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RESUMO

Estudos preliminares vém mostrando o potencial de espécies silvestres
de maracujas (Passiflora spp.) como resistentes a moléstias do solo,
podendo ser utilizadas em programas de melhoramento genéticos como
doadoras de genes de resisténcia, para hibridizagdo ou como porta-
enxertos para espécies comerciais, ou ainda serem cultivadas em larga
escala para comercializacdo de seus frutos no mercado. Seus beneficios
medicinais, sobretudo como sonifero e ansiolitico, tém sido explorados
ha séculos. Mas, para que a utilizacdo destas espécies possa ser efetiva,
€ necessario estudar sua biologia. Sob esse aspecto, o trabalho teve
como objetivo aumentar o conhecimento acerca da germinacao e testar
metodologias para a conservacdo de sementes de Passiflora tenuifila e
P. setacea. Os resultados mostraram: a eficiéncia do acido giberélico
para interromper a dorméncia das sementes, resultando em altos niveis
de germinac&o; a eficiéncia de armazenar as sementes nos frutos intactos
ao ar livre e armazenadas in vitro envolvidas pelo endocarpo mantidos a
5°C; a capacidade das sementes em suportar a criopreservacdo (-196°C),
e; a glicose como o aglcar que melhor promoveu o desenvolvimento das
microplantas propagadas in vitro.

Palavras-chave: Germinacdo. Conservacdo de sementes. Passiflora
tenuifila. Passiflora setacea.



ABSTRACT

The potential of wild passion flowers (Passiflora spp.) species has been
shown on preliminaries studies, which include resistance to soil
diseases, supporting gene donation in genetic engineering programs,
hybridization and the use as rootstock for commercial species, or even
been large scale cultivated for its fruit commercialization. Its medicinal
use has long been known, especially to treat insomnia and anxiety.
However, for the effective use of these wild species, it is essential the
study of its biology. In this sense, the present work aimed to increase the
knowledge of germination and to test different methods in seeds
conservation of Passiflora tenuifila and P. setacea. Results have
showed: gibberelic acid efficiency to break seed dormancy, resulting on
high levels of germination; storage efficacy of whole fruits bearing
seeds at room condition, and in vitro storage of seeds surrounded by the
endocarp and maintained at 5°C; seed ability to tolerate
cryopreservation (-196°C), and; glucose as the best development
promoter of in vitro microplants.

Keywords: Germination. Seed conservation. Passiflora tenuifila.
Passiflora setacea.



RESUMEN

Estudios preliminares han demostrado el potencial de las especies
silvestres de maracuya (Passiflora spp.) como resistentes a
enfermedades del suelo, pudiendo ser utilizados en programas de
mejoramiento genético como donantes de genes de resistencia, para
hibridaciéon, como portainjerto para las especies comerciales, o para
cultivarse a gran escala para la comercializacién de sus frutos en el
mercado. Sus propiedades medicinales, especialmente conciliando el
suefio y como ansiolitico, son conocidos por siglos. Sin embargo, para
que el uso de estas especies pueda ser eficaz, es necesario estudiar su
biologia. En este sentido, esto trabajo tuve como objetivo aumentar el
conocimiento sobre los métodos de germinacion y de probar
metodologias de conservacion de semillas de Passiflora tenuifila y P.
setacea. Los resultados mostraron: la eficiencia de acido giberélico para
romper la dormancia de la semilla, resultando en altos niveles de
germinacion; la eficiencia de almacenamiento de las semillas en los
frutos intactos en temperatura ambiente y semillas almacenadas in vitro
envueltas en el endocarpio a 5°C; la capacidad de las semillas de resistir
la crioconservacion (-196°C), y; glucosa como el azlcar que mejor
promovio el desarrollo de microplantas propagadas in vitro.

Palabras clave: Germinacion. Conservacion de semillas. Passiflora
tenuifila. Passiflora setacea.
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1. INTRODUCAO
1.1. AS ESPECIES

A familia Passifloraceae Juss. ex Roussel compreende entre 530-
750 espécies descritas, dependendo do autor (BERNACCI, 2003;
BERNACCI et al. 2005; FEUILLET; MACDOUGAL, 2007),
distribuidas em cerca de 20 géneros, as quais se encontram, em sua
grande maioria, em ambiente pantropical, principalmente nas Américas
e na Africa. Espécies de clima temperado podem ser encontradas ao
norte e ao sul das Américas, no sul da China e na Nova Zelandia
(FEUILLET; MACDOUGAL, 2007).

Seu género mais rico é Passiflora L. com 400-500 espécies, das
quais 90% encontram-se nos tropicos e subtrépicos (ZERAIK et al.,
2010), e apenas cerca de 25 podem ser encontradas fora das Américas
(FEUILLET; MACDOUGAL, 2007). O Brasil apresenta uma grande
variedade de espécies do género, cerca de 140 espécies descritas, de
acordo com o site do Jardim Botanico do Rio de Janeiro (BERNACCI et
al., 2016), sendo um dos paises mais ricos em sua diversidade. Este fato,
também, caracteriza o Brasil, mais especificamente, o centro-norte
brasileiro, como um expressivo centro de diversidade do género, com
muitas espécies silvestres (FALEIRO et al., 2011).

O nome dado ao género (e a familia) (do latim passio = paixdo e
flos = flor) foi originado quando colonizadores europeus chegaram a
América, e se deslumbraram com suas flores, conforme relato de Cervi
(1997, p. 4):

“O nome de flor da paixdo se deve (...) pelo que
representavam, para 0s seus conhecedores,
homens de fé catolica, partes da flor e folhas em
relacdo a alguns instrumentos da paixdo de Cristo.
Assim, as folhas recordavam a langa que
transpassou o Salvador na cruz; as gavinhas, o
acoite; a corona de filamentos (...) a coroa de
espinhos; os trés estiletes simulavam os trés
cravos e as cinco anteras representavam as chagas
do crucificado”.

Trepadeiras herbaceas ou lenhosas com gavinhas, suas flores sdo
vistosas e coloridas. A corona apresenta filamentos seriados em uma ou
mais fileiras acima das pétalas. As sementes, numerosas, sdo envoltas
por um arilo polposo. (KILLIP, 1938; CERVI, 1997; FEUILLET,;
MACDOUGAL, 2007).
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Os frutos das espécies deste género sdo ricos em sais minerais e
vitaminas e as espécies sdo reconhecidas pelas propriedades
farmacolégicas, nutricionais e ornamentais (ZUCARELI et al., 2009b).
Cunha, Barbosa e Junqueira (2002 apud FALEIRO et al., 2011)
contabilizaram 70 espécies do género com fruto comestivel, porém,
Costa e Tupinamba (2005) alertam para o fato de que, apesar de todas
espécies produzirem frutos, nem todos sdo comestiveis, podendo, em
alguns casacs, apresentar certa toxicidade.

Os ambientes florestais continuos vém sofrendo reducdes em suas
areas, levando-os a fragmentacdo. Para Ferreira (2005), a erosdo
genética que as espécies de maracuja vém sofrendo, é significativa, e
causada, principalmente, pela interferéncia humana na reducdo dos
ambientes naturais, seja pelo aumento das &reas de agropecudria, ou pelo
crescimento industrial (poluigéo, rodovias, hidrelétricas). Para Faleiro et
al. (2011, p. 17) é primordial a “criacdo, ampliagdo e manutengdo” de
bancos de germoplasma, a fim de prevenir a extingdo e conservar
genotipos que poderiam ser utilizados em estudos de melhoramento
genético, tendo em vista a perda de areas naturais.

Passiflora tenuifila Killip pode ser encontrada no Sul e Sudeste
brasileiro, entre os estados de Minas Gerais e Rio Grande do Sul na
floresta pluvial tropical atlantica e em &reas de transicdo com o cerrado
‘lato sensu’, enquanto P. setacea DC. é endémica do centro-leste
brasileiro, podendo ser encontrada nos estados do Mato Grosso até a
Bahia, e da Bahia até o Rio de Janeiro, na caatinga e cerrado, podendo
ser também encontrada nas areas de transicdo com floresta pluvial
atlantica (BERNACCI et al., 2016).

S&o espécies silvestres cuja capacidade de resisténcia a doencas
do solo, apresentada em estudos preliminares (ver, p.ex., JUNQUEIRA
et al., 2005; FALEIRO et al., 2008), favorece sua utilizagdo como fonte
de genes de resisténcia em programas de melhoramento genético, ou
mesmo como porta-enxertos. O plantio e colheita dos seus frutos para
consumo in natura é recomendavel em locais onde as espécies
domesticadas crescem com dificuldades, seja devido as condicBes
climéticas ou pelas moléstias do solo.

1.2. QUALIDADES DAS ESPECIES DE MARACUJAS

1.2.1. Caracteristicas nutricionais

Frutos sdo reconhecidos pelo conteido de vitaminas e minerais e,
no maracuja, evidenciam-se as vitaminas A e C (COSTA;
TUPINAMBA, 2005) e os minerais célcio, ferro, fésforo, magnésio e
zinco (CAMPOS, 2010; TUPINAMBA, 2012). Zeraik et al. (2010)
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enaltecem a presenca de fibras (principalmente na casca dos frutos) e
acidos graxos poliinsaturados (sementes), apontando para a
possibilidade das espécies terem uma acdo funcional no organismo.

O consumo de seu fruto se da, em grande parte, in natura (no seu
estado natural) ou através do suco de sua polpa. Sua utilizacdo ocorre,
em menor escala, como doces, sorvetes e geléias, assim como pelas
indUstrias farmacéuticas e cosméticas (COSTA; TUPINAMBA, 2005).

1.2.2. Propriedades farmacoldgicas

Folhas, flores, frutos e raizes de maracuja tém sido utilizados
como medicinal, ndo s6 por culturas americanas, onde abunda, mas
também, por culturas européias e asiaticas (COSTA; TUPINAMBA,
2005). Ainda segundo as autoras, sua utilizagdo popular é indicada para
uma ampla gama de distdrbios, porém, sua acdo mais difundida, se d&
sobre o sistema nervoso, como antidepressivo, sonifero e no combate a
ansiedade. Dhawan, Dhawan e Sharma (2004) ainda destacam o uso
popular como diurético, sedativo, analgésico, vermifugo, antitumoral
entre outros.

Costa e Tupinamba (2005) salientam que o conhecimento
cientifico acerca do uso medicinal das Passiflora spp. ainda é pequeno,
porém Ozarowski e Thiem (2013) relacionam um crescente nimero de
estudos no tema.

Entre os compostos bioativos, destacam-se os flavondides,
saponinas, fendis, alcalides e esterdis, os quais sdo encontrados em
diferentes propor¢des em cada parte da planta (folha, fruto, semente),
diferindo também de espécie para espécie (DHAWAN; DHAWAN;
SHARMA, 2004; COSTA; TUPINAMBA, 2005; ZUCOLOTTO et al.,
2012; OZAROWSKI; THIEM, 2013).

1.2.3. Utilizagdo ornamental

Algumas espécies sdo cultivadas e devido a beleza de suas flores,
as quais sdo coloridas, vistosas, aromaticas e, dependendo da espécie,
podem florescer ao longo de todo o ano. Espécies silvestres sdo usadas,
mas desde o século XVII ja se tem conhecimento da utilizacdo de
hibridos com esse fim. A inflorescéncia com muitas flores e a
extravagante variedade de morfologias foliares agregam valor a
utilizagdo ornamental (ABREU et al., 2008).

Peixoto (2005) discorre sobre seus usos mais comuns na
ornamentagdo, o0s quais incluem a utilizacho em cercas vivas e
pergolados, na cobertura de areas tanto ao sol quanto a sombra. Também
h& espécies para locais & meia-sombra. O autor ainda indica a
possibilidade para usé-las em vasos, desde que sejam adequados.
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Faleiro et al. (2008) relatam o trabalho da Embrapa com hibridos
entre P. coccinea x P. setacea, no qual foi possivel o langamento do
hibrido ornamental com o nome de BRS Estrela do Cerrado. Os
trabalhos seguintes, com o0s retrocruzamentos destas espécies,
resultaram no lancamento de mais dois hibridos.

1.3. CULTIVO DE MARACUJAS

O Brasil é, de longe, 0 maior produtor de maracujas, produzindo
cerca de 800 mil toneladas (t) por ano (823 mil t em 2014) (IBGE,
2014), seguido por paises como Equador, Coldmbia, Peru, Africa do Sul
e Austrilia (FALEIRO et al.,, 2011). Os Estados com a maior
produtividade nacional sdo Bahia e Ceara, com 381 e 144 mil t anual,
respectivamente, colhidos em uma area de 30 e 6,5 mil hectares,
respectivamente (IBGE, 2014). P. edulis (maracuja-azedo) e P. alata
(maracuja-doce) representam, praticamente, a totalidade da
produtividade nacional no mercado frutifero, enquanto as outras
espécies atingem o comércio apenas em escala local, algumas vezes sem
seu cultivo, sendo seus frutos colhidos diretamente da natureza ou
apenas para o consumo doméstico (BERNACCI et al., 2005).

1.3.1. Beneficios agricolas das passifloras silvestres

Os estudos cientificos estdo centrados nas espécies
comercializadas e pouco se conhece sobre a biologia das espécies
silvestres, as quais sdo conhecidas por apresentarem resisténcia a
doencas e que podem ser utilizadas como doadoras de genes ou porta-
enxertos (MELETTI et al., 2005; FALEIRO et al., 2008). Algumas
espécies silvestres também sdo conhecidas por apresentarem resisténcia
a nematoides (FALEIRO et al., 2012). Segundo Braga et al. (2006),
uma solucéo para locais onde o cultivo € inviavel por causa das moléstia
do solo, seria a enxertia com espécies resistentes. Faleiro et al. (2008)
acrescenta a hibridizacdo entre espécies resistentes e comerciais como
outro mecanismo para aumentar e melhorar a producéo.

Na regido central do Brasil, espécies como P. setacea e P.
coccinea, conforme relato de Faleiro et al. (2008), se comportam de
maneira oposta a comercial P. edulis, ao florescerem no periodo de dia
curto e, portanto, suas colheitas ocorrem durante o periodo de
entressafra de P. edulis, o que poderia suprir um fornecimento
ininterrupto de frutas durante o ano.
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1.3.2. Dificuldades no cultivo

No Brasil, os cultivos comerciais de maracujazeiros sdo feitos,
principalmente, através de sementes, cujo resultado é individuos
morfologicamente desuniformes, devido a alta heterozigose, o que leva
também, a frutos desiguais e respostas diferentes de cada individuo as
condi¢cdes climéaticas e ecoldgicas. Sob esse aspecto, a propagacdo
vegetativa seria vantajosa, pois traria um pomar uniforme com plantas
resistentes a pragas e doencas (NOGUEIRA FILHO et al., 2011).

Outro ponto que deve ser considerado sdo as doencas e pragas.
Uma das doencas que mais acometem as espécies comerciais € a morte
prematura, ainda com causa desconhecida, entretanto, est4 associada a
outras enfermidades que acometem os pomares de maracuja, entre eles,
os fungos como Fusarium spp. e Phytophthora spp. e bactérias como
Xanthomonas axonopodis f. passiflorae (RONCATTO et al., 2004). A
virose do endurecimento do fruto (PWV) é uma das mais prejudiciais
para o cultivo de P. edulis f. flavicarpa segundo Junqueira et al. (2003).

Segundo Meletti et al. (2005), a resisténcia ao nematdide
Meloidogyne incognita tem sido encontrada em espécies como P. edulis,
P. cincinatti e P. caerulea.

Ademais, as sementes dos maracujas silvestres apresentam baixa
emergéncia, devido a dorméncia, dificultando a propagacao eficiente de
mudas para a producdo de porta-enxertos (SANTOS, 2016) ou para
outros estudos, e também para a producdo comercial de frutos.

1.4. OPROJETO DA EMBRAPA CERRADOS

Ha um potencial intrinseco nas espécies silvestres de maracuja
para a utilizagdo de seus frutos in natura, como ornamentais ou para o
uso medicinal, porém, de acordo com Faleiro et al.(2012, p. 10): “para
explorar tamanho potencial, trabalhos de prospeccdo, coleta,
conservacado e caracterizacdo so estratégicos e fundamentais”.

Com o nome ‘Desenvolvimento tecnoldégico para uso funcional
das Passifloras silvestres’, o projeto da EMBRAPA tem como objetivo
principal ampliar os conhecimentos acerca de algumas espécies
silvestres de maracujas, escolhidas com base nos resultados
preliminares, e desenvolver tecnologias para melhorar o aproveitamento
de seu uso funcional, tendo em vista a cadeia produtiva.

P. tenuifila e P. setacea foram selecionadas, junto a outras
espécies, pela rede Embrapa Cerrados pelas qualidades funcionais e
medicinais de seus frutos em virtude da caréncia de informagdes sobre
as espécies do género, quanto a fisiologia da germinacdo, quanto as
estratégias de conservacdo de germoplasma através de sementes e
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quanto a disponibilidade de tecnologias alternativas para a producao de
mudas certificadas, através da micropropagacdo e para a conservacgao in
vitro de germoplasma, justificado pela dificuldade encontrada para
atender a demanda da producdo de mudas, devido as caracteristicas
apresentadas pelas sementes quanto a dorméncia, curta viabilidade,
baixa tolerancia a desidratacdo e/ou ao armazenamento em temperaturas
negativas por longos periodos, como discorrido por Meletti et al. (2005).

Dentre os resultados ja obtidos pelo projeto, podemos citar o
aumento no vingamento de mudas em viveiros e 0 aumento na
produtividade (EMBRAPA, 2016). Programas de melhoramento da
Embrapa vém buscando a sele¢do de populagdes de P. setacea e P.
nitida para obter frutos maiores e, por conseguinte, maior rentabilidade
para o produtor e aceitacdo pelo consumidor (FALEIRO et al., 2008).

O projeto conta com diversos parceiros, como universidades,
institutos e outros setores da Embrapa. Uma das atividades ao qual a
UFSC ficou encarregada esta relacionada a germinacdo, cultura e
conservagao in vitro das espécies do presente trabalho, dentro do Plano
de Acdo 2. Como, durante os primeiros experimentos, as sementes ndo
germinavam in vitro, 0s experimentos com germinacdo ex vitro deste
trabalho se mostraram primordiais.

1.5. FISIOLOGIA DAS SEMENTES

Uma das adaptacbes das plantas ao conquistar o ambiente
terrestre envolve a producdo de sementes, as quais permitem ao embrido
sobreviver por longos periodos até que as condicbes ambientais se
tornem favordveis para seu crescimento e desenvolvimento
(FINKELSTEIN, 2010).

As sementes das angiospermas, de modo geral, sdo constituidas
pelo embrido, endosperma e um envoltério, os quais possuem diferentes
origens: 0 embrido é formado pela fusdo de gametas hapldides parentais
(um nucleo espermatico masculino com a oosfera); o endosperma é
produzido pela fusdo do outro nicleo espermatico do grdo de pdlen com
os dois nucleos polares femininos, formando um tecido tripldide;
enquanto o envoltdrio é proveniente das células diploides da planta-mae
(MAYER; POLJAKOFF-MAYBER, 1989).

Durante seu desenvolvimento junto a planta-mae, as sementes
passam por determinadas etapas até atingirem o ponto ideal para se
dispersarem e se estabelecerem no meio. Depois da fecundacdo, o zigoto
comega uma intensa fase de divisdo e diferenciacdo celular, as quais
originardo os tecidos do embrido. Esta primeira fase, denominada
histodiferenciagdo, embriogénese ou morfogénese, termina ao cessar a
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sintese de material genético e a atividade mitética (KERBAUY, 2008;
FINKELSTEIN, 2010).

Em seguida, da-se inicio a fase de maturagdo, marcada pela
expansdo celular, através da captacdo de agua e acimulo de compostos
de reserva, nos tecidos de reserva, resultando no aumento de matéria
seca da semente. Nessa fase as divisfes celulares cessam e 0s compaostos
de armazenamento sdo acumulados. Nesta altura, tem-se o ponto de
maturidade fisioldgica (KERBAUY, 2008).

A fase de dessecacdo ¢ marcada por uma expressiva desidratacdo,
levando as sementes a uma taxa de 5-15 % de teor de dgua. Além deste
fato, a conexdo com a planta-mae é rompida, deixando as sementes sem o
aporte trofico parental. Como consequéncia, 0 metabolismo do embrido
diminui (BRYANT, 1989; KERBAUY, 2008). Esta fase é finalizada com
a entrada da semente em um processo de dorméncia, provocada pela
diminuicdo da transcricdo génica e consequente sintese protéica. Nessa
fase final, as sementes ortodoxas tornam-se tolerantes a dessecacdo e a
semente, pela perda de até mais que 90% da agua, dependendo da espécie,
que faz o metabolismo cessar, entra em estado quiescente. Em certos
casos as sementes se tornam dormentes e diferentemente das sementes
quiescentes, que germinam quando hidratadas, necessitam de um
tratamento adicional para que a germinacdo ocorra. Assim, as duas
Gltimas fases do desenvolvimento das sementes vidveis provéem as
sementes com 0S recursos necessarios para sustentar a germinacdo e
também com a capacidade para retardar a germinacdo por semanas e até
anos antes de reiniciar o crescimento (TAIZ; ZEIGER, 2009).

1.5.1. Germinagéo

A germinagdo € um mecanismo/processo no qual alteracdes
fisiologicas e morfologicas acarretam no despertar do embrido, e sua
consequente retomada no desenvolvimento (MIRANSARI; SMITH,
2014). Para isso, a semente necessita absorver agua, 0 que causa a
expansdo do embrido, e quando aradicula se alonga e rompe as camadas
da semente, deixando a testa, o processo de germinagdo estd completo
(HERMANN et al., 2007).

Para que a germinacdo ocorra, a semente precisa preencher
alguns pré- requisitos, como possuir disponibilidade a agua e uma
reserva energética e nutricional adequada. Para essa reserva tornar-se
disponivel ao embrido, a ativacdo de enzimas especificas se faz
necessério (MIRANSARI; SMITH, 2014). Além do mais, é necessario
gue estimulos inibitérios ndo estejam presentes, ou, caso estejam, estes
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devem ser menos intensos que os sinais opostos (TAIZ; ZEIGER,
2009).

1.5.2. Dorméncia

A dorméncia das sementes impede a germinagdo em condicfes
desfavoraveis, sendo uma importante adaptacdo das plantas as
adversidades ambientais, pois suprime o crescimento e desenvolvimento
até que as condicdes se tornem favoraveis a sobrevivéncia do embrido e
da futura plantula (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2007).

Na semente, a dorméncia é determinada por fatores genéticos,
sob a influéncia de fatores ambientais, tais como o resfriamento, a
presenca ou auséncia de luz (dependendo da espécie) e o
armazenamento a seco, processo conhecido como pés-maturacéo (TAIZ;
ZEIGER, 2009; FINKELSTEIN, 2010). Durante a dorméncia, a planta
mantém pouca atividade metabélica (GRAEBER et al., 2012).

Os fisiologistas dividem a dorméncia das sementes em priméria e
secundaria. A primeira se da quando a semente ja sai da planta-mée em
estado dormente, enquanto a Ultima adquire esta capacidade dormente
apos ser liberada no meio ambiente, caso as condices ambientais ndo
sejam favoraveis (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Outra maneira de classificar a dorméncia é segundo sua origem.
Quando a dorméncia é intrinseca ao embrido, tem-se a dorméncia do
embrido. Ao ser exercida pelos tecidos ao redor do embrido
(endosperma, pericarpo ou testa), é denominada dorméncia imposta pela
testa, a qual pode ser dividida de acordo com o mecanismo envolvido,
segundo Taiz e Zeiger (2009, p. 663): (a) “impedimento da absor¢do de
agua; (b) restricdo mecanica; (c) interferéncia nas trocas gasosas; (d)
reten¢do de inibidores, e; (e) producdo de inibidores”.

1.5.3. Fitormonios

Os requisitos basicos para o crescimento das plantas séo: luz,
dgua e nutrientes do solo e uma concentracdo adequada de ar
atmosférico, notadamente de diéxido de carbono. Contudo, para um
crescimento efetivo e ordenado, os organismos pluricelulares necessitam
da comunicacao entre células, tecidos e 6rgdos além da interacdo com
fatores enddgenos e exdgenos, como a composicdo quimica, em ambos
0s casos, e a quantidade e qualidade de luz e temperatura atuando no
segundo caso (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2014).

Os fitormonios (ou hormoénios vegetais) atuam, segundo Raven,
Evert e Eichhorn (2014, p. 638) na “regulacdo e coordenagdo do
metabolismo, do crescimento e da morfogénese” nas plantas.
Produzidos em diversos 6rgdos e tecidos, os fitorménios, podem atuar
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em seu local de sintese, ou serem transportados e induzir uma resposta
quimica em outra parte do organismo. Pequenas concentragdes sao
suficientes para sua efetividade, porém, cada 6rgdo ou tecido tém sua
sensibilidade especifica aos fitormdnios, assim como cada fase de
desenvolvimento pode exigir uma concentracdo diferenciada para surtir
o efeito desejavel (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2014).

O crescimento e desenvolvimento das plantas séo regulados por
diferentes hormonios, os quais atuam tanto individualmente quanto em
conjunto (TAIZ; ZEIGER, 2009). Giberelinas, brassinoesteroides,
citocininas e etileno promovem a germinagdo, enquanto o &cido
abscisico regula negativamente a germinacdo (HERMANN et al., 2007).
A seguir, serdo abordados os fitormdnios envolvidos no processo
dorméncia/germinagéo.

a) Giberelinas

As giberelinas constituem um grupo com mais de 136 compostos,
definidas por sua estrutura quimica, sendo o &cido giberélico (GA;3) a
mais estudada. Descobertas primeiramente em fungos, estdo presentes
nas bactérias, assim como nas plantas. Nos vegetais superiores, atuam
nas mais diversas fungdes, como, por exemplo, no crescimento caulinar,
na floracdo e frutificacdo, na mobilizacdo da reserva de endosperma e
germinacdo de sementes entre outras (KERBAUY, 2008; TAIZ;
ZEIGER, 2009).

As giberelinas desempenham importante papel na germinacéo das
sementes, pois, sdo produzidas pelo eixo embrionario e vao estimular,
através da producdo de enzimas hidroliticas (alfa-amilase e outras
enzimas hidroliticas), o metabolismo de degradagdo das reservas das
sementes, que vao nutrir e sustentar o desenvolvimento do eixo
embrionario (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Em sementes dormentes, a aplicacdo de giberelinas bioativas
pode substituir a necessidade pelo frio ou por luz, estimulando a
germinacdo, o que acarreta a expansdo radicular para além das camadas
do envoltério (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2014).

b) Citocininas

As citocininas sdo derivadas de uma base nitrogenada purica, a
adenina, e, diferente das giberelinas, sdo definidas por sua atividade, e
ndo pela composicdo quimica. Participam, principalmente, na promocao
da divisdo celular, no atraso da senescéncia foliar e na quebra da
dorméncia das gemas laterais. A zeatina é a citocinina natural mais
estudada, engquanto que a cinetina e o0 6-benzilamino purina (BAP) séao
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as citocininas sintéticas mais utilizadas (RAVEN; EVERT,;
EICHHORN, 2014).

¢) Acido abscisico

O écido abscisico (ABA) esta envolvido em processos de
fechamento estomatico, no estresse hidrico, maturacdo de sementes e na
manutencdo da dorméncia de sementes e gemas.

E o grande responsavel pela dorméncia das sementes, as quais,
durante sua fase de maturacdo, tém seu nivel de ABA aumentado. O
horménio participa da sintese de proteinas e lipideos de reserva nas
sementes, cujo resultado as leva ao estado de dorméncia, previne a
germinacdo precoce e promove a tolerdncia & dessecacdo (TAIZ;
ZEIGER, 2009; RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2014).

1.5.4. O balango ABA/GA

Dorméncia ou germinagdo ocorrem devido a interacdo de
diversos sinais, 0s quais promovem ou inibem um ou outro evento. Por
exemplo, sinais germinativos (presenca de agua ou determinadas
concentracBes hormonais) inibem o0s sinais opostos, cujos efeitos
levariam a dorméncia, portanto, a germinacdo prevaleceria. O balanco
entre ABA e GA é um fator chave para a manutencdo da dorméncia
(MIRANSARI; SMITH, 2014).

Uma alta taxa de ABA, produzido durante o desenvolvimento da
semente, manté-la-& dormente, através da sintese de reservas e da
inibicdlo da acdo das GAs. Nesta situacdo, o embrido maduro
permaneceria vidvel por longos periodos, & espera de condigGes
apropriadas para o seu desenvolvimento (TAIZ; ZEIGER, 2009).

A mudanca na razdo ABA/GA ocorre devido a: (a) queda na
concentragdo de ABA e (b) sintese de GA. Durante a fase de pds-
maturacdo, o ABA vai sendo degradado naturalmente e, ao ser
reidratado, 0 embrido comeca a sintetizar GA, levando a diminuicdo na
razdo entre ABA e GA. O GA, agora, provera energia para 0 embrido
recém hidratado prosseguir com a germinacéo (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Normalmente o teor de &cido abscisico (ABA) das sementes é
muito baixo no comeco da embriogénese, atingindo niveis mais
elevados na fase intermediaria, diminuindo gradualmente na medida em
gue a semente atinge maturidade. Assim entre a fase intermediaria e
tardia da embriogénese existe o acimulo de alto nivel de ABA, que
inibe a germinagéo precoce das sementes nos frutos, quando o embrido
ainda ndo completou seu desenvolvimento e estd no estgio
embriogénico (TAIZ; ZEIGER, 2009).
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Segundo esses autores, durante a dessecacdo da semente 0 ABA
desempenha a funcdo de promover a aquisicdo de tolerancia a
dessecacdo pela semente, pois a dessecacdo pode danificar as
membranas e outros constituintes celulares. A partir do momento em
que as sementes comecam a perder agua, os embrides acumulam
aclcares e as proteinas abundantes da fase tardia da embriogénese
(LEA). Essas proteinas contribuem para formar um liquido altamente
viscoso e de difusdo muito lenta, que restringe as reagfes quimicas
dentro das células do embrido, promovendo a tolerancia a dessecacdo. A
sintese das proteinas LEA e de lipideos de reserva é controlada pelo
ABA, que mantém o embrido maduro em estagio de dorméncia até que
ocorram as condi¢des ambientais favoraveis ao seu desenvolvimento. A
dorméncia embrionéria se d4 devido & presenca de inibidores, em
especial 0 ABA, bem como a auséncia de promotores de crescimento,
como as giberelinas (GA).

As reacdes de sintese e catabolismo de ABA e GA séo catalisadas
por isoenzimas, cuja expressdo é controlada pelos fatores ambientais
como o dessecamento (pés-maturacdo), baixas temperaturas e luz. Parte
do ABA presente nas sementes pode ser derivado no tecido materno da
planta, constituindo a maior parte do ABA presente nas sementes em
desenvolvimento, com a funcdo de inibir a viviparidade na fase
intermedidria da embriogénese. O embrido da semente produzird seu
proprio ABA durante a maturacdo da semente e apds a embebicdo.
Outros hormdnios podem contribuir para o efeito global, o pico de ABA
em sementes coincide com queda nos niveis de AlA (&cido indolacético)
(TAIZ; ZEIGER, 2009).

O balanco ABA/GA determina a dorméncia das sementes e €
controlado pelos fatores de transcricdo. Para que a germinagdo Seja
promovida pelo GA é necessario que sejam destruidas as proteinas da
familia DELLA, responséaveis pela repressdo da germinacdo, pelo
aumento da expressdo de proteinas que promovem a sintese de ABA. O
aumento do ABA aumenta entdo a expressdo de fatores de transcricdo e
de proteinas DELLA, que inibem a germinacdo. O ABA inibe a sintese
dessas enzimas hidroliticas induzidas pelo GA, inibindo a transcricéo do
MRNA da alfa-amilase, impedindo a germinacdo. O ABA pode agir
ativando a expressdo génica do gene que codifica a proteina VP1, que
age como repressor da transcricdo de alguns genes regulados pelo GA
ou pode reprimir a expressao do gene GAMYB (induzida pelo GA), que
estd envolvido na expressdo da alfa-amilase, necesséria para a
degradacdo do amido (TAIZ; ZEIGER, 2009).
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1.6. ESTUDOS SOBRE GERMINAGAO, DORMENCIA E
ARMAZENAMENTO DE SEMENTES DE PASSIFLORA SPP.

1.6.1. Germinacéo de sementes de Passiflora spp.

Devido as dificuldades de germinacdo e conservacdo de
sementes, diversos autores vém pesquisando técnicas para a quebra de
dorméncia e uso de reguladores de crescimento, visando otimizar a
germinacdo das sementes das espécies de maracujas. Muitos autores
vém trabalhando com a germinacdo das espécies do género (ALVES et
al., 2006; DELANOY et al., 2006; FERRARI et al., 2008; MARQUES,
2009; ZUCARELI et al., 2009b; SANTOS et al., 2016). Segundo
Miranda, Perea e Magnitskiy (2009), as sementes de frutos recém
colhidos podem apresentar taxas de germinacdo entre 90-100% em
algumas espécies, porém podem germinar menos que 44% dependendo
da espécie ou variedade, ou ainda ndo germinar, como em P. alata no
trabalho de Pereira et al. (2011). Esse fato sugere que haja dorméncia
nas sementes de, pelo menos, algumas espécies de Passiflora.

Os métodos pré-germinativos testados para a quebra da
dorméncia tém uma ampla variacdo segundo cada autor, e incluem a
embebicdo ou aplicacdo de reguladores vegetais ou 4agua, ©O
armazenamento em diferentes temperaturas, a escarificacdo e a auséncia
ou presenca de luz. Assim, algumas pesquisas tém recomendado a
remocao do arilo (P. alata, P. gibertii), a escarificacdo com lixa fina (P.
cincinnata, P. alata), tratamento térmico com agua a 40, 50 ou 60°C (P.
edulis, P. cincinnata), semeadura em temperaturas de 25°C ou alternada
20-30°C (P. alata, P. cincinnata), estratificacdo a frio (P. setacea, P.
alata, P. cincinnata), estidios de maturagdo distintos (P. edulis),
utilizagdo de fitorménios como GA; (P. setacea, P. alata), GA, (P.
edulis. P. alata) e promalina (P. cincinnata), armazenamento em camara
fria (P. alata, P. setacea, P. edulis), camara seca e ambiente (P. alata)
(ARAUJO et al., 2007; FERRARI et al., 2008; JUNGHANS; VIANA,
JUNGHANS, 2008; AMARO et al., 2009; ZUCARELI et al., 2009z;
COSTA; SIMOES; COSTA, 2010; OLIVEIRA JUNIOR et al., 2010;
PEREIRA et al., 2011; WELTER et al., 2011).

De acordo com Miranda, Perea e Magnitskiy (2009), as sementes
de diferentes espécies de maracujas apresentam respostas diferentes a
luz, sendo algumas inibidas de germinar na presenca de luz. Em seu
trabalho, Marques (2009) concluiu que a germinacdo de sementes de P.
setacea ndo foi afetada pela presenca ou auséncia de luz. Dentre os
fitormonios, a utilizacdo de giberelinas, como o &cido giberélico, é o
mais comum (ISUTSA, 2004; DELANQY et al., 2006; SANTOS et al.,
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2016). A utilizagdo de citocininas foi testada independente (ALVES,
2006), ou em conjunto com giberelinas (FERRARI, 2008; MARQUES,
2009; ZUCARELI et al.,, 2009b). Os diferentes métodos de
escarificagdo apresentaram resultados controversos segundo Miranda,
Perea e Magnitskiy (2009).

1.6.2. Armazenamentoe conservacdo de sementes de Passiflora spp.

Os trabalhos de armazenamento e conservacdo de sementes de
maracujas tém como base sua retirada dos frutos e a remocéo do arilo.
Os passos seguintes variam conforme o autor. A temperatura de
armazenamento é um método recorrente, sendo testada em temperatura
ambiente (20-25°C), camara fria (10°C), geladeira (5°C) e em
nitrogénio liquido (-196°C) (PEREIRA et al., 2008).

A criopreservacgio de sementes de maracujas vem sendo estudada
para uma ampla gama de espécies, tanto as comerciais quanto as
silvestres (OSPINA et al., 2000; MELETTI et al., 2007; GONZALEZ-
BENITO; AGUILAR; AVILA, 2009; VEIGA-BARBOSA ¢t al., 2013).
Os autores demonstraram que O teor de agua da semente é um
importante aspecto a ser considerado para o estabelecimento de
protocolos de criopreservacdo, e cada espécie tem seu valor 6timo de
tolerancia a desidratacéo.

A técnica de criopreservacdo é eficiente e prética para a
conservacao de recursos fitogenéticos, a longo prazo, caracterizando-se
na conservacao de sementes e embrides zigdticos em temperaturas ultra-
baixas (-196° C a —150° C) (GONZALEZ-BENITO, 1998; SANTOS,
2000). Padua et al (2011), estudando a germinacdo de P. setacea,
observaram maior viabilidade em sementes conservadas sob
temperaturas subzero (-20 e -196 °C). Meletti et al (2004, 2007)
realizaram experimentos de crioconservagdo (-196°C) com diversas
espécies de Passiflora, e observaram um comportamento variavel entre
as espécies, favorecendo a germinacdo para a espécie P. edulis.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Prover

conhecimentos sobre germinacdo e conservagdo das

sementes de Passiflora tenuifila e Passiflora setacea e desenvolver
protocolos de conservagdo e cultura in vitro de Passiflora tenuifila.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Verificar o efeito do armazenamento em baixa temperatura
(5°C) sobre a germinacdo das sementes de P. tenuifila e P.
setacea mantidas nos frutos e em sacos plasticos.

Verificar o efeito de acido giberélico e 6-benzilaminopurina
sobre a germinacéo das sementes de P. tenuifila.

Verificar o efeito do armazenamento dos frutos ao ar livre, a
25°C sobre a germinagdo das sementes de P. tenuifila.
Verificar o efeito da criopreservagdo sobre a germinacéo das
sementes de P. tenuifila.

Desenvolver protocolo para a germinacdo in vitro das
sementes de P. tenuifila.

Verificar o efeito do armazenamento das sementes de P.
tenuifila envolvidas pelo endocarpo e conservadas in vitro a
5°C e 25°C sobre a germinacao.

Verificar o efeito de fontes de carbono sobre o crescimento
in vitro das microplantas de P. tenuifila.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAL VEGETAL

Foram utilizadas sementes de plantas de P. setacea e P. tenuifila do
banco de germoplasma de Passifloras, cedidas pela Embrapa Cerrados, e
frutos de P. tenuifila obtidos das plantas adultas cultivadas na casa de
vegetacdo da UFSC.

3.2. GERMINACAO E ARMAZENAMENTO EX VITRO DAS
SEMENTES DE P. TENUIFILA E P. SETACEA

3.2.1. Efeito do armazenamentoem geladeira (5°C) de frutos e
sementes em sacos plasticos na germinacao das sementes de P.
tenuifila e P. setacea

Os frutos maduros foram embalados em sacos plasticos ou tiveram
suas sementes removidas que, apés a remogdo do arilo foram
armazenadas em sacos plasticos a 5°C. Ap6s periodos de 30, 80 e 130
dias, as sementes foram removidas dos frutos e das embalagens
plasticas, que foram utilizadas para a determinacdo do teor de agua e
realizacdo dos testes de germinacdo. As sementes foram colocadas para
germinar em copos de polietileno de 60 ml, contendo 28 g de solo
adubado irrigado com 8 ml de &gua. Em seguida, os copos plasticos
foram colocados em bandejas pet retangulares de 235 mm x 169 mm X
100 mm, com tampa e foram mantidos em casa de vegetacdo, sob
iluminacdo natural. Nesses experimentos as sementes ndo foram
embebidas em agua ou acido giberélico antes de serem colocadas para
germinar. O teor de &gua e a porcentagem de germinacdo também foram
determinados no inicio do experimento, no tempo de armazenamento
igual a zero (t0), antes de serem armazenadas a 5°C. Os experimentos
foram colocados para germinar entre janeiro e margo/2013. Foram
utilizadas 5 repeticies de 25 sementes por tratamento, exceto quando
especificado.

3.2.2. Efeito de &cido giberélico e 6-benzilaminopurina na
germinagdo das sementes de P. tenuifila

As sementes foram removidas dos frutos maduros, tiveram 0s
arilos removidos e foram imediatamente submetidas aos diferentes
tratamentos de imersdo em agua ou em solucdes de acido giberélico
(GAg), 6-benzilaminopurina (BAP) nas concentracdes de 0,31%; 0,62%;
1,25% e 2,5% (correspondente, respectivamente, as concentracdes de
9.03 mM; 18,06 mM; 36,12 mM e 72,25 mM de GA e a 13,88 mM;
27,77 mM; 55,55 mM e 111 mM de BAP) por periodos de 1 ou 5 dias.
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Em seguida, foram colocadas para germinar conforme descrito no item
3.2.1. Os experimentos foram mantidos em casa de vegetacdo, sob
iluminacdo natural. Foram utilizadas 5 repeti¢des de 25 sementes por
tratamento, exceto quando especificado. Os experimentos foram
montados em dezembro de 2012 e as avaliagdes realizadas até
junho/2013.

3.2.3. Efeito do armazenamento dos frutos ao ar livre a 25°C na
germinacdo das sementes de P. tenuifila

No experimento 1, os frutos maduros foram coletados, em
setembro de 2013 e no experimento 2, em Agosto de 2014. Os frutos
foram pesados e armazenados em caixas de papeldo, ao ar livre a 25°C.
Semanalmente os frutos foram pesados, para determinacdo das
porcentagens de reducdo no teor de 4gua durante o periodo de
armazenamento. No inicio do experimento 1 e ap6s periodos de 45 dias,
7 meses e 10 meses de armazenamento foram realizados os testes de
determinagdo do teor de 4gua e de germinacdo. As sementes foram entéo
removidas dos frutos, tiveram os arilos removidos, tanto para a
determinagdo do teor de &gua como para os testes de germinacdo. Para
0s testes de germinacdo foram previamente embebidas por 5 dias a
25°C, em solucdo de acido giberélico 2,5% e depois colocadas para
germinar conforme descrito no item 3.2.1. As condi¢des de germinacdo
foram 25°C, com iluminacdo natural. Foram utilizadas de 4-5 repeticOes
com 14-30 sementes cada, por tratamento.

No experimento 2, os teores de agua das sementes foram
determinados imediatamente apds a coleta e apds periodos de 7 e 12
meses de armazenamento. Os testes de germinacdo das sementes foram
conduzidos ap6s periodos de 8; 9,5; 12 e 13,5 meses de armazenamento.
As condicbes de germinacdo foram 25°C, com iluminagdo natural.
Foram utilizadas 3-5 repeticbes com 17-27 sementes cada, por
tratamento.

3.2.4. Efeito da criopreservacdo na germinacao das sementes de P.
tenuifila

As sementes de frutos maduros, armazenados por 16 meses a
25°C ao ar livre tiveram os arilos removidos e foram imediatamente
colocadas nos cryovials de 2 ml e submetidas & imersdo em nitrogénio
liquido (-196°C) por, no minimo, uma hora, ap6s o que foram removidas
do nitrogénio liquido e embebidas, por 5 dias, em solu¢do aquosa de
2,5% de &cido giberélico. Em seguida foram colocadas para germinar da
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mesma forma como descrito no item 3.2.1. O experimento foi mantido
em camara de crescimento a 25°C, nas mesmas condigdes descritas no
item 3.3.1. O controle foi realizado com sementes ndo criopreservadas
embebidas em solucdo de 2,5% de acido giberélico. Foram realizadas 5
repeticdes com 20-21 sementes cada, por tratamento.

3.3. GERMINAQAO E ARMAZENAMENTO IN VITRO DAS
SEMENTES DE P. TENUIFILA
3.3.1. Germinacdo in vitro das sementes

No experimento in vitro, as sementes de um fruto fresco (recém
colhido), j& com o arilo removido e apds cinco dias de embebigdo em
solucdo aquosa contendo 2,5% de GA, foram postas para germinar em
tubos de ensaio de 150 mm x 25 mm, contendo 8 ml de meio de cultura
Murashige e Skoog (1962) (MS), suplementado com 88,5 mM de
glicose, 0,2% de Phytagel™ e 1,25 uM AIB (acido indolbutirico). Os
tubos de ensaio foram cobertos com filme de polipropileno (76 mm x 76
mm) e presos com elasticos de borracha. As culturas foram mantidas em
camara de crescimento com temperatura controlada de 25 + 2°C, sob
fotoperiodo de 16 horas, provido por lampadas fluorescentes Philips
TDL (22.3 pmol.m2.s1) e umidade relativa de 70%. Estas condicbes
foram utilizadas em todos os experimentos de cultura in vitro, exceto
quando especificado. Foram utilizadas 6 repeticbes com 6 sementes
cada, por tratamento.

3.3.2. Efeito do armazenamento das sementes de P. tenuifila
envolvidas pelo endocarpo e mantidas in vitro na germinacao

Os frutos maduros foram lavados com agua da torneira e detergente
neutro, enxaguados 4 vezes, e, em fluxo laminar, imersos em solucéo
comercial de hipoclorito de sddio (Q-Boa) com 2,5% (v/v) de cloro
ativo por 10 min. Em seguida, as camadas mais externas dos frutos
foram separadas com o auxilio de bisturi, o que é facilmente realizado
em P. tenuifila, e os endocarpos foram inoculados em meio de cultura
Murashige e Skoog (1962) suplementado com 2% de Phytagel™ e
deixados em geladeira (5°C) ou em temperatura ambiente (25°C), nas
mesmas condicdes descritas no item 3.3.1. Apés 4, 8, 17 e 18 meses 0s
endocarpos foram removidos do meio de cultura, abertos com auxilio de
bisturi para retirada das sementes, as quais tiveram os arilos removidos e
foram utilizadas para a determinacéo do teor de adgua ou colocadas para
embeber por 5 dias em solucdo de 2,5% de &cido giberélico e, em
seguida, colocadas para germinar como descrito no item 3.2.1. As
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condicbes de germinacdo foram 25°C, com iluminacdo natural. Foram
utilizadas 4-5 repeticbes com 25-30 sementes cada.

3.4. DETERMINACAO DO TEOR DE AGUA DAS SEMENTES

As sementes foram retiradas dos frutos, tiveram o arilo removido
esfregando-as em papel toalha. Em seguida foram determinadas as
massas frescas e postas em estufa a 103 °C por, no minimo, 16 horas
para posterior determinacdo das massas secas. Foram utilizadas de 4 a 5
repeticGes de 15 a 25 sementes cada por tratamento. O teor de agua foi
calculado atraves da férmula:

(Mf - Ms)

My
Onde M representa a massa fresca e M a massa seca.

Teor de Agua = *100

3.5. EFEITO DE FONTES DE CARBONO NO CRESCIMENTO IN
VITRO DAS MICROPLANTAS DE P. TENUIFILA.

Para verificar o efeito de fontes de carbono sobre o crescimento dos
segmentos apicais, 0s explantes com 2,5 cm de comprimento, contendo
a gema apical, foram removidos de plantas axénicas de 8 semanas de
idade, cultivadas in vitro e transferidos, ap6s a desinfeccdo, para os
tubos de ensaio de 150 mm x 25 mm, contendo 8 ml de meio de cultura
MS, suplementado com 88,5 mM de sacarose ou glicose, 0,2% de
Phytagel™ e 1,25 pM AIB (acido indolbutirico). Os tubos de ensaio
foram cobertos com filme de polipropileno (76 mm x 76 mm), presos
com elasticos de borracha. As culturas foram mantidas em sala de
crescimento como descrito no item 3.3.1 e avaliadas quanto a altura,
nimero de ramos, nimero de folhas e porcentagens de formagdo de
ramos, raizes e calos.

3.6. ANALISE ESTATISTICA

Todos os experimentos foram montados de acordo com o
delineamento estatistico completamente casualizado. Os resultados
foram analisados estatisticamente através do teste t de Student, ao nivel
de 5% de probabilidade, quando a comparacdo se restringiu a apenas
dois tratamentos, ou da andlise de variancia simples (ANOVA) ou
multifatorial, com separacdo de médias pelo teste de Tukey, ao nivel de
5% de probabilidade, quando mais de dois tratamentos foram
comparados. Quando pertinente, os dados em porcentagem foram
transformados em arco seno da raiz quadrada da porcentagem antes da
realizacdo da analise estatistica. Os calculos foram realizados com o
auxilio do EXCEL e software estatistico STATISTICA® versdo 8.0.
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4. RESULTADOS

4.1. GERMINACAO E CONSERVAGAO EX VITRO DE SEMENTES
DE P. TENUIFILA E P. SETACEA

4.1.1. Efeito do armazenamento em geladeira (5°C) de frutose
sementes em sacos plasticos na germinagao de sementes de P.
tenuifila e P. setacea

Com o objetivo de testar o efeito do armazenamento a 5°C na
germinacdo das sementes, neste experimento uma parte dos frutos
frescos coletados foi armazenada em sacos plasticos a outra parte dos
frutos foi despolpada, as sementes tiveram os arilos removidos e foram
armazenadas em sacos plasticos, sendo mantidos ambos em geladeira
(5°C).

O teor de agua e a viabilidade das sementes foram determinados
no inicio do experimento, imediatamente ap0ds a coleta dos frutos e nos
trés periodos de armazenamento: 30, 80 e 130 dias. Ap06s 0s respectivos
periodos de armazenamento, as sementes, removidas dos frutos e dos
sacos plasticos, foram colocadas imediatamente para germinar em solo e
mantidas em casa de vegetacdo, pois em experimentos preliminares ndo
germinaram em condiges controladas, a 25°C.

Na Tabela 1 estdo os resultados dos teores de dgua das sementes
observados no inicio do experimento e ap6s 30, 80 e 130 dias de
armazenamento em sacos plasticos ou nos frutos. Verifica-se que, para
P. tenuifila, os teores de agua das sementes armazenadas em sacos
plastico tendeu a diminuir em relacdo ao das sementes que ndo foram
submetidas ao armazenamento, no inicio do experimento, porém as
diferengas ndo foram estatisticamente significativas. Os teores de &gua
das sementes armazenadas nos frutos, entretanto, aumentaram
significativamente apés 80 e 130 dias de armazenamento (17,7% e
22,59%, respectivamente) em relagdo ao tempo zero, no inicio do
experimento (11,05%).

Para P. setacea, os dados indicam que os teores de agua das
sementes armazenadas em sacos plasticos por 30, 80 e 130 dias
decresceram  significativamente  (15,58%, 10,12% e 8,41%,
respectivamente) em relacdo ao teor de agua detectado no tempo zero,
no inicio do experimento (21,83%), mas os teores de agua das sementes
armazenadas nos frutos por 80 e 130 dias permaneceram
estatisticamente semelhantes (23,21% e 18,47%), ao observado no inicio
do experimento (21,83%).
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Tabela 1. Efeito do armazenamento a 5°C de frutos e sementes em sacos
plasticos sobre o teor de 4gua das sementes de Passiflora tenuifila e de
Passiflora setacea ndo armazenadas ou apdés 30, 80 e 130 dias de
armazenamento.

Tipo de Tempo P.tenuifila®  P. setacea’
Armazenamento  (dias)

0 11,1+0,6a 21,8 +2,0cd
Sementes em 30 141+1,7ab 156+1,8b
sacos plasticos 80 10,8+1,1a 10,1+0,6a

130 9,7+22a 84+18a
Sementes nos 30 119+27a 16,4+09b
frutos 80 178+1,1bc 23,2+2,2d

130 22,6 £3,7¢C 18,5 +2,7 hc

"Média + desvio padrdo do teor de agua de 4 repeticdes de 25 sementes cada.
Letras iguais na coluna indicam que os tratamentos ndo diferem
significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).

Os padrdes de variagao do teor de dgua das sementes em funcéo
do tempo de armazenamento sdo representados nos gréaficos das Figuras
1, para sementes de P. tenuifila e Figura 2, para sementes de P. setacea.
Os padrdes de variacdo do teor de &gua das sementes mantidas nos
frutos foram semelhantes em ambas as espécies no que concerne ao
aumento do teor de agua das sementes mantidas nos frutos e a
diminuicdo do teor de agua das sementes armazenadas em sacos
plasticos.

Na Figura 3 estdo representados os resultados dos teores de agua
das sementes de P. tenuifila em um segundo experimento realizado, em
que foram determinados os teores de dgua das sementes removidas dos
frutos frescos logo apds a coleta, no tempo zero do experimento, e
depois de armazenados a 5°C por 1, 2, 5 e 6 meses. Apds 60 dias de
armazenamento, os teores de agua das sementes dentro dos frutos
comegaram a aumentar com o tempo de armazenamento, atingindo até
41,12%, no sexto més de armazenamento (180 dias). No periodo
correspondente a 130 dias de armazenamento, o teor de agua das
sementes correspondeu a um valor que esta entre 20% e 25%, similar ao
observado na Tabela 1, de 22,59%, para as sementes armazenadas nos
frutos, confirmando o aumento do teor de agua das sementes quando
armazenadas nos frutos por periodos acima de 60 dias.

Os resultados indicam que nas sementes armazenadas em sacos
plasticos houve reducdo significativa no teor de agua apenas em P.
setacea, enquanto que os teores de agua das sementes mantidas nos
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Figura 1. Variacdo do teor de agua de sementes de Passiflora tenuifila com o
decorrer do periodo de armazenamento a 5°C, nos frutos e em sacos pléasticos.
Valores sdo médias de 4 repeticBes de 25 sementes por tratamento. As letras
comparam os tratamentos no periodo de armazenamento de 130 dias teste t de
Student (p<0,05).
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Figura 2. Variacdo do teor de 4gua de sementes de Passiflora setacea com o
decorrer do periodo de armazenamento a 5°C, nos frutos e emsacos plasticos.
Valores sdo médias de 4 repeticBes de 25 sementes por tratamento. As letras
comparam os tratamentos no periodo de armazenamento de 130 dias teste t de
Student (p<0,05).
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frutos aumentaram com o tempo de armazenamento, em ambas as
espécies, aumento esse confirmado, em P. tenuifila, em dois
experimentos conduzidos.

Figura 3. Variagdo no teor de 4gua de sementes de Passiflora tenuifila
removidas dos frutos frescos (tempo zero) ou mantidas nos frutos a 5°C por
periodos de 1, 2, 5 ¢ 6 meses. Valores sdo médias de 5 repeticdes com 15
sementes cada. As letras comparam os tratamentos pelo teste de Tukey
(p=<0,05).
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Os resultados obtidos nos experimentos de germinacdo, apds 0s
diferentes periodos e tipos de armazenamento a 5°C sdo apresentados na
Tabela 2. A anélise de variancia multifatorial, para investigar a possivel
interacdo entre os fatores tipos de armazenamento e tempos de
armazenamento, para cada espécie, indicou interagBes significativas
entre esses dois fatores (para P. tenuifila p<0,01; para P. setacea
p<0,01). No tratamento em que as sementes de ambas as espécies foram
removidas dos frutos e colocadas imediatamente para germinar, sem
passarem por qualquer tipo de armazenamento, as taxas de germinagéo
foram de 5,01% para P. tenuifila e 50,5% para P. setacea, sendo a
diferenca estatisticamente significativa. Entretanto, as porcentagens de
germinacdo de sementes de P. tenuifila aumentaram significativamente
aos 80 dias de armazenamento a 5°C, tanto para as sementes
armazenadas em sacos plasticos (25,6%) como para as mantidas nos
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frutos (73,6%). O mesmo ocorreu com as sementes de P. setacea, cujas
taxas de germinacdo das sementes em sacos plasticos aumentaram
progressivamente com o periodo de armazenamento alcancando 91,2%,
aos 130 dias e 83,2%, aos 80 dias, no caso das sementes mantidas nos
frutos.

Tabela 2. Efeito do armazenamento a 5°C de frutos e sementes de P. tenuifila e
P. setacea sobre a germinacdo (%). Dados aos 84 dias do inicio do experimento.
Tipo de Tempo  P. tenuifila® P. setacea’
Armazenamento  (dias)
0

5,01 +1,80Aa 50,5 + 8,56 Bb

Sementes em 30 152+11,1ABa 61,6 +9,21BCb
sacos plasticos 80 25,6 £10,0 Ba 76,0 £12,3CDb
130 48+5722 Aa 91,2+7,69Eb
Sementes nos 30 144 +456 ABa  48,0+£9,38Bb
frutos 80 73,6 £9,63 Ca 83,2 + 6,57 DEb

130 16,8 £8,20ABb 0,0+ 0 Aa
“Média + desvio padrdo das porcentagens de germinacio de 5 repeticdes de 25
sementes cada por tratamento. Letras mailsculas iguais na coluna ndo diferem
significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (p<0,05). Letras
maiGsculas iguas na coluna néo diferem significativamente entre si de acordo
como testet de Student (p<0,05).

Esses resultados sugerem que, ambas as espécies pareceram
requerer um periodo prolongado de exposicdo a 5°C, para que maiores
taxas de germinacdo fossem alcancadas, independente do
armazenamento em sacos plasticos ou da manutencéo das sementes nos
frutos, sugerindo a existéncia de um mecanismo de dorméncia, que
parece ter sido quebrado pela exposicdo a baixa temperatura.

Verifica-se, também na Tabela 2, que, para P. tenuifila a melhor
forma de armazenamento a 5°C foi mantendo-se as sementes nos frutos
por 80 dias (73,6%), sendo que nessa condigdo permaneceram com alta
viabilidade, mas com queda significativa na germinacao apds 130 dias
de armazenamento. J4 para P. setacea as sementes mantidas em sacos
plasticos mostraram alta viabilidade (91,2%), aos 130 dias de
armazenamento a 5°C, mas nos frutos a melhor porcentagem (83,2%) de
germinacdo ocorreu, também, com 80 dias de armazenamento, da
mesma forma que em P. tenuifila. Entretanto, as sementes mantidas nos
frutos de P. setacea armazenados por 130 dias a 5°C ndo germinaram.
Em todas as formas e periodos de armazenamento as sementes de P.
setacea apresentaram porcentagens de germinacgdo significativamente
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maiores dos que as sementes de P. tenuifila, exceto no caso das
sementes armazenadas nos frutos de P. tenuifila, que aos 130 dias de
armazenamento ainda apresentaram 16,8% de germinacdo, enquanto que
as sementes de P. setacea, nessa mesma condi¢do de armazenamento,
perderam totalmente a viabilidade.

A taxa de germinacdo das sementes de P. tenuifila armazenadas
em sacos plasticos, por 30 dias, de 15,2%, foi estatisticamente
semelhante a das sementes mantidas nos frutos por 30 dias (14,4%), ndo
diferindo do controle (5,01%) e nem do valor obtido para sementes
armazenadas por 80 dias (25,6%). O mesmo ocorreu com as sementes
de P. setacea armazenadas por 30 dias em sacos plasticos, cuja
germinacéo, de 61,6%, ndo diferiu estatisticamente da verificada para as
sementes armazenadas nos frutos, por 30 dias (48,0%) e nem do
controle, no tempo zero, no inicio do experimento (50,5%).

Figura 4. Relacéo entre taxa de germinagdo de sementes de Passiflora tenuifila
e periodo de armazenamento a 5°C, nos frutos e em sacos plasticos. Valores
sdo médias de 5 repeticdes de 25 sementes por tratamento. As letras comparam
o0s tratamentos no periodo de armazenamento de 80 dias pelo teste t de Student
(p=<0,05).
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Os padrbes diferentes de variacdo dos graficos das taxas de
germinacdo em funcdo do periodo e do tipo de armazenamento das
sementes sdo apresentados na Figura 4 para P. tenuifila e na Figura 5
para P. setacea. Verifica-se a semelhanca entre os padrdes das curvas de
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germinacdo das sementes mantidas nos frutos, de ambas as espécies, no
que se refere a queda nas taxas de germinacdo, a partir de 80 dias de
armazenamento dos frutos a 5°C. Observa-se, também, as diferencas
entre os padrdes das curvas de germinacdo das sementes armazenadas
em sacos plasticos, a partir de 80 dias de armazenamento, com a queda
da germinacdo em P. tenuifila e com a manutencdo de altas taxas de
germinacdo em P. setacea.

Figura 5. Relacéo entre taxa de germinagao de sementes de Passiflora setacea e
periodo de armazenamento a 5°C, nos frutos e em sacos plésticos. Valores séo
médias de 5 repeticdes de 25 sementes por tratamento. As letras comparam os
tratamentos no periodo de armazenamento de 130 dias pelo teste t de Student
(p=0,05).
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As Figuras 6, 7 e 8 apresentam os graficos que relacionam as
taxas de germinacdo, em funcdo do tempo de avaliacdo dos
experimentos, das sementes de ambas as espécies, submetidas ao
armazenamento a 5°C, em sacos plasticos ou mantidas nos frutos, por
30, 80 e 130 dias. A andlise dos gréficos de germinacdo em funcdo do
tempo € importante, pois fornece informagdes sobre os padrbes de
curvas de germinagdo obtidas, bem como os momentos em que foram
atingidas as porcentagens maximas de germinagdo, em cada tratamento,
e a partir de que momento as porcentagens de germinagao estabilizaram.

Na Figura 6 estdo representados os graficos da germinagdo, em
funcdo do tempo, das sementes de P. tenuifila e P. setacea, armazenadas
a 5°C, por 30 dias, em sacos plasticos ou mantidas nos frutos. Apesar de
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n&o terem sido calculados os indices de Velocidade de Germinagio para
0s experimentos, é possivel verificar que a germinagéo das sementes de
P. setacea armazenadas em sacos plasticos foi mais rapida do que nos
demais tratamentos, alcancando mais de 50%, ja aos 40 dias do inicio do
experimento, estabilizando entre 50 e 60 dias. Nos demais tratamentos,
principalmente no caso das sementes de P. tenuifila, em ambas as
formas de armazenamento, a germinacdo foi mais lenta, estabilizando
apos 50 dias do inicio do experimento, mesmo no caso das sementes de
P. setacea armazenadas nos frutos.

Figura 6. Germinacdo de sementes de Passiflora tenuifila (Pt) e Passiflora
setacea (Ps) submetidas a 30 dias de armazenamento a 5°C em sacos plasticos
(sem) ou nos frutos (fru). Valores sdo médias de 5 repetiches com 25 sementes
cada. As letras comparam os tratamentos no tempo de avaliagéo de 84 dias pelo
teste de Tukey (p<0,05).
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Mas, apés 80 dias de armazenamento observa-se, na Figura 7,
que houve uma alteracdo nos padrdes das curvas de germinacdo das
sementes, em relagdo aos padrdes observados na Figura 6 (aos 30 dias
de armazenamento). Verifica-se que, exceto no caso das sementes de P.
tenuifila armazenadas em sacos plasticos, 50% da germinagdo ja foi
alcangada antes dos 40 dias do inicio do experimento, ao redor dos 30
dias, o que indica um aumento da velocidade de germinagdo das
sementes em relacdo ao periodo de 30 dias de armazenamento. Assim,
verifica-se que j4 aos 25 dias do inicio do experimento as taxas de
germinacdo nos trés melhores tratamentos variaram entre 68% e 79%e a
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germinacdo pareceu estabilizar entre 25 e 32 dias a partir do inicio do
experimento. A excecdo ao padrdo foi a curva de germinacdo obtida
para as sementes de P. tenuifila armazenadas em sacos plasticos, que
germinaram mais lentamente e bem menos do que nos demais
tratamentos.

Aos 130 dias de armazenamento a 5°C (Figura 8) observa-se,
novamente uma alteracdo nos padrdes das curvas de germinacdo, em
relacdo as curvas da Figura 7, exceto para as sementes de P. setacea
armazenadas em sacos plasticos, que mantiveram um padrdo semelhante
aos periodos de 30 e de 80 dias de armazenamento, alcangando 72,8%
de germinacdo j& aos 25 dias do inicio do experimento, enquanto que em
todos os outros tratamentos as taxas de germinacdo foram abaixo de
20% e as curvas de germinagdo sugerem que as sementes germinaram
muito lentamente, a0 mesmo tempo em que ocorreu a queda
significativa na viabilidade.

Quando se analisa, de modo geral, os teores de agua das sementes
em relacdo as porcentagens de germinagdo nos mesmos periodos e
condicbes de armazenamento, verifica-se que, para P. setacea, 0s
tratamentos que apresentaram maiores taxas de germinagdo ocorreram
tanto com as sementes contendo até 8,4% de agua como 23,21% de
agua, parecendo independer do teor de 4gua. O mesmo foi constatado
para P. tenuifila, em que a maior hidratacdo das sementes aos 80 e 130
dias de armazenamento nos frutos ndo necessariamente contribuiu para
estimular a germinacdo das sementes nesses dois periodos. Porém, os
valores de correlagdo simples, calculados separadamente para cada
condicdo de armazenamento das sementes, para ambas as espécies,
indicaram conclus@es diferentes, como descrito a seguir.

Os coeficientes de correlagdo simples (r) foram calculados para
verificar o grau de associacdo linear entre as variaveis (a) teor de agua
das sementes e (b) germinacdo, nos diferentes tempos de
armazenamento das sementes. Verifica-se, na Tabela 3, que para as
sementes de P. tenuifila houve baixa correlacdo linear positiva entre o
teor de 4gua e as taxas de germinacdo (valores de r de 0,26 e 0,09), tanto
quando as sementes foram armazenadas em sacos plasticos ou mantidas
nos frutos.

Ja para as sementes de P. setacea armazenadas em sacos
plasticos, o valor de r foi de -0,97 e significativo a 5% de probabilidade,
indicando que o aumento na taxa de germinagdo apresentou forte
correlagdo linear com a diminuicdo no teor de &gua das sementes.
Porém, no caso das sementes mantidas nos frutos, o valor de r foi 0,59,
indicando média correlagdo linear entre as variaveis teor de agua das
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Figura 7. Germinagdo de sementes de Passiflora tenuifila (Pt) e Passiflora
setacea (Ps) submetidas a 80 dias de armazenamento a 5°C em sacos plésticos
(sem) ou nos frutos (fru). Valores sdo médias de 5 repeti¢bes com 25 sementes
cada. As letras comparam os tratamentos no tempo de avaliagéo de 67 dias pelo
teste de Tukey (p<0,05).

80 dias armazenamento

100 ~

e

X ==g== Pt sem
R

o e=fll= Pt fru
=

§ Pssem
(]

(U]

A === Ps fru

0 20 40 60 80
Tempo (dias)

Figura 8. Germinagdo de sementes de Passiflora tenuifila (Pt) e Passiflora
setacea (Ps) submetidas a 130 dias de armazenamento a 5°C emsacos plasticos
(sem) ou nos frutos (fru). Valores sdo médias de 5 repeticBes com 25 sementes
cada. As letras comparam os tratamentos no tempo de avaliacdo de 111 dias
pelo teste de Tukey (p<0,05).
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sementes e taxas de germinacdo, nos diferentes tempos de
armazenamento.

Tabela 3. Coeficientes de correlagdo simples (r) entre os teores de dgua e taxas
de germinacgdo das sementes de P. tenuifila e P. setacea ndo armazenadas ou
armazenadas por 30, 80 e 130 dias a 5°C.

Tipo de P.tenuifila  P. setacea
Armazenamento

Sacos plasticos 0,26 -0,97
Frutos 0,09 0,59

Os resultados indicam que as maiores porcentagens de
germinacdo das sementes de P. tenuifila a 5°C foram garantidas através
do armazenamento dos frutos frescos, mas por 80 dias somente,
enquanto que para P. setacea o armazenamento dos frutos, por 80 dias e
das sementes, em sacos plasticos, por até 130 dias, permitiram a
manutencdo das maiores porcentagens de germinacdo, sendo que nas
sementes mantidas em sacos plasticos, a porcentagem de germinacéo
aumentou com a diminuigdo do teor de &gua das sementes.

O efeito promotor da exposicdo a 5°C na germinagdo estimulou a
realizacdo dos experimentos a seguir, para verificar o efeito da
embebicdo em &cido giberélico na germinacdo, jA que as giberelinas
podem promover a germinacdo, substituindo a necessidade da exposigdo
a baixa temperatura, no caso das sementes que necessitam desse
tratamento.

4.1.2. Efeito de acido giberélico e 6-benzilaminopurina na
germinacdo das sementes de P. tenuifila

Para testar se reguladores de crescimento poderiam substituir a
necessidade do tratamento de baixa temperatura e otimizar a germinacédo
foram entdo realizados os experimentos com &cido giberélico, em que as
sementes, apGs serem removidas dos frutos frescos recém coletados,
foram embebidas nesse hormdnio, antes de serem colocadas para
germinar em solo, em casa de vegetacao.

Também foi testado o efeito de uma citocinina (BAP)
isoladamente e a aplicacdo simultanea de acido giberélico (GAs) e BAP,
uma vez que na férmula da promalina, composto utilizado na promocéo
da germinagdo de sementes de certas espécies de maracujas, aparecem
duas giberelinas e a 6-benziladenina (ou 6-benzilaminopurina) como
ingredientes ativos (1,88% de GA,e GA; +1,88% de BAP).
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Nesses experimentos as sementes foram removidas dos frutos
maduros frescos, tiveram os arilos removidos e foram utilizadas em
seguida para a determinacdo do teor de &gua ou submetidas a
embebicdo, por 1 e 5 dias, em agua e em solugdes aquosas de diferentes
concentragBes (0, 0,31%; 0,62%; 1,25% e 2,5%, correspondentes,
respectivamente, a 9,03 mM, 18,06 mM, 36,12 mM e 72,25 mM de GA
e de 13,88 mM, 27,77 mM, 55,55 mM e 111,11 mM de BAP) dos
reguladores de crescimento GA e BAP, isoladamente ou em combinagéo
e depois foram colocadas para germinar em solo, na casa de vegetacéo.

Devido a ndo disponibilidade de sementes de P. setacea, esses
experimentos foram realizados apenas com as sementes de P. tenuifila.

Na Tabela 4 estdo expressos os valores do teor de agua das
sementes utilizadas nesses experimentos, logo apés a remocdo dos
frutos frescos. O teor de &gua das sementes utilizadas nesses
experimentos foi de 12,73%, valor similar ao do controle utilizado no
experimento anterior, de 11,05%.

Tabela 4. Teor de agua de sementes de Passiflora tenuifila removidas dos frutos
maduros imediatamente apds a coleta.

Experimentos Teor de gua (%MF)

1 14,4 +2,50
2 12,7 + 1,57
3 12,6 +1,31
Média+DP 12,7+1,79

Valores sdo médias +desvio padréo de 4 repeticdes de 20 sementes cada.

Nas Tabelas 5, 6 e 7 estdo expressas as maximas porcentagens de
germinacdo observadas nos tratamentos com GA, BAP e GA+BAP.

Nos resultados dos tratamentos com GA, expressos na Tabela 5
observam-se que, com 1 dia de embebicdo ndo houve diferenca entre os
tratamentos, com as taxas de germinacdo variando de 36% a 52,8%.
Entretanto, a embebicdo por 5 dias em &cido giberélico, promoveu,
significativamente, a maior taxa de germinacdo quando comparado aos
outros tratamentos, sendo que a maior porcentagem de germinagao
(79%) foi observada com a embebicdo prévia das sementes com &cido
giberélico a 2,5%, por 5 dias, a 25°C. Verifica-se também, que, apenas
no tratamento com 2,5% de acido giberélico o tempo de embebicdo de 5
dias foi superior ao tempo de embebicdo de 1 dia. Nos demais
tratamentos ndo houve influéncia dos tempos de embebicdo sobre a
germinacéo.
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Nesse experimento ndo houve diferenca entre as taxas de
germinacdo das sementes ndo embebidas ou embebidas em agua, por 1
ou 5 dias.

Tabela 5. Efeito do &cido giberélico e do tempo de embebicdo sobre a
germinagddo de sementes de Passiflora tenuifila aos 77 dias (1 dia de
embebigdo) e 73 dias (5 dias de embebigdo) a partir do inicio do experimento.
Tratamentos Tempos de embebicdo (dias)
1 5
0 GA (sem embebicdo) 52,8 +59 Aa 59,3 £12,0 Aa
0 (embebicdo agua) 46,4 +6,7 Aa 54,4 £5,4 Aa

0,31% GA 48,0 £11,7 Aa 55,2 +131 Aa
0,62% GA 39,2 £12,5 Aa 46,4 £18,9 Aa
1,25% GA 46,4 £9,6 Aa 40,8 £12,5 Aa
2,50% GA 36,0 +12,6 Aa 79,2 +10,0 Bb

Médias + desvio padrdo de 5 repeticGes 25 sementes cada seguidas pela mesma
letra, minUscula na linha e maitscula na coluna, ndo diferem significativamente
entre si de acordo, respectivamente, pelos testes t de Student e de Tukey
(p<0,05). Letras maitsculas, na coluna, comparam as concentra¢des de &cido
giberélico; letras minGsculas, na linha, comparam os tempos de embebicéo.

Os padrdes diferentes de variacdo dos gréficos das taxas de
germinagdo em fungdo das concentragbes de GA utilizadas na
embebicdo, por 1 e 5 dias, de sementes de P. tenuifila sdo apresentados
na Figura 9. Constata-se o efeito promotor crescente da embebicdo em
GA, por 5 dias, a partir da concentracdo de 1,25%, em relagdo aos
tratamentos com 1 dia de embebicdo, em que as diferentes
concentracdes de GA ndo tiveram efeito na germinacéo.

Nos tratamentos com BAP, expressos na Tabela 6, observa-se
que, com 1 dia de embebicdo houve diferenca entre os tratamentos,
sendo que a maior porcentagem de germinagdo ocorreu no tratamento
com embebicdo em &gua (49,6%), mas esse tratamento ndo diferiu
significativamente dos tratamentos de embebi¢do em 0,62% e 2,5%, em
que as taxas de germinagdo foram respectivamente de 33,6% e 36,8%. A
embebicdo por 5 dias em BAP inibiu a germinacdo das sementes, em
todos os tratamentos, em relagdo ao tratamento sem embebicdo, sendo
que as taxas de germinacdo observadas variaram entre 2,4% (com 2,5%
de BAP) e 10,4 % (com 0,31% de BAP).

Nos tratamentos com 0,62% e 2,5% de BAP o tempo de
embebicdo das sementes por 5 dias inibiu a germinacdo em relagéo ao
tempo de embebicdo de 1 dia.
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Figura 9. Relacéo entre taxa de germinagéo de sementes de Passiflora tenuifila
e concentragdes de GA utilizadas na embebicdo por 1 dia e 5 dias. Valores séo
médias de 5 repeticdes de 25 sementes por tratamento. As letras comparam os
tratamentos na concentracdo de 2,5% pelo teste t de Student (p<0,05).
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Tabela 6. Efeito da 6-benzilaminopurina e do tempo de embebicdo sobre a
germinacgdo de sementes de Passiflora tenuifila aos 112 dias (1 dia de
embebigdo) e 105 dias (5 dias de embebicao) a partir do inicio do experimento.
Tratamentos Tempos de embebigdo (dias)
1 5
0 BAP (sem embebicéo) 12,8 £5,2 Aa 12,0 £6,8 Ba
0 BAP (embebicdo agua) 49,6 £9,2 Bb 39,2 £2,3 Ca

0,31% BAP 17,6 +54 Aa 10,4 +6,8 ABa
0,62% BAP 33,6 156 Bb 3,20 6,0 ABa
1,25% BAP 10,4 +4,6 Aa 7,20 +8,6 ABa
2,50% BAP 36,8 9,1 Bb 2,40 +38 Aa

Médias + desvio padrdo de 5 repeticdes de 25 sementes cada seguidas pela
mesma letra, mindscula na linha e mailscula na coluna, ndo diferem
significativamente entre si de acordo, respectivamente, pelos testes t de Student
e de Tukey (p<0,05). Letras mailsculas, na coluna, comparam as concentra¢Bes
de 6-benzilaminopurina; letras minUsculas, na linha, comparam os tempos de
embebicdo.

Nesse experimento houve diferenga entre as taxas de germinacéo
das sementes ndo embebidas ou embebidas em agua, por 1 ou 5 dias,
sendo a germinacdo maior nas sementes embebidas em Aagua,
independente do tempo de embebic&o.
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Os padrdes diferentes de variacdo dos gréficos das taxas de
germinacdo em funcdo das concentracbes de BAP utilizadas na
embebicdo, por 1 e 5 dias, de sementes de P. tenuifila sdo apresentados
na Figura 10. Observa-se o efeito promotor crescente da embebicdo em
BAP por 1 dia, a partir da concentracdo de 1,25% em relagdo aos
tratamentos com 5 dias de embebicdo, em que houve a queda dréastica na
germinacéo ja na concentracdo de 0,31% de BAP.

Nos tratamentos em que GA e BAP foram utilizados
simultaneamente, expressos na Tabela 7, com 1 dia de embebicdo o
tratamento com 0,31% de GA + 0,31% de BAP promoveu a germinacao
das sementes (32%) em relacdo ao tratamento com 1,25% de GA +
1,25% de BAP, mas com 5 dias de embebicéo, os tratamentos de 0,62%
de GA + 0,62% de BAP e de 1,25% de GA + 1.25% de BAP inibiram
significativamente a germinacdo em relagdo aos demais tratamentos.
Apenas no tratamento com 0,62% de GA + 0,62% de BAP, o tempo de
embebicdo de 5 dias inibiu a germinacdo das sementes. Nos demais
tratamentos, ndo houve diferenca entre os tempos de embebicdo. Nesse
experimento, ndo houve diferenca entre as taxas de germinacdo das
sementes nao embebidas ou embebidas em agua, por 1 ou 5 dias.

Tabela 7. Efeito de acido giberélico e de 6-benzilaminopurina e do tempo de
embebicdo sobre a germinacdo de sementes de Passiflora tenuifila aos 112 dias
(1 dia de embebigdo) e 105 dias (5 dias de embebigdo) a partir do inicio do
experimento.

Tratamentos Tempos de embebigdo (dias)

1 5
0 GA+BAP (sem embebicao) 21,6 £10,0 ABa 21,6 £10,0 Ba
0 GA+BAP (embebicdo agua) 19,2 +4,4 ABa 30,4 £10,0 Ba

0,31% GA + 0,31% BAP 32,0 £10,2 Ba 28,8 +4,4 Ba
0,62% GA + 0,62% BAP 18,4 £6,1 ABb 1,60 +2,2 Aa
1,25% GA + 1,25% BAP 14,4 +12.8 Aa 8,00 +6,3 Aa

Médias + desvio padrdo de 5 repeticdes de 25 sementes cada seguidas pela
mesma letra, mindscula na linha e maidscula na coluna, ndo diferem
significativamente entre si de acordo, respectivamente, pelos testes t de Student
e de Tukey (p<0,05). Letras maiusculas, na coluna, comparam as concentragdes
de &cido giberélico+6-benzilaminopurina; letras minGsculas, na linha,
comparam os tempos de embebigéo.

Os padrdes diferentes de variagdo dos graficos das taxas de
germinacdo em fungdo das concentracbes de BAP+GA utilizadas na
embebicdo por 1 e 5 dias de sementes de P. tenuifila sdo apresentados
na Figura 11. Observa-se o efeito promotor crescente da embebicdo em
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Figura 10. Relacéo entre taxa de germinacdo de sementes de Passiflora tenuifila
e concentragdes de BAP utilizadas na embebicdo por 1 dia e 5 dias. Valores séo
médias de 5 repeticdes de 25 sementes por tratamento. As letras comparam os
tratamentos na concentracéo de 2,5% pelo teste t de Student (p<0,05).
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Figura 11. Relacéo entre taxa de germinacao de sementes de Passiflora tenuifila
e concentragbes de BAP+GA utilizadas na embebicdo por 1 dia e 5 dias.
Valores sdo médias de 5 repeticBes de 25 sementes por tratamento. As letras

comparam os tratamentos na concentracdo de 0,31% pelo teste t de Student
(p<0,05).
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BAP por 1 dia e 5 dias, até a concentracao de 1,25% e o efeito inibitorio
da germinacgdo, na embebicdo por 5 dias em relagdo aos tratamentos com
1 dia de embebicéo.

Nas Figuras 12, 13 e 14 sdo mostradas as curvas de germinacao
em funcdo do tempo de avaliacdo, respectivamente, para cada
tratamento: GA, BAP e BAP+GA.

Figura 12. Germinacdo em funcdo do tempo de sementes de P. tenuifila néo
embebidas ou previamente embebidas por 1 e 5 dias em agua ou solucdes de
acido giberélico (GA) de 0,31%, 0.62%, 1,25% e 2,5%. Os valores sdo médias
de 5 repeticdes de 25 sementes cada. As letras comparam os tratamentos entre si
pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 13. Germinagéo em func¢do do tempo de sementes de P. tenuifila n&o
embebidas ou previamente embebidas por 1 e 5 dias em dgua ou solucdes de 6-
benzilaminopurina (BAP) de 0,31%, 0.62%, 1,25% e 2,5%. Os valores sdo
médias de 5 repeticBes de 25 sementes cada. As letras comparam os tratamentos
entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 14. Germinagéo em funcdo do tempo de sementes de P. tenuifila n&o
embebidas ou previamente embebidas por 1 e 5 dias em dgua ou solucBes de 6-
benzilaminopurina (BAP) de 0,31%, 0.62%, 1,25% em combinacdo com
solugBes de mesmas concentragBes de GA. Os valores s80 médias de 5
repeticBes de 25 sementes cada. As letras comparam os tratamentos entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05).
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Para 0 GA (Figura 12), as taxas maximas de germinagdo, com 1
dia de embebicéo, foram alcancadas, em todos os tratamentos, apds 50
dias do inicio dos experimentos, quando tenderam a estabilizar. Porém,
com 5 dias de embebicdo verifica-se que, no tratamento com 2,5% de
GA, a taxa maxima de germinagdo (79%) foi alcangada ja aos 20-30
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dias do inicio do experimento, o que indica que o GA a 2,5% agiu
aumentando, também, a velocidade de germinacdo e fazendo com que
uma porcentagem maior de sementes germinassem em relacdo aos
demais tratamentos.

Para 0 BAP (Figura 13), verifica-se que a embebicdo em agua por
1 e 5 dias as taxas maximas de germinacdo (50% e 30%,
respectivamente com 1 dia e 5 dias de embebicdo) foram alcangadas ao
redor dos 40 dias do inicio do experimento, estabilizando-se a partir
desse periodo. Assim, a embebicdo em agua aumentou a velocidade de
germinacdo das sementes e também as porcentagens de germinacdo em
relagdo aos tratamentos com BAP.

Para o tratamento GA+BAP (Figura 14), no tratamento de
embebicdo em 4gua por 1 e 5 dias as taxas maximas de germinacao
(20% e 30%, respectivamente com 1 dia e 5 dias de embebigdo) foram
alcancadas ao redor dos 50 dias do inicio do experimento, estabilizando-
se a partir desse periodo, da mesma forma que os melhores resultados de
embebicdo em 0,31% de BAP. Assim, nos tratamentos com GA + BAP
houve reducdo da velocidade de germinacdo das sementes e também as
porcentagens de germinacdo em relacdo aos tratamentos em que as
sementes ndo foram embebidas ou foram embebidas em agua.

As taxas de germinacdo das sementes ndo embebidas ou
embebidas em agua, nos diferentes experimentos foram muito varidveis
(de 12% a 59,3% considerando todos os controles sem embebigéo e com
embebicdo dos experimentos com GA, BAP e BAP+GA). Em apenas
um experimento a embebicdo em agua, por 1 e 5 dias, promoveu a
germinacdo em relagdo as sementes ndo embebidas, 0 que mostra que a
necessidade por embebigdo variou, por alguma razéo, entre as sementes
do controle. Mas, mesmo assim, a maxima porcentagem de germinacao
alcangada pelas sementes do controle foi de 59,3%.

Os resultados indicam que o melhor tratamento para induzir a
germinacdo das sementes foi a embebicdo em solucdo de 2,5% de GA,
por 5 dias (79,2%), antes de serem colocadas para germinar em solo.
Indicam também que a embebicdo em BAP, por 1 e 5 dias ndo teve
efeito promotor na germinacdo das sementes, como 0 GA, inibindo a
germinacdo em varios tratamentos ou ndo influindo sobre o processo,
sendo o maior valor, de 36,8% de germinacdo, observado nos
tratamentos com BAP 2,5%, com 1 dia de embebicdo. A embebicdo em
BAP+GA, por 1 e 5 dias ndo teve efeito promotor na germinagdo das
sementes, quando comparado com GA utilizado isoladamente, inibindo
e retardando a germinagdo em relacdo aos controles, em varios
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tratamentos, sendo o maior valor, de 32,0% de germinacdo, observado
no tratamento com BAP 0,31% + GA 0,31%, com 1 dia de embebig&o.

Os experimentos foram montados em marco de 2013 e a
germinacdo monitorada para os todos os tratamentos até junho/julho de
2013. Nos experimentos com BAP, em alguns tratamentos, o
monitoramento da germinacdo foi prolongado com avalia¢des em julho,
agosto e inicio de setembro (por seis meses), indicando um aumento
acentuado na germinagdo, apos a fase de estabilizacdo (entre julho e
setembro), mas mesmo assim 0 maximo da germinagdo alcancada foi
inferior a 50%. Esses dados indicam que alteracdes nas amplitudes de
variagdo das temperaturas minimas e maximas na casa de vegetacdo,
com a aproximagdo da primavera, possam ter sido responsaveis pelo
estimulo da germinagéo observada posteriormente.

4.1.3. Efeito do armazenamento dos frutos ao ar livre a 25°C na
germinacéo das sementes de P. tenuifila

Os experimentos descritos a seguir tiveram como objetivo avaliar
a viabilidade das sementes, quando os frutos foram mantidos
desidratando ao ar livre, a 25°C. Foram realizados dois experimentos.

No experimento 1, os frutos frescos recém coletados foram
armazenados em caixas de papeldo, por 10 meses, sem sobreposicéo e
deixados para desidratar em temperatura ambiente e UR ao redor de
70% (exceto na sexta semana em que predominaram as chuvas) em
caixas de papeldo. Nesse experimento os frutos foram coletados em
junho de 2014. Os frutos foram pesados semanalmente, durante as 10
primeiras semanas de armazenamento para a determinacdo dos valores
de reducdo em massa fresca e do teor de 4gua perdida, em porcentagem

Na Figura 15 estdo representados, para cada fruto analisado, 0s
gréficos da redugdo em massa fresca dos mesmos, durante o decorrer
das 10 semanas de armazenamento. Alguns dos frutos chegaram a
perder quase 50% de suas massas frescas na primeira semana, sendo a
reducdo posterior em massa fresca atenuada, estabilizando-se pela
quarta ou quinta semana de armazenamento.

Na Tabela 8 estdo os valores das médias do teor de gua perdida
pelos frutos durante o decorrer do armazenamento. JA& na primeira
semana o teor de agua perdida pelos frutos foi de 58,82% chegando a
72,08% na décima semana de armazenamento.
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Figura 15. Efeito do tempo de desidratacio ao ar livre a 25°C sobre a redugéo
nas massas frescas (g) dos frutos (30 frutos) de P. tenuifila analisados
individualmente durante o decorrer do periodo de armazenamento.
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Tabela 8. Teor de agua perdida pelos frutos de P. tenuifila no decorrer de 10
semanas de armazenamento ao ar livre, a 25°C e UR de 70%.

Teorde Tempo de armazenamento (semanas)

agua 1 2 3 4 5 6 7 8 10
perdida

(%)

Média 588 649 675 694 697 690 705 704 721
DP 10,1 8,7 7.8 7% 76 79 78 84 19
N° de

frutos 23 23 23 23 23 23 21 19 7

“Média, desvio padrdo e nimero de frutos indicados na tabela.

Na Figura 16 estdo representados os graficos que mostram
padrdes de variacdo da perda d’agua pelos frutos, em porcentagem, em
funcdo do tempo de armazenamento. Constata-se que a maioria dos
frutos apresentou 0 mesmo padrdo de perda de 4gua, mais intensa, nas
primeiras semanas de armazenamento, estabilizando-se entre 2-4
semanas, ao redor de 70%. Alguns frutos desidrataram rapidamente
durante a primeira semana, enquanto em outros a desidratacdo foi mais
lenta, estabilizando a perda na quarta semana de armazenamento.

Os teores de agua das sementes dos frutos frescos, no tempo zero,
no inicio do experimento e ap6s 1,5; 7 e 10 meses de armazenamento
dos frutos ao ar livre a 25°C sdo mostrados na Tabela 9. O teor de dgua
das sementes removidas dos frutos frescos, recém coletados, no inicio
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do experimento, foi de 11,44% e diminuiu significativamente, apds os
respectivos periodos de armazenamento, para valores que variaram entre
8,38 e 9,61%, e que nao diferiram estatisticamente entre si. Portanto,
ndo houve diferenca entre o teor de umidade das sementes de frutos
armazenados por 45 dias e 10 meses, permanecendo constante, apds 45
dias de armazenamento. Assim como o teor de agua dos frutos, as
sementes também tiveram uma reducdo em seus teores de agua com o
decorrer do tempo de armazenamento dos frutos.

Figura 16. Efeito do tempo de desidratacdo ao ar livre a 25°C sobre o teor de
agua (%) perdida pelos frutos (30 frutos) de P. tenuifila analisados
individualmente durante o decorrer do periodo de armazenamento.
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Tabela 9. Efeito do armazenamento dos frutos de Passiflora tenuifila ao ar livre
a 25°C sobre o teor de agua das sementes.

Tempo de Teor de
armazenamento  Agua (%)’
(meses)

0 11,44 £1,67b
1,5 8,83+0,73a
7 8,38+ 1,46a
10 9,61+0,78a

“Média + desvio padrédo do teor de dgua das sementes de 4 repetices de 15
sementes cada, por tratamento. Letras diferentes indicam diferencas
significativas de acordo como teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Os experimentos de germinacdo foram realizados em trés
momentos: logo quando os frutos foram colhidos (tempo zero) e ap6s 45
dias, 7 meses e 10 meses de armazenamento dos mesmaos.

Nestes experimentos as sementes foram removidas dos frutos,
tiveram os arilos removidos e imediatamente imersas, por 5 dias, em
solucdo de acido giberélico 2,5% antes de serem colocadas para
germinar, em condi¢des controladas, a 25°C.

Na Tabela 10 sdo mostradas as porcentagens de germinagio
méximas das sementes, aos 65 dias do inicio do experimento. As
porcentagens de germinacdo das sementes dos frutos que ficaram
armazenados por 45 dias (91,66%) e por 7 meses (85,77%) ndo
diferiram significativamente do controle, realizado no inicio do
experimento com as sementes removidas dos frutos frescos, recém
coletados (80,61%). Contudo, esses valores diferiram do tratamento de
10 meses de armazenamento (27,14%), indicando a queda na viabilidade
das sementes.

Tabela 10. Efeito do armazenamento dos frutos de Passiflora tenuifila ao ar
livre a 25°C sobre a germinagdo (%). Dados aos 65 dias do inicio do
experimento.

Tempo Germinagéo
armazenamento (%)

(meses)

0 80,6 +2,8b
1,5 91,7+11,8b
7 90,6+4,4b
10 27,1+9.3a

“Média + desvio padrdo das porcentagens de germinagéo. Para o tratamento no
tempo zero (controle) foram utilizadas de 4-5 repetigdes com 14 — 30 sementes
cada, dependendo do experimento. Letras diferentes indicam que houve
diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

As curvas de germinacdo das sementes, em funcdo do tempo de
avaliagdo do experimento, dos tratamentos de armazenamento por 0, 45
dias, 7 meses e 10 meses de frutos ao ar livre, a 25°C sdo mostradas na
Figura 17. Os resultados indicam que os padrGes das curvas de
germinacdo das sementes de frutos com 0 e 7 meses de armazenamento
foram semelhantes, sendo que as porcentagens maximas de germinacao
foram alcancadas antes dos 20 dias do inicio do experimento (tratamento
do controle, tempo zero de armazenamento) ou, entre 20 e 40 dias do
inicio do experimento, para as sementes de frutos que ficaram
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armazenados por 45 dias e 7 meses. Para o experimento de 10 meses de
armazenamento, contudo, os resultados indicam uma possivel alteragéo
no padréo da curva de germinacdo, sugerindo velocidade mais lenta de
germinacdo ja nos primeiros 30 dias de avaliacao.

Figura 17. Germinacdo em funcdo do tempo de sementes de frutos de P.
tenuifila ndo armazenados (tempo zero no inicio do experimento, t0) ou
submetidos por 45 dias (45d), 7 meses (7/m) e 10 meses (10m) de
armazenamento ar livre, a 25°C. Os valores sdo médias de 4-5 repeticGes com
14 — 30 sementes cada, dependendo do experimento. Letras diferentes indicam
que houve diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de Tukey
(p=<0,05).

100 -
90 - A= f—RR——N
v

80
70
60
50
40
30
20
10
0 . .

0 20 40 60 80
Tempo (dias)

e t0
== 45d

Germinagao (%)

== 10m

Um segundo experimento foi realizado em Agosto/2014,
seguindo-se a mesma metodologia de secagem dos frutos ao ar livre, a
25°C realizada no experimento 1, para confirmar os resultados obtidos.

Na Figura 18 estdo representados, para cada fruto analisado, os
gréficos da redugdo em massa fresca dos mesmos, durante o decorrer
das 20 semanas de armazenamento. Os frutos chegaram a perder ao
redor de 50% ou mais de suas massas frescas nas cinco primeiras
semanas de armazenamento, estabilizando-se apds a quinta ou sexta
semana de armazenamento, resultados semelhantes aos observados no
experimento 1.

Na Tabela 11 estdo os valores das médias do teor de agua perdida
pelos frutos durante o decorrer do armazenamento. Verifica-se que, na
segunda semana o teor de agua perdido pelos frutos foi de 39,3%,
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chegando a 70%, na décima semana de armazenamento e 71%, apés 19
semanas, valores semelhantes aos obtidos no experimento 1, para 10
semanas de armazenamento.

Figura 18. Efeito do tempo de desidratacdo ao ar livre a 25°C sobre a reducéo
nas massas frescas (mg) dos frutos (32 frutos) de P. tenuifila analisados
individualmente durante o decorrer do periodo de armazenamento.
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Tabela 11. Teor de agua perdida pelos frutos de P. tenuifila no decorrer de 20
semanas de armazenamento ao ar livre, a 25°C e UR de 70%.

Teorde Tempo de armazenamento (semanas)

'?,%‘;3 2 3 4 5 6 7 9 10 12 16 19 27
Média 393 54 5 645 68 69 699 70 705 708 71 709
DP 82 81 69 53 38 35 34 33 32 32 31 32

“Média e desvio padrdo dos 32 frutos.

Os gréficos que mostram padrdes de variacdo da perda de agua
pelos frutos, em porcentagem, em funcdo do tempo de armazenamento
estdo representados na Figura 19. A maioria dos frutos apresentou o
mesmo padrdo de perda de agua, mais intensa, nas primeiras seis
semanas de armazenamento, estabilizando-se a partir da sexta semana,
ao redor de 70%, resultados também semelhantes aos obtidos no
experimento 1.
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Figura 19. Efeito do tempo de desidratagdo ao ar livre, a 25°C sobre o teor de
dgua (%) perdida pelos frutos (32 frutos) de P. tenuifila analisados
individualmente durante o decorrer do periodo de armazenamento.
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O teor de agua das sementes foi calculado, neste experimento 2,
aos 7 meses e 12 meses de armazenamento dos frutos. Os teores de dgua
das sementes dos frutos frescos, no tempo zero, no inicio do
experimento e ap6s 7 e 12 meses de armazenamento dos frutos ao ar
livre a 25°C sdo mostrados na Tabela 12. O teor de agua das sementes
removidas dos frutos frescos, recém coletados, no inicio do
experimento, foi de 11,44% e diminuiu significativamente apds 0s
respectivos periodos de armazenamento, para valores que variaram entre
9,42 e 9,58%, e que nao diferiram estatisticamente entre si. Portanto,
ndo houve diferenga entre o teor de umidade das sementes de frutos
armazenados por 7 meses e por 10 meses, permanecendo constante, e 0s
teores de agua dos mesmos foram muito semelhantes aos das sementes
de frutos que ficaram armazenados por 10 meses, no experimento 1.

As porcentagens de germinagdo maximas das sementes de frutos
armazenados por 8; 9,5; 12 e 13,5 meses ao ar livre, a 25°C, aos 65 dias
do inicio do experimento sdo mostradas na Tabela 13. A porcentagem
de germinagdo das sementes dos frutos que ficaram armazenados por 8
meses, 70%, ndo diferiu significativamente dos armazenamentos por 12
e 13,5 meses, 84,9% e 85,3% respectivamente. Contudo, esses valores
diferiram do tratamento de 9,5 meses de armazenamento, que
apresentaram 100% de germinacédo, valor muito diferente e superior ao



68

apresentado pelas sementes de frutos com 10 meses de armazenamento

do experimento 1 (27,14%).

Tabela 12. Efeito do armazenamento dos frutos de Passiflora tenuifila ao ar
livre a 25°C sobre o teor de agua das sementes.

Tempo de Teor de
armazenamento Agua (%)*
(meses)

0 11,4+1,7b
7 96+05a
12 94+10a

Média * desvio padrdo do teor de dgua das sementes de 4 repeticdes de 15
sementes cada, por tratamento. Letras diferentes indicam diferencas
significativas de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).

Um segundo experimento de germinacdo foi realizado com
sementes de frutos armazenados por 9,5 meses. Foram realizadas 4
repetichbes com 24 sementes cada e a maxima porcentagem de
germinacdo observada foi de 77,49+11, valor ainda consideravel para
esse tempo longo de armazenamento, quando se compara com o valor
do controle do experimento 1, no inicio do experimento, sem
armazenamento de 80,61%, 0 que comprova a manutencdo da
viabilidade.

Os padrdes de variacdo das curvas de germinacao das sementes,
em fun¢do do tempo de avaliacdo dos tratamentos de armazenamento
por 0, 8 meses, 9,5 meses, 12 meses e 13,5 meses de frutos ao ar livre, a
25°C sdo mostrados na Figura 20.

Tabela 13. Efeito do armazenamento dos frutos de Passiflora tenuifila ao ar
livre a 25°C sobre a germinagdo (%). Dados aos 65 dias do inicio do
experimento.

Tempo Germinacédo
armazenamento (%)

(meses)

8 70,0+115a
9,5 100 b

12 849+72a
13,5 85,3+6,9a

“Média + desvio padrdo das porcentagens de germinacéo. Valores sdo médias de
5-6 repeticOes com 19-27 sementes cada, dependendo do tratamento. Letras
diferentes indicam que houve diferenca significativa entre os tratamentos pelo
teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 20. Germinacdo em funcdo do tempo de sementes de frutos de P.
tenuifila ndo armazenados (tempo zero no inicio do experimento, t0) ou
submetidos por 8 meses (8m), 9,5 meses (9,5m), 12 meses (12m) e 13,5 meses
(13,5m) de armazenamento ao ar livre, a 25°C. Os valores sdo médias de 3-5
repeticbes com 17-27 sementes cada, dependendo do tratamento. Letras
diferentes indicam que houve diferenca significativa entre os tratamentos pelo
teste de Tukey (p<0,05).
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Os resultados indicam que os padrdes das curvas de germinagéo
das sementes de frutos com 0 e 9,5 meses de armazenamento foram
semelhantes, sendo que as porcentagens maximas de germinacao foram
alcancadas antes dos 20 dias do inicio do experimento. Nos demais
tratamentos, os padrbes das curvas de germinagdo diferiram dos
tratamentos anteriores, com a estabilizacdo da germinacdo ocorrendo
apés 20 dias do inicio do experimento, 0 que sugere a diminui¢do da
velocidade de germinacdo das sementes. Mas é importante notar que
mesmo com a possivel reducdo das velocidades de germinagdo, as
porcentagens maximas alcancadas ainda foram altas, maiores que 80%
nos tratamentos com 12 e 13,5 meses de armazenamento ao ar livre, a
25°C.

Para confirmar a viabilidade das sementes, ap6s longos periodos
de armazenamento dos frutos ao ar livre, a 25°C, outros experimentos
foram realizados ap6s 9 meses e 12 meses de armazenamento e 0S
resultados sdo apresentados na Tabela 14, junto com os resultados
apresentados acima, de 10 meses, 12 meses e 13,5 meses, para mostrar a
variagdo entre os resultados obtidos nos diferentes experimentos. Esses
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resultados foram comparados com o controle, em que as sementes foram
removidas de frutos frescos e colocadas imediatamente para germinar.

Tabela 14. Efeito do armazenamento dos frutos de Passiflora tenuifila ao ar
livre a 25°C sobre a germinagdo (%). Dados aos 65 dias do inicio do
experimento.

Tempo de Germinagéao
armazenamento (%)

(meses)

0 80,6 +2,8b

9 52,4 +29,0a
10 38,6 +9,6a
12 40,0+13,0a
12 69,0 +17,3 ab
12 84,9+7,2h
13,5 85,3+£6,9b

“Média + desvio padrdo das porcentagens de germinacéo. Valores sdo médias de
5 - 6 repeticBes de 14 - 22 sementes, dependendo do tratamento. Letras
diferentes indicam que houve diferenca significativa entre os tratamentos pelo
teste de Tukey (p<0,05).

Em 3 dos 4 experimentos de armazenamento dos frutos por 12 a
13,5 meses a viabilidade manteve-se no minimo em 69%, chegando a
atingir ao redor de 85% em dois dos experimentos. Apenas em um dos
experimentos foi de 40%. Esses dados confirmam a manutencdo da alta
viabilidade das sementes nesses periodos de armazenamento. Nos 3
experimentos realizados com periodos entre 9 e 10 meses de
armazenamento, a viabilidade manteve-se entre 39 e 52%, e apenas em
um experimento, com 9,5 meses de armazenamento, chegou a 100%.

Esses resultados sugerem que é possivel manter a alta viabilidade
das sementes através de periodos de até 13,5 meses de armazenamento
ao ar livre, a 25°C.

As curvas de germinacdo das sementes, em funcdo do tempo de
avaliagdo dos tratamentos de armazenamento por 0, 9 meses, 10 meses,
12 meses e 13,5 meses de frutos ao ar livre, a 25°C estdo representadas
na Figura 21.

Os resultados indicam que o padrdo da curva de germinagdo das
sementes de frutos frescos, que ndo foram armazenados, diferiu dos
padrdes das curvas de germinacdo dos demais tratamentos, pois as
porcentagens maximas de germinacdo foram alcancadas antes dos 20
dias do inicio do experimento, enquanto nos demais tratamentos a
germinacédo estabilizou-se ao redor de ou apds 40 dias, confirmando os
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resultados dos experimentos anteriores e sugerindo uma diminuicdo na
velocidade de germinacdo das sementes dos frutos armazenados por
longos periodos. E, apesar disso, apenas em dois dos experimentos, de
12 meses e 13,5 meses, as porcentagens maximas de germinacao ainda
foram semelhantes ao controle, realizado com as sementes ndo
armazenadas, removidas dos frutos frescos e colocadas para germinar
imed iatamente.

Figura 21. Germinagdo em funcdo do tempo de sementes de frutos de P.
tenuifila ndo armazenados (tempo zero no inicio do experimento, t0) ou
submetidos por 9 meses (9m), 10 meses (10m), 12 meses (12m) e 13,5 meses
(13,5m) de armazenamento ao ar livre, a 25°C. Os valores sdo médias de 5 - 6
repeticbes de 14 - 22 sementes, dependendo do tratamento. Letras diferentes
indicam que houve diferenga significativa entre os tratamentos pelo teste de
Tukey (p<0,05).
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Os resultados desses experimentos indicam que, no
armazenamento ao ar livre, a 25°C dos frutos de P. tenuifila, de 9
experimentos realizados, por periodos de 7-13,5 meses de
armazenamento, periodos longos, as porcentagens de germinacdo
variaram entre 70% e 100% e apenas em 3 experimentos as taxas de
germinacdo variaram entre 27,14% e 52,3%.
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4.1.4. Efeito da criopreservacao na germinacao de sementes de P.
tenuifila

Nesse experimento as sementes foram removidas de frutos secos
armazenados por 16 meses em caixa de papeldo a 25°C. As sementes
foram retiradas dos frutos, tiveram o arilo removido, foram imersas em
nitrogénio liquido por 1 hora, colocadas para embeber por 5 dias em
solucdo de 2,5% de GA e em seguida colocadas para germinar em solo,
em condicbes controladas a 25°C. O controle foi realizado com
sementes ndo expostas ao nitrogénio liquido, mas embebidas, por 5 dias,
em solucéo de 2,5% de GA.

N&o foi possivel determinar o teor de 4gua das sementes de frutos
armazenados por 16 meses em temperatura ambiente. Mas, 0s teores de
dgua das sementes armazenadas nas mesmas condicfes, por 12 meses
sdo apresentados na Tabela 15 e observa-se que o teor de &gua era de
9,21%, o que indica que esse deve ter sido um valor aproximado de teor
de 4gua das sementes que ficaram armazenadas por 16 meses, utilizadas
no experimento de criopreservacao.

Tabela 15. Teor de dgua de sementes de Passiflora tenuifila removidas dos
frutos maduros apds 12 meses de armazenamento ao ar livre em temperatura
ambiente.

Repeticdes Teor de gua (%MF)
10,5
9,8
9,2
8,0
8,6
MédiatDP 9,2+0,9
Valores séo médias de 5 repeticBes de 15 sementes cada.

O b wnN -

Na Figura 22 estdo expressos o0s resultados das porcentagens de
germinacdo em funcdo do tempo de ambos os tratamentos, que mostram
que, com 40 dias do inicio do experimento, a méxima taxa de
germinacdo alcangada no tratamento de criopreservacdo foi de 7,6% e
no controle foi de 10,6%, valores que nédo diferiram significativamente
entre si, indicando ndo haver diferenca entre os tratamentos.

As andlises dos resultados obtidos para as 5 repeticdes do
tratamento em que as sementes foram criopreservadas e das 5 repeticoes
do controle indicaram que, no caso das sementes criopreservadas, as
taxas de germinacdo variaram entre 4,54% e 14,28%, valores muito
préximos aos observados no controle, que variaram entre 5% e 23,8%.
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Figura 22. Germinagéo de sementes de Passiflora tenuifila submetidas ou néo a
criopreservagdo por 1 hora em nitrogénio liquido. Valores sdo médias de 5
repeticBes com 20-21 sementes cada. As letras comparam 0s tratamentos no
tempo de avaliagio de 70 dias pelo teste t (p<0,05).
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Esses resultados indicam que as sementes sobreviveram a
exposicdo ao nitrogénio liquido e o potencial de aplicacdo de técnicas
criogénicas para a conservacdo de sementes de P. tenuifila, mas o
experimento necessita ser repetido, pois a taxa de germinacdo do
controle também foi muito reduzida.

4.2. GERMINACAO E CONSERVACAO IN VITRO DE SEMENTES
DE P. TENUIFILA

Os experimentos descritos a seguir foram realizados com o
objetivo de verificar se as sementes germinariam in vitro, para
possibilitar o estabelecimento de sistemas de cultura in vitro,
micropropagacdo e cultura de calos, a partir de plantulas axénicas de P.
tenuifila e também testar o método de conservacao de sementes, através
da conservacéo in vitro dos endocarpos.

4.2.1. Germinagdo in vitro de sementes

No experimento descrito a seguir, as sementes foram removidas
dos frutos frescos, tiveram os arilos removidos e foram embebidas em
solucdo 2,5% de GA por 5 dias, submetidas a varios tempos de
desinfeccdo em &gua sanitdria comercial e inoculadas em meio de
cultura MS.
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Os resultados expressos na Tabela 16 indicam que ao redor dos
43 dias do inicio do experimento as porcentagens de germinacdo das
sementes desinfectadas por 10 e 20 minutos com 4&gua Sanitaria
comercial foram maiores (entre 90,6 e 91,1%) do que a observada para o
tempo de desinfeccdo de 30 minutos (20,6%).

Tabela 16. Efeito do tempo de desinfeccdo em &gua sanitéaria comercial (2,5%
de cloro ativo) sobre a germinacdo in vitro de sementes de Passiflora tenuifila.
Dados aos 43 dias do inicio do experimento.

Tempo de imersdo  Germinagdo Contaminacéo
(min) (%) (%)

10 91,1+14,4b 33,33

20 90,6 +16,4b 0,0

30 20,6 +20,6a 0,0

Média + desvio padrdo das porcentagens de germinacéo. Valores sdo médias de
6 repeticdes de 6 sementes cada. Letras diferentes indicam que houve diferenca
significativa entre os tratamentos pelo teste de Tukey (p<0,05).

Na Figura 23 sd8o mostradas as curvas de germinacdo das
sementes, em funcdo do tempo de cultivo dos diferentes tratamentos.
Verifica-se que, com 20 dias do inicio do experimento, as taxas de
germinacdo alcancadas nos tratamento de desinfeccdo com 10 e 20
minutos de hipoclorito, respectivamente de 91,1% e 73,9% ndo
diferiram significativamente entre si, mas foram muito superiores a taxa
observada na desinfeccdo por 30 minutos em hipoclorito, de 7,5%.

Essa diferenca permaneceu durante o decorrer de todo o
experimento, sendo que ao final dos 43 dias de avaliacdo as taxas de
germinacdo dos tratamentos com 10 e 20 minutos de desinfeccao foram
estatisticamente semelhantes, de 91,1% e 90,6%, respectivamente,
enguanto que no tratamento com 30 minutos em hipoclorito a méaxima
taxa observada foi de 20,6% de germinagéo.

Verifica-se também que, no tratamento com 10 minutos de
desinfec¢do a germinacdo estabilizou ja a partir dos 20 dias do inicio do
experimento, enquanto que no tratamento com 20 minutos de
desinfeccdo a germinacao estabilizou ao redor dos 40 dias, a partir do
inicio do experimento, sugerindo que o tempo de exposicdo maior ao
hipoclorito de sddio inibiu e retardou o processo de germinagdo das
sementes.

Apesar de no tratamento de desinfeccdo por 10 minutos ter
havido répida germinacdo, um terco das repeticbes (2 das 6)
contaminou, mas a contaminacdo ndo foi suficiente para impedir a
germinacdo e o crescimento das plantulas. Os outros tratamentos néo
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contaminaram até o final do experimento. Portanto, deve-se repetir este
experimento, com tempos intermediarios, entre 10 e 20 minutos de
desinfeccdo em hipoclorito de sodio, para otimizar o tempo de
desinfeccdo, para manter a alta e rapida germinacdo além da total
desinfeccdo das sementes.

Figura 23. Germinagdo in vitro de sementes de Passiflora tenuifila submetidas a
desinfeccdo por 10, 20 e 30 minutos em solugdo comercial de hipoclorito de
sodio. , com 2,5% de cloro ativo e posterior inoculagdo em meio de cultura MS
suplementado com 2% de sacarose e 0,2% de Phytagel. Valores sdo médias de 6
repeticGes de 6 sementes cada. As letras comparam os tratamentos nos tempos
de avaliacdo de 19 dias e de 43 dias pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Esses resultados indicam que o tempo 6timo de exposicdo das
sementes de P. tenuifila ao hipoclorito de sédio com 2,5% de cloro ativo
é préximo de 20 minutos, pois garantiu alta germinagdo e méaxima taxa
de desinfeccdo das sementes. A germinagdo das sementes in vitro foi tdo
eficiente como a germinacdo em solo, seguindo 0 mesmo padrdo de
germinacéo de experimentos anteriores, por exemplo, das sementes
removidas dos frutos frescos e colocadas para germinar em solo, apds a
embebicdo por 5 dias em 2,5% de GA, mostrado no experimento com
GA, na Figura 12 e do tratamento de germinacdo realizado, sob as
mesmas condicBes, no tempo zero, na Figura 17.
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4.2.2. Efeito do armazenamento das sementes de P. tenuifila,
envolvidas pelo endocarpo e mantidas in vitro a 5°C e 25°C, na
germinagéo

Nesses experimentos as sementes envolvidas pelo endocarpo
ficaram armazenadas in vitro, em meio de cultura MS semi-s6lido sem
sacarose. Apés 4, 8, 17 e 18 meses de armazenamento em camara de
crescimento a (25°C) ou em geladeira (5°C). Os endocarpos foram
removidos, abertos e as sementes removidas e submetidas ao teste de
determinacdo do teor de 4gua ou embebidas por 5 dias em solucdo de
2,5% de é4cido giberélico, antes de serem colocadas para germinar.

Na Tabela 17 estdo os valores de teor de agua das sementes
durante, alguns, dos diferentes periodos de armazenamento. No inicio
do experimento, o teor de 4gua das sementes foi de 11,44% e nao diferiu
estatisticamente dos teores de agua observados em todos os periodos e
temperaturas de armazenamento nos endocarpos. No tratamento de
armazenamento a 25°C por 4 meses, o teor de umidade das sementes foi
menor do que nos tratamentos de 8 meses de armazenamento, tanto a
5°C como a 25°C.

Tabela 17. Efeito da temperatura e do periodo de armazenamento in vitro de
sementes de Passiflora tenuifila envolvidas pelo endocarpo obre o teor de 4gua
das sementes.

Tipo de Tempo de Teor de &gua
armazenamento armazenamento (%)’
(meses)
Sem armazenamento 0 11,4 +1,67 ab
5°C 4 11,8 +0,90 ab
8 140+1,25b
17 11,9 £0,93ab
25°C 4 10,1 +0,53a
8 13,2+0,25b
17 115+212ab

“Média + desvio padrdo do teor de gua de 4 repeticdes de 25 sementes cada por
tratamento. Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem significativamente
pelo teste de Tukey (p<0,05).

O graéfico da Figura 24 ilustra os padrGes de variacdo no teor de
agua das sementes mantidas nos endocarpos, conservados invitro, por 0,
4, 8 e 17 semanas, a 5°C e 25°C.
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Figura 24. Variacdo do teor de agua de sementes de Passiflora tenuifila com o
decorrer do periodo de armazenamento in vitro dos endocarpos a 5°C e 25°C,
por 0, 4,8e 17 semanas. Valores séo médias de 4 repeticdes de 25 sementes por
tratamento. As letras comparam os tratamentos em cada periodo de
armazenamento pelo teste t de Student (p<0,05).
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Tabela 18. Efeito da temperatura e do periodo de armazenamento in vitro das
sementes de Passiflora tenuifila, envolvidas pelo endocarmo, na germinagéo aos
35 dias do inicio do experimento.

Tipo de Tempo de Germinag&o (%)”
armazenamento armazenamento
(meses)
Sem armazenamento 0 80,6 +2,8b
5°C 4 80,8 £11,3b
8 50,0 £9,5a
17 55,0+7,1a
18 97,8 £3,8¢c
25°C 4 69,2+9,3b
8 0,0
17 0,0
18 0,0

‘Média + desvio padrdo de 4-5 repeticdes de 25-30 sementes cada por
tratamento. Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem significativamente
pelo teste t (p<0,05).

As porcentagens méaximas de germinacdo das sementes do
tratamento controle (germinagcdo das sementes removidas de frutos
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frescos no tempo zero, realizado no inicio do experimento de
armazenamento) e dos tratamentos de armazenamento in vitro dos
endocarpos por 4, 8,17 e 18 meses a 25°C e 5°C sdo mostradas na
Tabela 18. Em todos os casos as sementes foram embebidas em solugdo
aquosa de 2,5% de GA antes de serem colocadas para germinar.

Verifica-se que ndo houve diferenca significativa entre a
porcentagem de germinacdo do controle, no inicio do experimento e as
porcentagens de germinacdo nos tratamentos de armazenamentos dos
endocarpos a 5°C e 25°C, por 4 meses. Porém, apds 8 e 17 meses de
armazenamento a 5°C, a germina¢o diminuiu significativamente para
50% e 55%, respectivamente. Aos 18 meses de armazenamento a 5°C, a
porcentagem de germinagdo das sementes foi superior & observada no
controle, no inicio do experimento (97,77%). Nos tratamentos de
armazenamento dos endocarpos a 25°C por 8, 17 e 18 meses, as
sementes ndo germinaram.

Para verificar se a embebicdo das sementes em GA ainda teria
efeito sobre a germinagdo das sementes armazenadas nos endocarpos in
vitro, por 4 meses a 5°C e 25°C, foi realizado, para esse periodo de
armazenamento, um experimento para comparar as curvas de
germinacdo das sementes embebidas em GA ou agua com a curva de
germinacdo do controle, realizada no inicio do experimento, com
sementes também embebidas em GA. As curvas de germinacdo estdo
representadas na Figura 25.

Verifica-se que, nos tratamentos em que as sementes foram
embebidas em 4gua ndo ocorreu germinagdo, enquanto que nos
tratamentos em que as sementes foram embebidas em GA ocorreu a
germinagéo.

Observa-se que, ao redor do sexto dia do inicio do experimento, a
taxa de germinacdo das sementes nos endocarpos armazenados a 5°C
(69,2%) foi significativamente superior em relacdo as taxas de
germinacdo das sementes no armazenamento a 25°C e no controle
realizado no inicio do experimento (ao redor de 32%).

Os padroes das curvas de germinacdo do controle e de 4 meses de
armazenamento a 25°C e 5°C sdo muito parecidos com a germinacao,
estabilizando entre 10 e 20 dias do inicio do experimento.

O armazenamento a 5°C por 4 meses promoveu a velocidade de
germinacdo em relacdo ao armazenamento a 25°C e ao controle
realizado no inicio do experimento.
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Figura 25. Germinagdo de sementes de Passiflora tenuifila envolvidas pelo
endocarpo e armazenadas in vitro em temperaturas de 25°C e de 5°C, por 4
meses, e embebidas, por 5 dias em solugdo aquosa de 2,5% de GA ou &gua,
antes de serem colocadas para germinar. Valores sdo médias de 5 repeticGes
com 17-30 sementes cada. As letras comparam os tratamentos no tempo de
avaliacdo de 6 dias e 33 dias pelo teste de Tukey (p<0,05).
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As curvas de germinacdo em funcdo do tempo das sementes nos
endocarpos armazenados in vitro a 5°C, por 4, 8, 17 e 18 meses e a
25°C, por 4 meses estdo representadas na Figura 26. Observa-se que 0
padrdo da curva de germinacdo do tratamento de armazenamento, por 4
meses a 5°C, diferiu em relacdo aos padrfes das curvas dos demais
tratamentos, incluindo o controle, pois nesse tratamento a germinacéo ao
sexto dia do inicio do experimento foi superior (64,4%) em relacdo aos
demais tratamentos, além de que nesse tratamento a germinagdo pareceu
estabilizar-se j& ao redor do décimo dia, a partir do inicio do
experimento, enquanto que nos demais tratamentos isso ocorreu entre 10
e 20 dias, mesmo ap6s 18 meses de armazenamento dos endocarpos in
vitro, indicando uma diminuicdo nas velocidades de germinagao.

Esses resultados indicam a eficiéncia da temperatura de 5°C em
manter a viabilidade das sementes armazenadas nos endocarpos in vitro,
por longos periodos, entre 50% e 97,7%, para periodos de 8 a 18 meses
de armazenamento.
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Figura 26. Germinacdo de sementes de Passiflora tenuifila armazenadas nos
endocarpos mantidos in vitro em temperaturade 5°C, por 4, 8, 17 e 18 meses, e
embebidas, por 5 dias em solugdo aquosa de 2,5% de GA, antes de serem
colocadas para germinar. Valores sdo médias de 5 repetices com 17-30
sementes cada. As letras comparam os tratamentos no tempo de avaliagéo de 6
dias e 33 dias pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Na Figura 27 estdo os graficos comparando a germinagdo das
sementes de P. tenuifila, em funcdo do tempo de armazenamento, nas
diferentes condicdes estudadas. Observa-se que, entre todos os métodos
de armazenamento, a manutencgdo das sementes dentro dos frutos foi
superior e mais, a manutencdo das sementes no interior dos frutos
dessecados ao ar livre, a 25°C ou envolvidas pelo endocarpo e mantidas
in vitro a 5°C foram mais eficientes, a longo prazo, do que o
armazenamento das sementes nos frutos, em sacos plasticos a 5°C.

Ndo ha na literatura sobre germinacdo e armazenamento de
sementes de Passiflora spp. referéncias sobre a realizacdo de
experimentos de conservagdo in vitro de sementes envolvidas pelo
endocarpo, como os relatados nesse trabalho. O fato é que este método
de conservacdo foi muito eficiente, pois aos 12 dias de avaliacdo as
porcentagens de germinagdo das sementes armazenadas por 8 meses a
5°C foi de 40,8% (dado nédo apresentado no gréafico), valor semelhante
(46,5%) ao obtido, no mesmo periodo de avaliagdo, para as sementes em
frutos armazenados a 25°C ao ar livre, por 7 meses.



81

Figura 27. Germinacéo de sementes de Passiflora tenuifila armazenadas (a) a
5°C, em frutos em sacos plésticos e em sacos plasticos (4.1.1); (b) a 25°C, em
frutos, ao ar livre (4.1.3), e; (c) a 5°C e 25°C envolvidas pelo endocarpo e
mantidas in vitro (4.2.2).
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4.3. CULTURA IN VITRO DE P. TENUIFILA

Este experimento teve como objetivo verificar o efeito de fontes
de carbono sobre o crescimento in vitro de microplantas de P. tenuifila.
Os segmentos caulinares foram removidos das plantas, desinfectados e
inoculados em meio de cultura MS, suplementado com 88,5 mM de
sacarose ou glicose. Apos 3 meses de cultivo as culturas foram avaliadas
quanto ao crescimento e os resultados obtidos sdo apresentados nas
Tabelas 19 e 20.

Na Tabela 19 estdo os resultados da morfogénese apresentada
pelas microplantas das 3 repeticdes realizadas para cada tratamento.
Verifica-se que a formagdo de ramos ocorreu em 100% das culturas,
tanto em sacarose como em glicose. Porém, o nimero de ramos com
raizes foi muito baixo (ao redor de 5% das cultuas em sacarose) e entre
5-14% das culturas, com glicose. As porcentagens de indugdo de calos
na base dos explantes ocorreu em 100% das microplantas em glicose,
enguanto que em sacarose as porcentagens de inducéo de calos variaram
entre 76 e 100%.

Tabela 19 — Efeito de sacarose e glicose na morfogénese in vitro de
microplantas de Passiflora tenuifila cultivadas por 3 meses em meio de cultura
MS, suplementado com 88,5 mM de sacarose ou glicose e 0,2% de Phytagel™.

Fonte de Repe-  No. de Ramos Ramos Ramo  Calos
Carbono  ticdo explantes (%) /micro  + Raiz (%)
inoculados planta (%)
Sacarose 1 20 100 1 5 90
2 21 100 1,095 4,762 76,2
3 29 100 1 0 100
Glicose 1 21 100 1,238 0 100
2 21 100 1,095 14,286 100
3 20 100 1,2 5 100

Na Tabela 20 séo apresentados os resultados do crescimento em
altura e nimero de folhas apresentados pelas microplantas. A analise
estatistica dos resultados indicou que, em glicose, a altura das
microplantas atingiu valores médios significativamente maiores (entre
7,9 e 9,9 cm), até cinco vezes maiores do que as alturas das microplantas
cultivadas em sacarose (entre 1,8 e 3,1 cm). O numero de folhas
produzidas por microplanta foi praticamente o dobro (entre 16,2 e 19,3
folhas/microplanta) em glicose, mostrando que essa fonte de carbono
estimulou significativamente o crescimento das microplantas em relagéo
a sacarose, parecendo ser melhor metabolizada do que a sacarose.
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Tabela 20 — Efeito de sacarose e glicose no crescimento in vitro de microplantas
de Passiflora tenuifila cultivadas por 3 meses em meio de cultura MS

suplementado com 88,5 mM de sacarose ou glicose e 0,2% de Phytagel™.,

Fonte de  Repeticdo Parametros’

Carbono Altura (cm) N° de Folhas

Sacarose 1 2,175 +1,86 a 10,95 +4,12 ab
2 3,133+1,81a 9,571+6,83a
3 1,835 +0,76 a 9,235 +4,47 a

Glicose 1 9,900 +435b 19,00 £7,64 ¢
2 7,976 £575b 16,29 £8,81 hc
3 9,530 +545 b 19,25 £9,57 ¢

‘Média + desvio padrdo de no minimo 20 repeticdes seguidas pelas
mesmas letras na coluna ndo diferem significativamente entre si de
acordo com o teste de Tukey (p<0,05).

Pode-se inferir, por esses resultados, que a glicose foi a melhor
fonte de carbono para viabilizar o crescimento e a multiplicacdo das
microplantas, pois, tomando-se por base que na axila de cada folha ha
uma gema axilar, o aumento do nimero de folhas por microplanta e da
altura sugere um nimero maior de nés foliares que podem ser utilizados
no processo de multiplicacdo em larga escala.
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5. DISCUSSAO

5.1. EFEITO DO ARMAZENAMENTO EM GELADEIRA (5°C) DE
FRUTOS E SEMENTES EM SACOS PLASTICOS NA
GERMINACAO DAS SEMENTES DE P. TENUIFILA E P. SETACEA

O aumento no nivel de agua das sementes de P. tenuifila, quando
armazenadas a 5°C nos frutos em sacos plasticos por 80 e 130 dias, em
relacdo ao periodo de 30 dias, pode ter sido devido ao fato de que nesses
periodos de armazenamento as polpas dos frutos, de ambas as espécies,
entraram em decomposi¢do, ficando liquefeitas, o que talvez tenha
promovido a embebicdo das sementes, durante o periodo em que
permaneceram imersas na polpa liquefeita, a partir de 60 dias de
armazenamento.

Os valores de pH da polpa liquefeita foram de 7,5, para 5 meses
de armazenamento, e de 7,91, para frutos armazenados por 6 meses. A
andlise bioguimica mais detalhada do liquido produzido a partir da
decomposicdo das polpas podera indicar se sdo produzidos compostos
que poderiam estar atuando sobre o tegumento das sementes,
amolecendo-o e facilitando a hidratagdo das mesmas.

A exposicdo das sementes e frutos a 5°C, por até 130 dias,
estimulou a germinacdo das sementes de ambas as espécies, talvez
acionando algum mecanismo de quebra de dorméncia, mas, o mais
intrigante é que ndo funcionou tdo bem para as sementes de P. tenuifila
armazenadas em sacos plasticos, porém funcionou para as sementes
dessa espécie mantidas nos frutos, sugerindo que o efeito promotor da
baixa temperatura estaria associado com uma possivel necessidade de
manutencdo das sementes dessa espécie nos frutos, talvez para que a
semente complete 0 seu desenvolvimento ou passe por algum processo
de p6s-maturacao.

O fato das sementes de P. tenuifila mantidas nos frutos
armazenados em sacos plasticos a 5°C, justamente aos 80 dias
apresentarem a maxima germinacdo entre todos os tratamentos (73,6%),
0 mesmo ocorrendo com as sementes de P. setacea (83,2%), indica que
a alteracdo no estado fisico da polpa, devido a possivel fermentacgéo,
pode ter favorecido a germinacdo das sementes, seja pela possivel
producdo de compostos que tenham contribuido para amolecer o
tegumento e favorecer a entrada da agua, ou pela producdo de
compostos promotores da germinagdo ou ainda por permitir a possivel
lixiviagdo de inibidores de germinagéo.

A lixiviagdo de inibidores pode ter ocorrido nesses casos, pois,
de acordo com Ellis, Hong e Roberts (1985), as espécies de Passiflora
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apresentam dorméncia exdgena, que é uma combinacdo de dorméncia
mecanica (tegumento que restringe o crescimento da radicula) e quimica
(presenca de inibidores no tegumento). As sementes apresentam apenas
um endosperma residual e o embrido maduro. Apresentam um
tegumento lenhoso que contém uma camada interna semi-permeavel,
que permite a embebicdo, mas contém inibidores fortes, que ndo séo
lixiviados facilmente. Alguns inibidores estdo localizados no
endosperma residual que envolve o embrido ou dentro dos cotilédones e
sdo impedidos de lixiviar pela testa membranosa semi-permeavel que
compOBe o tegumento. Assim, é possivel sugerir que as sementes de P.
tenuifila e P. setacea tenham dorméncia exdgena quimica, devido a
presenca de inibidores nos tecidos de revestimento das sementes.

Mas, em ambas as espécies, a baixa germinacdo (P. tenuifila) ou
auséncia de germinacdo (P. setacea) das sementes, aos 130 dias de
armazenamento dos frutos em sacos plasticos, sugere que a exposicao
prolongada ao ambiente fisioldgico interno do fruto em fermentacéo
pode ter contribuido para tornar as sementes inviaveis, talvez pela
possivel degradacdo das reservas ocasionada pelos microrganismos,
uma vez que a temperatura de armazenamento de 5°C minimizou, mas
ndo impediu 0 metabolismo da respiracdo, o que pode ser comprovado
pela incidéncia de microrganismos e fermentacdo dos frutos. Estudos
mais aprofundados sobre o mecanismo e os produtos gerados pela
fermentacdo das polpas ou pelos préprios microrganismos e o papel dos
mesmos sobre o tegumento das sementes e seu metabolismo devem ser
conduzidos para elucidar essa questao.

A alta correlagdo linear negativa entre teor de agua e
porcentagem de germinacdo das sementes de P. setacea armazenadas
em sacos plasticos sugere a necessidade de um mecanismo de
desidratagdo das sementes para promover a germinagdo. Muitas
sementes de outras espécies perdem a dorméncia quando 0s seus teores
de agua séo reduzidos a certo nivel, o que é conhecido como o processo
de pos-maturacio (TAIZ; ZEIGER, 2009). E possivel que o embrido
dessas sementes estivesse fisiologicamente imaturo (dorméncia
morfoldgica), sendo necessario dar as condicBes favoraveis para o seu
desenvolvimento, condicdes essas que parece terem ocorrido durante 0s
130 dias de armazenamento a 5°C. Ou ainda, que o proprio embrido
estivesse completamente desenvolvido, mas em dorméncia fisiologica
(devido a fatores internos do embrido, que podem inibir a germinagéo),
sendo que a baixa temperatura pode ter auxiliado, também, facilitando
as trocas gasosas e a embebicdo, talvez atraves da inducao de alteragGes
no tegumento das sementes. Nesse caso talvez os efeitos da desidratacéo
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e da baixa temperatura, que ocorreram simultaneamente podem ter
contribuido para atuar conjuntamente na quebra da dorméncia.

Um exemplo de como a baixa temperatura poderia atuar na
quebra da dorméncia morfolégica ou fisioldgica seria semelhante ao que
acontece quando a baixa temperatura atua na vernaliza¢do das plantas,
em que 0 gene que atua como repressor da floracdo é desligado, pela
exposicdo ao frio, pelo resto da vida da planta, permitindo que ocorra a
floracdo. Segundo Taiz e Zeiger (2009), isso pode acontecer pois a baixa
temperatura pode silenciar o gene repressor, através da inducdo de
alterac@o na estrutura da cromatina (remodelacdo da cromatina), fazendo
com que a cromatina do gene repressor perca a modificacbes da
histona, propria da eucromatina, e adquira modificagbes como a
metilacdo de residuos especificos de lisina, caracteristicas da
heterocromatina e causando o silenciamento desse gene.

Esse mecanismo poderia atuar nas sementes de ambas as
espécies, tanto nas mantidas nos frutos armazenados em sacos plasticos
como naquelas armazenadas em sacos plasticos (de forma muito intensa
nas sementes de P. setacea), com o frio silenciando os genes repressores
da germinacdo e/ou ativando a expressdao dos genes promotores
(incluindo a sintese de giberelinas), indicando a presenca de dorméncia
end6gena morfologica (embrido com desenvolvimento incompleto) e/ou
fisioldgica (fatores internos do embrido inibidores da germinacao).

A necessidade de desidratacdo das sementes associada a baixa
temperatura pareceu estar presente nas sementes de P. setacea, mas ndo
de forma tdo marcante nas sementes de P. tenuifila, apesar do aumento
observado na porcentagem de germinacdo das sementes armazenadas
em sacos plasticos, por 80 dias, em que a germinagdo aumentou em
cinco vezes em relagdo ao controle de sementes ndo armazenadas. Nesse
caso, a germinacdo pode ter sido estimulada, em P. tenuifila, pelo fator
baixa temperatura, ja que o nivel de correlagdo entre os teores de agua e
porcentagens de germinacdo das sementes de P. tenuifila foram muito
baixos. Talvez, por uma razdo na constituicdo do tegumento, as
variacGes nos teores de agua (de 11,05% para 9,71%, apds 130 dias de
armazenamento) no diferiram significativamente. E possivel que, nessa
espécie, os tegumentos das sementes podem ser mais impermedaveis e
funcionem como uma barreira, impedindo a perda de agua do interior da
semente. Dai a necessidade de manutencdo das sementes nos frutes, a
fermentacdo das polpas, ap6s 80 dias de armazenamento, que, por
alguma razdo, favoreceu a hidratacdo das sementes, promovendo a
germinacéo.
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Pereira et al. (2008), estudando o armazenamento de sementes de
P. cincinnata por 7, 14, 60 e 90 dias em diferentes condicdes (sacos de
papel em temperatura ambiente e a 10°C, €; em areia Umida a 10°C), néo
observaram diferenca estatistica entre os tipos de armazenamento e a
porcentagem mais alta obtida, aos 60 dias, foi de 18,5%, valor bem
menor do que o obtido no presente trabalho para as sementes
armazenadas em sacos plasticos e frutos de P. setacea, apds 130 e 80
dias de armazenamento, respectivamente e para P. tenuifila (sementes
armazenadas em frutos por 80 dias). Observaram também que a taxa de
germinacdo reduzia apos esse periodo (90 dias), resultados semelhantes
aos aqui mostrados para o periodo de 130 dias para ambas as espécies.

Em um trabalho posterior, Pereira et al. (2011), agora além de P.
cincinnata, também com P. alata e P. setacea, estudando o
armazenamento por 0, 7, 60 e 120 dias, nas mesmas condigdes,
obtiveram resultados especificos para cada espécie. Para P. cincinnata
novamente, a germinagdo com 60 dias de armazenamento mostrou-se a
mais eficaz, independente do método. Para P. setacea, 0 armazenamento
em geladeira ndo se mostrou efetivo para os autores (germinacdo
maxima de 7%), resultados muito inferiores aos observados para P.
setacea no presente trabalho, em que altas porcentagens de germinagdo
foram observadas por até 130 de armazenamento das sementes, tanto em
sacos plasticos, como nos frutos. O melhor método relatado pelos
autores foi a estratificacdo em areia Umida a 10°C, com a evolugdo na
taxa de germinacdo conforme o tempo de armazenamento (1%, 13,5%,
16,5% e 26,5% respectivamente). Apesar dos resultados conflitantes
para 0 armazenamento em geladeira, a baixa temperatura se mostrou
benéfica para a germinagdo de P. setacea, em ambos os trabalhos.

Os resultados obtidos por Cardona et al. (2005), os quais,
estudando métodos de armazenamento de sementes de P. edulis f.
flavicarpa, mostraram o0s melhores resultados com as sementes
armazenadas em sacos plasticos em geladeira no periodo de 60 e 90 dias
de armazenamento (98% e 91,7%, respectivamente). Aos 120 dias, a
germinacdo declinou, apesar de se manter num valor semelhante ao das
sementes recém colhidas (de 73, 5% para 74,5%), fato que ndo ocorreu
para P. tenuifila, jA que esse método ndo foi efetivo, com apenas um
quarto das sementes germinadas em 80 dias de armazenamento, em
sacos plasticos, nem para P. setacea, em que, com esse método de
armazenamento os valores méaximos de germinacdo foram alcancados
com 130 dias.

Assim, é possivel sugerir que as sementes de P. tenuifila e P.
setacea tenham dorméncia exdgena quimica, devido a presenga de
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inibidores nos tecidos de revestimento das sementes, que pode ser
quebrada pela lixiviagdo dos inibidores associada a dorméncia endogena
morfoldgica (devido ao embrido ter desenvolvimento incompleto) e/ou
dorméncia fisiologica (devido a fatores internos do embrido que inibem
a germinacdo) e que pode ser superada pela exposicdo, por periodos
prolongados a baixa temperatura.

5.2. EFEITO DE ACIDO GIBERELICO E 6-BENZILAMINOPURINA
NA GERMINACAO DAS SEMENTES DE P. TENUIFILA

Relacionando os efeitos promotores na germinacdo, do
armazenamento em baixa temperatura e da embebicdo prévia das
sementes de P. tenuifila em GAg é possivel sugerir que nessa espécie a
necessidade das sementes pela exposicdo a 5°C, para alcangar 73,6% de
germinacdo, pode ser substituida pela aplicacdo do acido giberélico, em
gue alcancaram 79,2% de germinagdo, padrdo parecido com os das
sementes de fruteiras de regides temperadas que requerem a exposicao a
baixa temperatura das sementes para quebrar a dorméncia.

Os teores de agua de sementes de P. tenuifila, logo ap6s a coleta
dos frutos frescos, em todos os experimentos realizados, variaram entre
11,05% e 12,73%, teores de agua considerados baixos em relacdo as
sementes de muitas espécies. Isso indica que essas sementes passaram
pelo processo de dessecacdo durante a fase de maturagdo e que,
portanto, produziram o ABA, que, certamente, atuou no processo de
desenvolvimento e tolerancia & dessecacéo.

O fato da germinagdo das sementes dos controles, ndo embebidas
ou embebidas em agua, nos diferentes experimentos terem sido
varidveis (de 12% a 59,3%) sugere que talvez as outras sementes que
n&do germinaram nesse tratamento e nos demais tratamentos do controle,
tenham mecanismos de dorméncia ativos que estejam inibindo a
germinacdo, uma vez que, com o &cido giberélico, a taxa de germinagéo
chegou a quase 80%, além de tornar a germinagdo mais rapida do que a
das sementes ndo embebidas ou embebidas em agua.

Assim, é possivel que as sementes de P. tenuifila utilizadas nos
experimentos apresentavam niveis variados de ABA e GA, com certa
porcentagem de sementes com os niveis de ABA altos, em relacdo ao
GA e que ndo germinaram nos controles, sem embebicdo ou com
embebicdo em &gua, e sementes com niveis de ABA baixos e de GA
elevados, e que germinaram nos controles sem embebicdo ou embebicéo
com é&gua. Dessa forma, apenas o suprimento exdgeno de GA foi
funcional e fez com que a razdo ABA/GA das sementes diminuisse,
superando a dorméncia das sementes e promovendo a germinacdo. O
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suprimento exdgeno de BAP, por outro lado, ndo contribuiu para que
iSSO ocorresse.

Em seu trabalho, Isutsa (2004) pré-embebeu as sementes de P.
edulis por sete dias em solugdo com 0,14 uM de GA; para auxiliar na
quebra da dorméncia e germinacéo.

Dentre os 11 tratamentos testados por Delanoy et al. (2006) para
trés espécies de maracujas bolivianos, trés incluiam a embebicdo em
agua [24 h, 48 h ou 5 minutos em agua quente (60°C)] e trés envolviam
a utilizacdo de GAs. Os outros tratamentos destinavam-se a remog¢do do
ponto basal ou apical da semente ou a escarificagdo. Porém, cada
espécie teve uma resposta diferente aos tratamentos. Para P. mollissima,
os melhores tratamentos foram a remog¢éo do ponto basal da semente ou
esse tratamento em conjunto com a embebicdo das sementes, por 48
horas em solucéo de 50 ppm de GA; (18% de germinacéo); para uma
espécie nova, ainda ndo descrita quando o trabalho foi publicado, os
melhores tratamentos foram 24 h de embebicdo em 400 ppm de GA;
(42% de germinagdo) ou a remogdo do ponto basal da semente associada
a embebicdo em 50 ppm de GA; (36% de germinagédo), e; para P.
tricuspis, apenas a remocdo do ponto apical das sementes (57% de
germinacdo). Esses autores concluiram que as trés espécies estudadas
apresentavam dorméncia exdgena, provavelmente devido & dorméncia
mecanica (imposta pelos tecidos externos da semente, que restringem o
crescimento da radicula) e a dorméncia quimica (presenca de inibidores
nos tecidos que revestem externamente a semente). Apenas P.
mollissima apresentou dorméncia fisica, devido a impermeabilidade do
tegumento.

Os valores méximos de germinacdo obtidos por esses autores nos
tratamentos com GA; foram inferiores aos obtidos no presente trabalho
para P. tenuifila, mas é necessario salientar que a concentragdo de GAs
utilizada foi muito maior, de 2,5% (equivalente a 25.000 ppm) e ainda o
periodo de embebicdo foi por 5 dias. Além disso, no caso das sementes
de P. tenuifila, ndo houve necessidade de remocéo de qualquer ponto da
semente, 0 que representa uma vantagem do protocolo aqui descrito.

Sharma, Sharma e Sharma (2014), aplicando pré-tratamentos com
GA (embebicdo por 24 h em solugdo com 1 mM de GAgs, e germinagdo
das sementes em papel filtro umedecido com GAz) e baixas
temperaturas (4°C por 30 dias), evidenciaram a dorméncia em sementes
de Saussurea costus (Asteraceae), pois as maiores taxas de germinacéo
com as sementes frescas se deram com as sementes pré-tratadas. Apds
12 e 18 meses de armazenamento, as sementes pré-tratadas néo
diferiram significativamente do controle. Por conseguinte, estes pré-
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tratamentos supriram a necessidade de armazenamento das sementes e
auxiliaram na quebra da dorméncia. Estes experimentos indicam que o
tempo de embebicdo e o melhor método para a quebra de dorméncia
parecem ser espécie-especificos. Além disso, estes dados foram
congruentes com os resultados obtidos com P. tenuifila, uma vez que o
GA apresentou a maior taxa de germinacdo das sementes quando
comparado aos outros tratamentos.

Marques (2009) demonstrou que a acdo conjunta de um ou dois
tipos de GA com uma citocinina em baixas concentracfes (até 100
mg.L™") culminou com o aumento da taxa de germinacdo comparado
com o tratamento de embebicdo em &gua para P. setacea, efeito
semelhante ao obtido para sementes de P. tenuifila, contudo, no trabalho
de Marques, as sementes foram colocadas para germinar sobre papel
umedecido com solugdes dos fitorreguladores, o que talvez justifique a
utilizacdo de uma concentracdo mais baixa do que as utilizadas na
embebicdo de sementes de P. tenuifila.

As giberelinas sdo produzidas pelo eixo embrionario e véo
estimular o metabolismo de degradacdo das reservas das sementes, que
véo nutrir e sustentar o desenvolvimento do eixo embrionario. O ABA
inibe a sintese das enzimas hidroliticas induzidas pelo GA, inibindo a
transcricdo do mRNA da alfa-amilase, impedindo a germinagdo. O ABA
pode agir ativando a expressdo do gene que codifica a proteina VP1, que
age como repressor da transcricdo de alguns genes regulados pelo GA
ou pode reprimir a expressao do gene GAMYB (induzida pelo GA), que
estd envolvido na expressdo da alfa-amilase, necesséria para a
degradacdo do amido (TAIZ; ZEIGER, 2009). Talvez as sementes de P.
tenuifila tenham uma alta quantidade de ABA que esteja blogueando a
acdo das giberelinas ou quantidade insuficiente de giberelinas, para
desencadear a mobilizagdo das reservas da semente e a germinagéo,
sendo necessério o aporte adicional exdgeno, para que esse processo
ocorra, e que, no caso das sementes mantidas a 5°C, a baixa temperatura
tenha, por si sé, agido no sentido de estimular a biossintese do GA,
diminuindo a razdo ABA/GA necessaria para promover a germinagao
das sementes.

O fato do tratamento de pré-embebicdo em GA; ter promovido a
germinacdo das sementes de P. tenuifila sugere a presenca de dorméncia
guimica, ja que, segundo Bewley e Black [1994 apud DELANOY et al.
(2006)], a aplicagdo de acido giberélico libera a semente da dorméncia
causada por inibidores. Esses inibidores poderiam estar localizados nos
tecidos externos de revestimento da semente (dorméncia exdégena
quimica) e/ou no embrido (dorméncia endogena fisiolégica).
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5.3. EFEITO DO ARMAZENAMENTO DOS FRUTOS AO AR
LIVRE A 25°C NA GERMINACAO DAS SEMENTES DE P.
TENUIFILA

Assim como o teor de &gua dos frutos, as sementes também
tiveram uma reducdo em seus teores de agua com o decorrer do tempo
de armazenamento dos frutos ao ar livre, a 25°C e, segundo Bryant
(1989), a desidratacdo das sementes é influenciada pelas condicoes
ambientais, nomeadamente a umidade relativa do ar atmosférico.

Os baixos teores de dgua das sementes dos frutos de P. tenuifila
expostos a dessecacdo ao ar livre (abaixo de 10%) contribuiram para a
manutencdo da viabilidade a 25°C, uma vez que poderiam atuar,
restringindo a0 minimo, o metabolismo respiratorio das sementes e
evitar a deterioracdo, impedindo a degradagdo das reservas, pela
manutencdo continuada do metabolismo respiratério (glicélise, ciclo de
Krebs) e via das pentoses fosfato, que deve ocorrer em sementes com
niveis maiores de hidratacdo. A dessecacdo das sementes poderia,
também, atuar no sentido de diminuir a degradagdo das reservas, pela
restricdo da incidéncia de fungos e bactérias.

A dessecacdo simultanea dos frutos pode ter contribuido para
minimizar a incidéncia de fungos e bactérias e para evitar a oxidacdo dos
compostos de reserva das sementes, pois 0 ambiente interno do fruto
dessecado protegeria as sementes da exposicao ao oxigénio da atmosfera,
além de ser um ambiente estéril, que protegeria as sementes da
degradacdo decorrente da incidéncia de microrganismos. Uma
comprovagdo de que o interior dos frutos é um ambiente livre de
microrganismos ocorreu nos experimentos de cultura in vitro dos
endocarpos, em que os frutos desinfectados externamente foram abertos
no fluxo laminar e os endocarpos removidos e inoculados no meio de
cultura, sem que ocorresse qualquer contaminagdo.

Dessa forma, esses fatos poderiam explicar a eficiéncia da
manutencéo da viabilidade das sementes, por periodos téo longos, quando
a dessecacdo foi associada a manutencdo das mesmas dentro dos frutos
dessecados. E importante notar que essas condicBes foram necessarias
para manter a viabilidade das sementes, mas ndo foi possivel realizar
experimentos em que as sementes fossem embebidas em agua e colocadas
para germinar, para demonstrar se ainda estavam em dorméncia.

De acordo com Santagapita et al. (2014) a conservagdo de
biomoléculas funcionais e estruturais, labeis, em sistemas bioldgicos,
farmacéutico e na area de ciéncias dos alimentos geralmente é garantida
através de sistemas desidratados ou congelados. O germoplasma vegetal
é conservado, normalmente, através de sementes, que sdo sistemas
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naturalmente desidratados. As sementes ortodoxas, as mais comuns,
toleram a desidratacdo a teores de agua muito baixos e podem
permanecer vidveis por varios anos.

A dessecacdo natural das sementes de P. tenuifila nos frutos
intactos beneficiou a manutencdo da viabilidade, pois, segundo Lang et
al. (2014), em sementes ortodoxas, por exemplo, varios processos ou
mecanismos protetores podem ser acionados nas sementes, durante o
processo de desenvolvimento de tolerancia a desidratacdo, como o
acumulo de oligossacarideos, a sintese e armazenamento de proteinas
como as LEA e proteinas tolerantes a altas temperaturas, a presenca de
sistemas antioxidantes, como a glutationa e de enzimas antioxidantes.
Esses mecanismos impedem, por exemplo, que as moléculas
importantes do metabolismo da germinacdo sofram alteragcBes na sua
conformacdo e percam a sua atividade, tornando as sementes inviaveis.

Quando esses mecanismos ndo estéo presentes nas sementes, uma
das estratégias, para melhorar estabilidade das moléculas, sob
dessecacdo, é embebicdo em solutos osmo-protetores, como a trealose.
Esses solutos promovem interacbes especificas, especialmente as pontes
de hidrogénio, com estruturas biologicas estabilizando-as durante a
dessecacdo. Varias biomoléculas, como proteinas e estruturas, como
membranas, células, sementes e microrganismos tem sido estabilizados,
tornando-se tolerantes & dessecacdo, via imobilizagdo em matrizes de
aclcares, em estado vitreo (intermediario entre os estados liquido e
sélido), obtidos por congelamento. A trealose, por exemplo, um
dissacarideo ndo redutor, tem um efeito protetor sobre as biomoléculas,
que é explicado ndo so6 pela capacidade de formar a matriz em estado
vitreo, mas também pela interacdo intermolecular com as biomoléculas,
através de pontes de hidrogénio. Esses procedimentos, porém tornam os
protocolos de conservagdo mais complexos e menos praticos.

Assim, o fato das sementes de P. tenuifila, poderem ser
armazenadas em frutos dessecados ao ar livre, mantendo a viabilidade
por periodos relativamente longos é um método simples e eficiente, que
pode ser empregado na conservagdo de germoplasma, desde que sejam
monitorados e mantidos os niveis adequados de umidade relativa do ar,
ao redor de 70%.

5.4. EFEITO DA CRIOPRESERVACAO NA GERMINCAO DAS
SEMENTES DE P. TENUIFILA

A sobrevivéncia das sementes de P. tenuifila ao nitrogénio
liquido foi devido aos teores de agua abaixo de 10%, observado ap0ds 12
meses de armazenamento em frutos que dessecaram ao ar livre a 25°C.
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Avaliando o efeito do teor de agua das sementes de duas espécies
de Passiflora sobre a viabilidade das mesmas expostas a
criopreservagdo, Ospina et al. (2000) observaram que as sementes com o
teor de agua menor que 12% toleravam a exposicdo ao nitrogénio
liquido. A criopreservacdo foi letal para as sementes com mais de 14%
de teor de agua. Contudo, a viabilidade caiu de 95%, nas sementes com
mais de 14% de teor de agua, as quais foram deixadas por 8h secando ao
ar livre, para menos de 80%, nas sementes deixadas secando por mais de
dois dias, as quais reduziram o contetido de umidade para menos de 8%.
A queda na viabilidade pode ter sido devido aos métodos de secagem
aos quais as sementes foram submetidas, uma vez que tiveram o arilo
removido e deixadas secando por 8h ou 5 dias em temperatura ambiente
[22°C com 40-50% de umidade relativa (UR)], ou 5 dias em sala com
reduzida UR (22°C e 20-30% UR) ou 2 dias em silica gel (22°C e 5-
13% UR). Caso as sementes fossem deixadas secando dentro dos frutos
intactos, assim como descrito em 3.2.3, talvez a viabilidade ndo fosse
téo afetada.

Tanto Ospina et al. (2000) como Gonzalez-Benito, Aguilar e
Avila (2009), ao induzirem as sementes a dessecago, colocando-as, sem
o arilo, em silica gel por dois dias, obtiveram valores de teor de agua
abaixo do obtido neste trabalho com a desidratacdo natural. Enquanto os
autores conseguiram valores abaixo de 5% no teor de agua, chegando a
2,6% para P. edulis, (OSPINA et al., 2000), o0 minimo obtido neste
trabalho foi de 8%. Entretanto, Gonzélez-Benito, Aguilar e Avila (2009)
salientam que o nivel de hidratagdo 6timo para permitir a
criopreservacdo € uma estreita faixa, no qual altos valores levariam a
formacéo de cristais de gelo dentro da semente, e valores muito baixos
podem levar o embrido a desidratacdo, ambos inviabilizando a
criopreservacdo. Para chegar a faixa 6tima, deve-se testar cada espécie
individualmente, conforme conclui Meletti et al. (2007).

O fato das sementes de P. tenuifila terem sobrevivido a
exposicdo ao nitrogénio liquido, sugere que essa forma de conservagdo
de germoplasma, a longo prazo, pode ser utilizada para sementes dessa
espécie, uma vez otimizado o protocolo de criogenia, com a realizagdo
de novos experimentos, com sementes com maior taxa de viabilidade.

5.5. EFEITO DO ARMAZENAMENTO DAS SEMENTES DE P.
TENUIFILA, ENVOLVIDAS PELO ENDOCARPO E MANTIDAS IN
VITRO A5°C E 25°C, NA GERMINA(;AO

O armazenamento das sementes envolvidas pelo endocarpo e
mantidas in vitro, tanto a 5°C como a 25°C, protegeu as sementes da
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exposicdo aos microrganismos e da oxidagdo provocada pela exposicéo
das mesmas a atmosfera, o que pode ter contribuido para a manutencéo
da viabilidade das sementes de P. tenuifila, por longos periodos.

No armazenamento in vitro, tanto a 5°C como a 25°C, as
sementes mantiveram o nivel de hidratacdo observado no inicio do
experimento, de 11,44%, e os niveis de hidratacdo foram, portanto
mantidos entre 10,14% e 13,96%, durante todos os periodos de
armazenamento.

Com esse nivel de umidade, se as sementes ndo estivessem em
condicdo axénica, representada pela condicdo estéril do interior do
endocarpo, e pelo ambiente da cultura in vitro, certamente a incidéncia
de microrganismos seria muito alta, contribuindo para que ocorresse a
degradacéo das reservas das sementes e a perda da viabilidade.

A perda da viabilidade, ap6s 4 meses de armazenamento a 25°C,
sugere que a partir desse periodo de armazenamento, cComo as sementes
estavam hidratadas & possivel que a manutencdo da atividade das
enzimas do metabolismo da respiracdo e de outras rotas metab6licas
tenha contribuido para degradar as reservas das sementes e torna-las
inviaveis. A 5°C esse processo foi minimizado, explicando a
manutencdo da viabilidade por periodos de até 18 meses de
armazenamento.

A Unica condicdo de armazenamento a 25°C em que as sementes
permaneceram vidveis foi dentro dos frutos dessecados, com as
sementes com teores de umidade muito mais baixos, entre 8,38 e 9,42%,
indicando que o baixo teor de umidade contribuiu para que mantivessem
a viabilidade.

Como nesses experimentos ndo foram realizados tratamentos de
embebicdo das sementes em dgua e de ndo embebigdo, no decorrer de
todos os tempos de armazenamento, ndo é possivel saber se o
armazenamento dos endocarpos in vitro a 5°C quebrou a dorméncia das
sementes. O Unico experimento em que foi possivel a embebicdo das
sementes armazenadas nos endocarpos a 5°C e 25°C, em agua foi o
realizado com 4 meses de armazenamento, e a ndo germinagdo das
sementes sugere que as mesmas continuavam em dorméncia, pelo
menos até esse periodo de armazenamento.

Um fato interessante observado em ambas as temperaturas de
armazenamento foi que a coloracdo do meio de cultura foi sendo
alterada, no decorrer do tempo, tornando-se bege claro e marrom, o que
sugere a exsudacdo de compostos dos endocarpos/sementes, talvez
compostos fendlicos. Pode ser que nessas condigdes houvesse a
lixiviacdo de possiveis compostos inibidores da germinagdo para o meio
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de cultura. Experimentos complementares devem ser conduzidos, sem a
embebicdo das sementes em é&cido giberélico, para comprovar se a
lixiviagdo desses compostos promoveria a germinagdo das sementes de
P. tenuifila. Seria entdo possivel comparar os tratamentos de
armazenamento das sementes, a 5°C nos frutos e nos endocarpos in
vitro.

O fato das sementes de P. tenuifila poderem ser armazenadas nos
endocarpos mantidos in vitro a 5°C por periodos de até 18 meses, sugere
que esse método de conservacdo pode ser utilizado, como alternativa,
para a conservacao de germoplasma, apesar de implicar em gastos e ser
mais trabalhoso.

5.6. CULTURA IN VITRO DE P. TENUIFILA

Os resultados obtidos nos experimentos de cultura in vitro
indicaram que, aos 3 meses de cultivo em glicose seria possivel produzir
de 16 a 19 novas microplantas a partir de uma Unica planta, quase que
duplicando a taxa de multiplicacio em relagdo a sacarose. E possivel
que a producdo de invertases pelos explantes inoculados, enzimas que
degradam a sacarose em glicose e frutose, para o metabolismo da via
glicolitica tenha sido deficiente para favorecer o aproveitamento dessa
fonte de carbono.

Diversos autores vém estudando a micropropagacdo de
Passifloras, mas a regeneracdo tem sido alcangada por meio da
organogénese, a partir de uma grande variedade de espécies (P. edulis,
P. cincinnata, P. suberosa, P. caerulea), usando vérias combinagdes de
reguladores de crescimento de plantas e varios tipos de explantes
(DORNELAS; VIEIRA 1994; LOMBARDI et al., 2007; BRAGLIA et
al., 2010; PINTO et al., 2010; GARCIA et al., 2011; SILVA et al.,
2011).

De acordo com Faria et al (2007), a maioria dos trabalhos de
micropropagagdo com espécies do género Passiflora sédo realizados com
P. edulis e P. edulis f. flavicarpa, sendo os explantes mais utilizados os
segmentos nodais e os apices caulinares. Esta técnica representa uma
alternativa para a obtencdo de clones de interesse comercial.

Em sua revisdo sobre micropropagacdo com Passiflora spp.,
Ozarowski e Thiem (2013) salientam que todos os estudos consultados
utilizaram a sacarose como fonte de carbono, entretanto, os resultados
deste trabalho indicam que a glicose promove mais efetivamente o
crescimento e desenvolvimento das microplantas, pelo menos para P.
tenuifila.
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Os resultados obtidos por Isutsa (2004), Faria et al. (2007) e
Ozarowski e Thiem (2013) para cada espécie, variedade ou ainda cada
tipo de explante apresenta uma resposta especifica em relacdo ao tipo de
meio de cultura utilizado, de acordo com as concentracfes dos
componentes do meio e do tipo de fitorregulador utilizado, sendo
portanto necessario o emprego de varias abordagens, técnicas e
metodologias para aperfeicoar os protocolos de cultura in vitro e
encontrar a melhor resposta.

A técnica de cultura de tecidos vegetais € uma alternativa para a
propagacdo das espécies de maracujas, sendo, também, uma ferramenta
importante para a conservacdo do germoplasma vegetal. Os métodos de
conservagdo in vitro de plantas baseiam-se, de maneira geral, nas
técnicas empregadas para a micropropagagdo de plantas, contribuindo
em todas as etapas para 0 processo de conservagdo de germoplasma
(GUERRA; DAL VESCO, 2010). Faria et al. (2006), utilizando a
sacarose e 0 sorbitol conservaram, por quatro meses microplantas de P.
gibertii, utilizando doses entre 10 ou 20 g/L de sorbitol, na auséncia da
sacarose, sob crescimento lento. Entretanto, a falta de protocolos de
regeneracdo e micropropagacao eficientes, para a maioria das espécies
de maracujas e a escassez de pesquisas com conservacdo in vitro, nao
tem permitido, ainda, 0 uso extensivo desta tecnologia.

Assim, o desenvolvimento de um protocolo eficiente de
micropagacdo de P. tenuifila é relevante, pois permitird ndo apenas a
multiplicacdo de gendtipos superiores dessa espécie, como também
podera servir de base para 0s experimentos de conservagdo in vitro de
outras espécies de maracujas, cuja disponibilidade de informagdes na
literatura ainda é muito restrita.
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6. CONCLUSOES
Os resultados indicaram que:

1-

Por periodos curtos (méaximo de 80 dias para P. tenuifila e 130
dias para P. setacea) os melhores protocolos de conservagdo de
sementes a 5°C foram, para P. tenuifila, a manutencdo das
sementes nos frutos, em sacos plasticos e para P. setacea, a
manutencdo das sementes em sacos plasticos, sugerindo a
existéncia de dorméncia nas sementes de ambas as espécies, que
foi superada pela baixa temperatura.

A embebicdo prévia das sementes de P. tenuifila, imediatamente
apos a remocdo dos frutos frescos, em solucdo de 2,5% de GAgz
por 5 dias promoveu a germinacdo em relacdo aos tratamentos
com BAP ou GA+BAP, sugerindo a existéncia de dorméncia
devido & presenca de inibidores no tegumento (dorméncia
quimica) e/ou no embrido (dorméncia fisiologica), que foi
superada pela aplicacdo de GA.

Por periodos longos os melhores protocolos de conservagdo de
sementes de P. tenuifila foram o armazenamento nos frutos, ao ar
livre a 25°C (até, pelo menos, 13 meses) e 0 armazenamento das
sementes envolvidas pelo endocarpos e mantidas in vitro (até
pelo menos 18 meses), desde que mantidas em baixa temperatura
(5°C).

As sementes de P. tenuifila toleraram a criopreservacéo, porém
estudos subsequentes devem aprofundar o conhecimento acerca
dos contelidos de agua ideais para tolerar a criopreservacao.

O melhor tempo de desinfeccdo das sementes de P. tenuifila, que
propiciou a mé&xima germinagdo in vitro foi de 20 minutos, apesar
de retardar a velocidade de germinagao.

A glicose promoveu significativamente o crescimento das
microplantas de P. tenuifila e a taxa de multiplicacdo em relagéo
a sacarose, otimizando a multiplicacdo clonal para a producdo de
mudas de P. tenuifila em larga escala.

A disponibilidade de protocolos de germinacéo in vitro e cultura
in vitro permitirdo a adocdo de abordagens biotecnoldgicas de
conservagao invitro de germoplasma de P. tenuifila.
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APENDICE - Fotografias

Y Y

Figura 1. Frutos frescos de Passiflora tenuifila, na planta (A); frutos maduros
recém-coletados em sacos plasticos (B); frutos embalados para o
armazenamento a 5°C (C); frutos em estdgios progressivos de deterioragdo no
armazenamento a 5°C (D, E, F), culminando com a polpa em estado liquefeito
(E, F).
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Figura 2. Sementes de Passiflora tenuifila, sem arilo, escala milimetrada (A);
plantulas oriundas da germinagdo, em casa de vegetacdo (B); plantulas de P.
setacea oriundas de sementes pré-embebidas com reguladores de crescimento
(C\D); plantulas de P. tenuifila oriundas de sementes pré-embebidas com
reguladores de crescimento (E,F).
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. 9 I@’ 4
Figura 3. Frutos de Passiflora tenuifila, desidratados ao ar livre a 25°C, em
caixa de papeldo (A); plantulas oriundas da germinagdo, em condigdes
controladas, de sementes de frutos desidratados (B, C, D); plantulas oriundas de
sementes criopreservadas (E, esquerda) e ndo criopreservadas (E, direita);
plantulas oriundas de sementes germinadas in vitro (F).



