dourado’ em
funcdo da interacdo entre as concentracdes de nitrato de prata e o tempo apos
180 dias em cultivo minimo in vitro. Campos dos Goytacazes - RJ, 2020.

Sobrevivéncia (%)

Tempo Nitrato de prata (mg L)

(dias) 0 2 4 6 8 Média
30 95,6 Aa 99,1 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa 99,1 Aa 98,8 a
60 87,6 Bab 97,5 Aa 100,0 Aa 93,6 Abab 100,0 Aa 95,7 ab
90 81,8 Bbc 96,6 Aa 100,0 Aa 92,5 Aab 98,3 Aa 93,8b
120 76,6 Bb 92,5 Aa 100,0 Aa 94,0 Aab 100,0 Aa 92,6 b
150 0,0 Cc 92,5 Aa 100,0 Aa 94,0 Aab 100,0 Aa 77,3cC
180 0,0 Cc 90,8 Aba 97,5 Aba 90,0 Bb 99,1 Aa 75,5¢C

Média 56,9C 94,8 B 99,5 A 94,0B 994 A

Folhas (n°)
Tempo Nitrato de prata (mg L)

(dias) 0 2 4 6 8 Média
30 0,67 Ba 1,57 Ac 1,48 Ac 1,72 Aa 1,48 Ad 1,38 ¢c
60 0,97 Ba 1,89 Abc 1,81 Abc 2,07 Abc 1,88 Acd 1,72b
90 0,62 Ba 1,82 Abc 2,22 Ab 2,16 Abc 2,15 Abc 1,79b
120 0,47 Bab 2,18 Ab 2,23 Ab 2,36 Ab 2,46 Ab 194 b
150 0,00 Bb 2,18 Ab 2,23 Ab 2,36 Ab 2,36 Abc 1,82b
180 0,00 Bb 2,84 Ba 3,31 Ba 2,99 Ba 3,01 Ba 243 a

Média 0,45B 2,08 A 2,21 A 2,27 A 2,22 A

Coloracéo
Tempo Nitrato de prata (mg L)

(dias) 0 2 4 6 8 Média
30 1,29 Bb 1,61 Aba 1,53 Ba 1,90 Aa 1,60 Aba 1,59 a
60 1,39 Bb 1,67 Aba 1,48 Ba 1,85 Aa 1,59 Aba 1,60 a
90 1,56 Bha 1,73 Aba 1,59 Ba 1,94 Aa 1,66 Aba 1,70 a
120 1,75 Aab 1,87 Aa 1,50 Ba 1,96 Aa 1,45 Ba 1,71 a
150 0,00 Cc 1,87 Aa 1,50 Ba 1,97 Aa 1,50 Ba 1,37b
180 0,00 Cc 1,84 Aa 1,68 ABa 2,01 Aa 1,44 Ba 1,39b

Média 1,00D 1,76 B 1,553 C 1,943 A 1,542 C

Altura (mm)

Tempo Nitrato de prata (mg L)

(dias) 0 2 4 6 8 Média
30 5,30 Aa 5,19 Aa 5,16 Ab 5,23 Ac 5,29 Aa 523d
60 6,15 Aa 6,93 Aa 7,00 Ab 7,68 Ac 6,64 Aa 6,88 bcd
90 7,38 Aa 8,54 Aa 9,30 Aa 9,43 Aab 8,34 Aa 8,60 a
120 6,45 Ba 7,07 Ba 9,05 Aba 12,52 Aa 7,11 Aa 8,43 ba
150 0,00 Bb 7,05 Aa 9,05 Aa 8,77 Aabc 7,00 Aa 6,37 cd
180 0,00 Bb 8,56 Aa 9,59 Aa 8,76 Aabc 7,93 Aa 6,97 abc

Média 4,21 C 7,21 B 8,19 AB 8,73 A 7,05B

Médias seguidas da mesma letra mailscula na linha e mindscula na coluna ndo diferem entre si
pelo teste Tukey (P<0,05). No intervalo de 1 a 1,6 das médias de coloracao, foi considerada a cor
verde. No intervalo de 1,7 a 1,9, foi considerado verde claro.
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Aos 30 dias de cultivo minimo in vitro, com relacdo a variavel
sobrevivéncia, observou-se que todas as concentracdes de AgNOs utilizadas e o
tratamento controle ndo apresentaram médias com diferenca estatistica
significativa.

Para a variavel numero de folhas, observa-se que aos 30 dias de cultivo
minimo in vitro o tratamento controle apresentou a menor média de numero de
folhas (0,67), quando comparado com os demais tratamentos (2,4 ,6 e8 mg L
1) de AgNOs e suas respectivas médias (1,57; 1,48; 1,72; 1,48), apresentando
diferenca estatistica significativa (Tabela 5).

Com relacao a variavel cor, observa-se que aos 30 dias de cultivo minimo
in vitro os tratamentos (0 , 4 e 8 mg L) de AgNOs apresentaram as menores
médias para coloracdo (1,29; 1,53; 1,60), quando comparados com 0sS
tratamentos de 2 e 6 mg L' (1,61; 1,90), apresentando diferenca estatistica
significativa. Os tratamentos 2 e 6 mg L ndo diferiram estatisticamente da
concentracdo de 8 mg L (Tabela 5).

Com relacao a variavel altura do explante, observa-se que aos 30 dias de
cultivo minimo in vitro todos os tratamentos com (0 ,2,4,6 e8 mg L) de
AgNOs e suas respectivas médias ( 5,30; 5,19; 5,16; 5,23; 5,29) nao
apresentaram médias com diferenca estatistica significativa (Tabela 5).

Aos 60 dias de cultivo minimo in vitro, o tratamento controle 0 mg L*
apresentou a menor média de sobrevivéncia, 87,6%, quando comparado com 0s
demais tratamentos (2,4 , 6 e 8 mg L') de AgNOs e suas respectivas médias
(97,5; 100,0; 93,6 e 100,0%), apresentando diferenca estatistica significativa. O
tratamento controle ndo diferiu estatisticamente da concentracdo de 6 mg L* de
AgNOs, a qual tem a segunda menor média de sobrevivéncia. AO mesmo tempo,
a concentracdo 6 mg L' AgNOs ndo diferiu estatisticamente das demais
concentracdes utilizadas (Tabela 5).

Com relacdo ao numero de folhas aos 60 dias de cultivo minimo in vitro, o
tratamento controle 0 mg L apresentou a menor média, 0,97, quando comparado
aos demais tratamentos (2, 4 6 e 8 mg L) de AgNOs e suas respectivas médias
(1,89; 1,81; 2,07 e 1,88%), apresentando diferenca estatistica significativa (Tabela
5).

Com relacdo a variavel cor aos 60 dias de cultivo minimo in vitro, 0os

tratamentos (0, 4 e 8 mg L) de AgNOs apresentaram as menores médias com
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(1,39; 1,48 e 1,59;) quando comparados com os tratamentos 2 e 6 mg L (1,67 e
1,85), apresentando diferenca estatistica significativa. Os tratamentos com 2 e 6
mg L ndo diferiram estatisticamente da concentracdo de 8 mg L (Tabela 5).

Com relacdo a variavel altura do explante aos 60 dias de cultivo minimo in
vitro, todos os tratamentos com 0, 2, 4, 6 e 8 mg L' de AgNOs e suas
respectivas médias ( 6,15; 6,93; 7,00; 7,68 e 6,64) ndo apresentaram medias
com diferenca estatistica significativa (Tabela 5).

Aos 90 dias de cultivo minimo in vitro, o tratamento controle 0 mg L*
apresentou a menor média de sobrevivéncia, 81,8%, quando comparado com 0s
demais tratamentos (2,4, 6 e 8 mg L) de AgNOs e suas respectivas médias (
96,6; 100,0; 92,5 e 98,3%), apresentando diferenca estatistica significativa (Tabela
5).

Garcia et al. (2011), apds trés meses de crescimento de P. suberosa
destacam que o uso de %> MSM ,% MSM e MSM suplementado com ABA
proporcionou 100% de sobrevivéncia das plantas.

Para a variavel numero de folhas aos 90 dias de cultivo minimo in vitro, o
tratamento controle 0 mg L' manteve a menor média, 0,62 quando comparado
com os demais tratamentos (2, 4, 6 e 8 mg L) de AgNOs e suas respectivas
médias (1,82; 2,22; 2,16 e 2,15), apresentando diferenca estatistica significativa
(Tabela 5).

Para a variavel cor aos 90 dias de cultivo minimo in vitro os tratamentos
com 0, 4 e 8 mg L* de AgNOs mantiveram as menores médias para a variavel,
com 1,56; 1,59 e 1,66, qguando comparados com os tratamentos 2 e 6 mg L e
suas respectivas médias (1,73; 1,94;), apresentando diferenca estatistica
significativa. Os tratamentos com 2 e 6 mg L™ ndo diferiram estatisticamente da
concentracdo de 8 mg L! de AgNOs (Tabela 5).

Com relacéo a variavel altura do explante aos 90 dias de cultivo minimo in
vitro,  todos os tratamentos com 0, 2,4 ,6 e 8 mg L' de AgNOs e suas
respectivas médias ( 7,38; 8,54; 9,30; 9,43 e 8,34) ndo apresentaram médias com
diferenca estatistica significativa (Tabela 5).

Aos 120 de cultivo minimo in vitro dias, o tratamento controle teve a
menor média de sobrevivéncia, 76,6%, sendo que os demais tratamentos (2 mg

LY, 4mg L', 6 mgL!e 8 mgL?t) de AgNOz apresentaram as maiores médias
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(92,5; 100,0; 94,0 e 100,0%), respectivamente, apresentando diferenca
estatistica significativa (Tabela 5).

Garcia et al. (2011) destacam que, apos seis meses de crescimento de P.
suberosa, as plantas apresentaram 100% de sobrevivéncia com o uso de ¥>2 MSM
e ¥4 MSM; ja as plantas mantidas na combinacdo de MSM suplementado com
ABA sofreram reducdo de 50% na sobrevivéncia e apresentaram queda das
folnas e raizes espessas. Esses dados diferem dos dados encontrados por
Generoso (2018), pois as plantas mantidas no tratamento controle ¥ MSM, 10g L
de sacarose e 0 mg L* de AgNOs morreram aos cinco meses de crescimento
lento.

Para a variavel namero de folhas aos 120 dias de cultivo minimo in vitro, o
tratamento controle tem a menor média (0,47), sendo que os demais tratamentos
(2,4 ,6e8mg L1 apresentaram as maiores médias (2,18; 2,23; 2,36 e 2,46),
respectivamente, apresentando diferenca estatistica significativa (Tabela 5).

Para a variavel cor aos 120 dias de cultivo minimo in vitro dias, os
tratamentos com 0, 2 e 6 mg L' de AgNOs apresentaram as maiores médias
(1,75; 1,87 e 1,96), quando comparados com os tratamentos 4 e 8 mg L de
AgNOs, que apresentaram as menores médias, 1,50 e 1,45, respectivamente,
apresentando diferenca estatistica significativa entre os tratamentos (Tabela 5).

Com relacdo a variavel altura do explante aos 120 de cultivo minimo in
vitro dias, os tratamentos com 0 e 2 mg L' de AgNOs apresentaram as menores
médias (6,45 e 7,07) para altura do explante, sendo que os demais tratamentos,
4, 6 e 8 mg L, apresentaram as maiores médias (9,05; 12,52 e 7,11),
respectivamente, apresentando diferenca estatistica significativa (Tabela 5).

Aos 150 dias de cultivo minimo in vitro, o tratamento controle apresentou
a menor média de sobrevivéncia, 0,0%, quando comparado aos tratamentos
com AgNOs. Esse resultado se deve ao fato de o0s explantes inoculados no
tratamento controle terem morrido nesse estadio do cultivo minimo in vitro,
devendo ser ressaltado que o tratamento controle vem sendo utilizado para
conservacdo dessa espécie. Ja os tratamentos com AgNOsz (2,4 ,6 e 8 mg L?)
apresentaram as maiores medias de sobrevivéncia (92,5; 100,0; 94,0 e 100,0%),
respectivamente (Tabela 5).

Para a variavel numero de folhas aos 150 dias de cultivo minimo in vitro, o

tratamento controle apresentou a menor meédia, 0,00, quando comparado aos
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tratamentos com nitrato de prata. Ja os tratamentos com AgNOs3 (2,4 ,6 e 8 mg
L'1) apresentaram as maiores médias de numero de folhas (2,18; 2,23; 2,36 e
2,36), respectivamente (Tabela 5).

Para a variavel cor aos 150 dias de cultivo minimo in vitro, o tratamento
controle apresentou a menor média, 0,00, quando comparado aos tratamentos
com AgNOsz. Ja os tratamentos com 2 e 6 mg L' de nitrato de prata
apresentaram as maiores meédias com (1,87 e 1,97;), e os tratamentos com 4 e 8
mg L apresentaram as menores médias entre os tratamentos com AgNOa.

Para a variavel altura do explante aos 150 dias de cultivo minimo in vitro,
o tratamento controle apresentou a menor média para altura do explante, 0,00,
quando comparado aos tratamentos com AgNOs (2, 4, 6 e 8 mg L) e suas
respectivas médias (7,05; 9,05; 8,77 e 7,00), apresentando diferenca estatistica
significativa (Tabela 5).

Aos 180 dias de cultivo minimo in vitro, o tratamento controle teve a
menor de sobrevivéncia, 0,0%, sendo que os demais tratamentos (2,4 ,6 €8
mg L) apresentaram as maiores médias (90,8; 97,5, 90 e 99,1%),
respectivamente, apresentando diferenca estatistica significativa. Além disso, a
concentracédo de 6 mg L* de AgNOsz apresentou a menor média de sobrevivéncia
em comparacdo com as demais concentracdes utilizadas, diferindo
estatisticamente das demais concentracdes (Tabela 5).

Para a variavel numero de folhas aos 180 dias de cultivo minimo in vitro, o
tratamento controle teve a menor média, 0,00, sendo que os demais tratamentos
(2, 4, 6 e 8 mg L) apresentaram as maiores médias (2,84; 3,31; 2,99 e 3,01),
respectivamente, ndo apresentando diferenca estatistica significativa, ou seja, 0s
tratamentos nao diferem entre si (Tabela 5).

Para a variavel altura do explante aos 150 dias de cultivo minimo in vitro,
o tratamento controle apresentou a menor média, 0,00. quando comparado aos
tratamentos com AgNOs3 (2,4 , 6 e 8 mg L) e suas respectivas médias (7,05;
9,05; 8,77 e 7,00), apresentando diferenca estatistica significativa (Tabela 5).

Para a variavel cor aos 180 dias de cultivo minimo in vitro, o tratamento
controle teve a menor meédia, 0,00, sendo que os demais tratamentos com 2 e 6
mg L' de AgNOs apresentaram as maiores médias (1,84 e 2,01); ja os
tratamentos com 4 e 8 mg L de AgNOs apresentaram as menores médias (1,53 e

1,54), respectivamente (Tabela 5).
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Para a variavel altura do explante aos 180 dias de cultivo minimo in vitro,
o tratamento controle apresentou a menor média, 0,00, quando comparado aos
tratamentos com nitrato de prata (2, 4, 6 e 8 mg L) e suas respectivas médias
(8,56; 9,59; 8,76 e 7,93), apresentando diferenca estatistica significativa (Tabela
5).

De acordo com os dados apresentados, observa-se que, ap6s 180 dias de
cultivo minimo in vitro, mesmo ocorrendo a morte dos explantes do tratamento
controle (aos 150 dias), os explantes dos tratamentos com AgNOs permaneceram
vivos até 180 dias, com folhas.

Trevisan et al. (2005), em seu trabalho com organogénese de P. edulis,
destacam o uso de AgNOs no meio de indugéo e crescimento, com o intuito de
minimizar os efeitos provocados pela acumulacdo de etileno nos frascos de
cultura. Observaram que brotos adventicios mantidos em meio com AgNOs se
apresentaram mais vigorosos do que os brotos mantidos em meio sem AgNOs.

Aos 30 dias de cultivo minimo in vitro para as varidveis sobrevivéncia e
altura do explante, as médias do tratamento controle e dos tratamentos com
AgNOs ndo apresentaram diferenga estatistica significativa. Para as variaveis
namero de folhas e cor, a suplementacdo com nitrato de prata apresentou as
maiores médias, em comparacao com o tratamento controle (Tabela 5).

A partir dos 60 dias de cultivo minimo in vitro, as maiores médias para a
variavel sobrevivéncia foram observadas com a suplementacéo de nitrato de prata
(Tabela 5).

Observou-se que a sobrevivéncia para o tratamento controle apresentou
decréscimo nas suas médias a partir dos 60 dias, seguindo até a média zero de
sobrevivéncia aos 150 dias de cultivo minimo in vitro (Tabela 5). Generoso (2018),
em seu trabalho com P. edulis, destaca que a temperatura influencia a
sobrevivéncia das plantas no cultivo minimo in vitro. Aos 180 dias na temperatura
de 20°C, apresentou maior média de sobrevivéncia quando comparado com as
plantas mantidas no cultivo minimo na temperatura de 27°C.

Podemos observar que a suplementacdo ao meio de cultivo com nitrato
de prata favoreceu as maiores meédias de sobrevivéncia por 180 dias de cultivo
minimo in vitro. Generoso (2018), com a combinacéo de % de MSM e 10 mg L*
de sacarose na temperatura de 27°C, obteve média de 77,7% para a variavel

sobrevivéncia aos 180 dias, apresentando média menor para a variavel em
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comparacgdo aos tratamentos com 2,4 ,6 e 8 mg L de nitrato de prata com
suas respectivas meédias 90,8%, 97,5%, 90% e 99,1%. De acordo Bayer (1976),
o ion de prata compete pelo sitio de ligacdo do cobre, que é o cofator responsavel
pela ligacdo do etileno a seu sitio ativo, inibindo, assim, sua acédo de resposta,
gue desencadeia a senescéncia das plantas, consequentemente causando sua
morte.

Aos 180 dias de cultivo minimo in vitro, as maiores médias para a folhas
foram observadas com a suplementacdo de AgNOs ao meio de cultivo. Generoso
(2018), com a combinacéo de ¥ de MSM e 10 mg L de sacarose na temperatura
de 27°C, obteve média de 3,3 para numero de folhas aos 180 dias, sendo esta a
maior média para a variAvel em comparacdo com o0s demais tratamentos
cultivados na temperatura de 27°C. No presente trabalho, a concentracdo com 4
mg L de nitrato de prata apresentou média de 3,31 para nimero de folhas, sendo
semelhante a média obtida por Generoso (2018).

Faria et al. (2017) destacam que a suplementacdo com AgNOs favoreceu
o aumento de folhas durante 30 e 60 dias, periodos em que foram feitas as
avaliacoes. Além disso, ressaltam que a concentracdo de 1 mg L* apds 90 dias
ndo apresentou diferenca estatistica significativa em comparagdo com o
controle. No presente trabalho, foi observado que todas as concentracdes de
nitrato de prata proporcionaram maior nimero de folhas durante o periodo de 180
dias, em comparacdo com o controle.

Para a variavel cor, as concentrages 2, 4 e 8 mg L apresentaram as
meédias no intervalo de 1 a 1,8, 0 que caracteriza coloracdo verde pela escala
utilizada. Esse resultado difere do resultado de Generoso (2018), que observou
coloracdo amarela ja nos 60 dias de cultivo minimo in vitro. A senescéncia foliar
faz parte do desenvolvimento da planta e induz a morte celular programada como
mecanismo de adaptacdo das plantas. Durante esse estadio, ocorrem rapida
degradacéo da clorofila e degeneracédo do cloroplasto. Uma das caracteristicas da
senescéncia nas plantas € a mudanca gradativa na coloracdo das folhas,
passando de verde para marrom (Gao et al., 2017). O peroxido de hidrogénio
(H202) nas plantas atua em condi¢des de estresse como molécula sinalizadora de
Varios processos, entre eles, a senescéncia (Jajic et al., 2015). Observou-se que,
quando o meio de cultivo é suplementado com nitrato de prata, ocorre reducéo da

atividade enzimatica da H20:2 (Paladi et al., 2017). Desse modo, a suplementacao
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de nitrato de prata ao meio de cultivo inibe o efeito da senescéncia, mantendo,
assim, as plantas verdes.

Aos 180 dias, para a variavel altura da planta, os tratamentos com nitrato
de prata ndo apresentaram diferenca estatistica significativa. Durante esse
periodo, as plantas cultivadas no meio com suplementacao de nitrato de prata nao
cresceram muito, mantiveram sua altura e, ao mesmo tempo, conseguiram se
desenvolver.

Nos processos de crescimento e desenvolvimento das plantas, ocorre
atuacdo de varios hormonios, podendo ocorrer, entre eles, uma relacdo sinérgica
ou antagbnica. O antagonismo dos horménios € caracterizado pelo desbalango
em suas concentracdes, que pode ser maior ou menor na planta, levando a uma
determinada resposta e ao desencadeamento de funcdes. Podemos citar, por
exemplo, a relagéo entre o etileno e a auxina (Igbal et al., 2017).

Paladi et al. (2017) destacam em seu trabalho o perfil dos genes
envolvidos no mecanismo de acédo de resposta do etileno e reforcam a atuacao do
nitrato de prata, elucidada por Bayer (1976). A inibicdo da resposta a acdo do
etileno provocada por nitrato de prata induz o aumento da concentracdo de
citocinina na planta, fazendo, assim, uma regulacdo negativa do gene da via de
sintese da auxina CYP83B1, induzindo baixa concentracdo de auxina na planta. A
auxina é um hormoénio que desempenha varias funcées nas plantas, sendo
responsavel pelo alongamento dos caules das plantas, ou seja, pelo crescimento
da planta e pela absciséo foliar. Esse dado é importante para o cultivo minimo in
vitro, pois possibilita manter as plantas in vitro por 180 dias sem crescer muito,

favorecendo, assim, a diminuicdo do tempo entre os subcultivos (Figura 7).
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90 120 150 180

Figura 7. Morfologia dos segmentos nodais de maracujazeiro-azedo ‘UENF Rio
Dourado’ durante os 180 dias de cultivo minimo in vitro. Em A) 0,0 mg L%, B) 2,0
mg L, C)4,0mg L1, D) 6,0 mgL?teE)8,0mg L de nitrato de prata. Campos
dos Goytacazes - RJ, 2020.

Com a relacdo a variavel presenca de raiz, ela apresentou maior média
apos 180 dias e foi observada pouca ou nenhuma porcentagem de raiz nas

plantas (Tabela 6). Faria (2010) destaca que 0 maracujazeiro-azedo tem
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dificuldade de enraizamento no cultivo in vitro, sendo necessaria a adicdo de uma

auxina ao meio de cultura.

Tabela 6. Médias da porcentagem raiz de segmentos nodais de maracujazeiro-
azedo UENF Rio Dourado apos 180 dias em cultivo minimo in vitro em diferentes
concentracdes de nitrato de prata. Campos dos Goytacazes - RJ, 2020.

Raiz (%)
Tempo (dias) Médias
30 0,354 c
60 1,030 c
90 5,231 ab
120 6,984 ab
150 5,579 ab
180 10,210 a
C.V. (%) 209,34

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

O uso do nitrato de prata no meio de cultivo pode ter contribuido para o
pouco desenvolvimento das raizes, pois ele aumenta a concentracdo de
citocinina, que regula negativamente o gene de ativagdo da auxina, o que induz
sua baixa concentracdo na planta, comprometendo o desenvolvimento das raizes.
Esse dado deve ser investigado posteriormente para melhor compreensédo das
relacfes existentes entre esses hormonios.

Na literatura existem poucos trabalhos com cultivo minimo de Passiflora e
este trabalho é segundo sobre conservacéao in vitro de Passiflora edulis por cultivo
minimo. E o primeiro a utilizar a suplementacdo de nitrato de prata no cultivo
minimo dessa espécie. Os dados desde trabalho mostram a potencialidade do
uso do nitrato de prata para o cultivo minimo, além de aumentar a taxa de
sobrevivéncia das plantas e reduzir seu crescimento sem afetar seu
desenvolvimento.

Aos 180 dias, as plantas foram transferidas para o meio de regeneracao e
ai permaneceram por 60 dias. Em metade das plantas, foram avaliados o
namero de folhas, a sobrevivéncia, altura, raiz e massa da matéria seca total. A

outra parcela das plantas foi levada para aclimatizac&o por 30 dias (Figura 8).
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Figura 8. Experimento de cultivo minimo in vitro de plantas de maracujazeiro-
azedo ‘UENF Rio Dourado’ (A) Plantas no meio de regeneracéo, (B) plantas em
casa de vegetacao e (C) planta sendo avaliada ap6s 30 dias de aclimatizacao.
Campos dos Goytacazes - RJ, 2020.

A analise de variancia das plantas oriundas do cultivo minimo no meio de
regeneracdo durante 30 dias mostra que ndo houve diferenca estatistica
significativa entre as variaveis altura da planta, volume de raiz, nimero de folhas,
sobrevivéncia e massa da matéria seca total para o maracujazeiro-azedo ‘UENF
Rio Dourado’ (Tabela 7).

Tabela 7. Resumo da andlise de varidncia com os quadrados médios apds 60
dias no meio de crescimento de segmentos nodais de maracujazeiro-azedo
‘UENF Rio Dourado’ submetidos ao cultivo minimo, cultivados por 180 dias com
diferentes concentracfes de nitrato de prata em diferentes tempos. Campos dos
Goytacazes - RJ, 2020.

M

FVv GL Sobrevivéncia F(glhas Altura Raiz MMST
Tratamento 3 500,00 ™ 0,253 ™ 14,83 s 0,07 0,001
Residuo 16 500,00 0,324 9,67 0,571 0,003
CV (%) 23,54 32,08 32,19 162,27 37,83

* Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.
NS N3o significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.

De acordo com Meletti et al. (2007), para a maioria das espécies de
Passiflora, ainda ndo foram estabelecidos protocolos de regeneracdo e
conservacgao in vitro, o que ndo tem permitido o uso extensivo desta técnica de

manejo de germoplasma.
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No presente trabalho, as plantas responderam de maneira semelhante ao

meio de crescimento independentemente da concentracdo e da suplementacao

de nitrato de prata a que foram submetidas, jA& que apresentaram meédias

semelhantes (Figura 9).
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Figura 9. Plantas de maracujazeiro-azedo ‘UENF Rio Dourado’ oriundas do
cultivo minimo in vitro apds 60 dias em meio de crescimento (A) numero de
folhas, (B) sobrevivéncia, (C) altura da planta (cm), (D) volume de raiz (cm?3) e (D)
massa matéria seca total (MMST) (g). Médias seguidas da mesma letra minuscula
na coluna nao diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05). Campos dos

Goytacazes - RJ, 2020.
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Apés 30 dias na aclimatizacdo, as plantas apresentaram 100% de

sobrevivéncia, ndo havendo diferenca estatistica entre os tratamentos. Esse dado

sugere que nao houve interferéncia da suplementacdo de nitrato de prata

(Figural0).

Figura 10. Plantas de maracujazeiro-azedo ‘UENF Rio Dourado’ oriundas do
cultivo minimo in vitro apés 30 dias na aclimatizacédo (A) tratamento 2 (2 mg L),
(B) tratamento 3 (4 mg L), (C) tratamento 4 (6 mg L), (D) tratamento 5 (8 mg L-
1) de nitrato de prata. Campos dos Goytacazes - RJ, 2020.
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6. CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos no presente trabalho, indica-se o uso de
tampas com membranas porosas para o cultivo in vitro de P. edulis.

Para o cultivo minimo in vitro de Passiflora edulis, cultivar ‘UENF Rio
Dourado’ indica-se a concentracdo de 4 mg Lt AgNOs por ter proporcionado as
maiores médias de sobrevivéncia. Além de favorecer a sobrevivéncia de plantas
de P. edulis por 180 dias no cultivo minimo in vitro, foi observado que o nitrato de
prata também atua no crescimento nas plantas, fazendo com que mantenham
sua altura praticamente estavel durante os 180 dias.

Com relacéo a etapa de crescimento, pode-se indicar o meio utilizado no
presente experimento, pois os explantes responderam de maneira semelhante
independentemente do tratamento de nitrato de prata a que foram submetidos.

Esse dado é de suma importancia para o desenvolvimento de protocolos
eficientes de cultivo minimo in vitro visando ndo somente a conservacao de P.
edulis como de outras culturas de interesse econdmico e cientifico.

As plantas oriundas da aclimatizagéo responderam de modo semelhante

e com 100% de sobrevivéncia.
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