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RESUMO

ARAUJO, Deizimary Stella de; M. Sc. UNIVERSIDADE DO ESTADO DE MATO
GROSSO, Dezembro de 2014. Criopreservacdo de espécies de Passiflora.
Orientador: Petterson Baptista da Luz. Conselheiros: Armando Reis Tavares e
Leonarda Grillo Neves.

Nas ultimas décadas, a criopreservacdo tem se destacado como uma importante
técnica de conservacdo de germoplasma, devido a possibilidade de manutencédo da
sua viabilidade por longo prazo. Diante da necessidade de estudos mais
aprofundados sobre conservacdo de germoplasma que garantam maior eficiéncia
para resguardar genotipos de interesse para o melhoramento vegetal e conservacao
das espécies, esta pesquisa teve por objetivo avaliar a eficiéncia da criopreservacéo
de sementes em seis espécies de Passiflora spp. (P. nitida, P. foetida, P. mucronata,
P. micropetala, P. suberosa, P. edulis), utilizando diferentes crioprotetores, e
descrever o comportamento das sementes mediante os tratamentos. Foram
realizados dois experimentos, no qual o primeiro descreve os efeitos de diferentes
teores de umidade nas sementes, e 0 segundo aborda a criopreservacdo em
nitrogénio liquido (-196 °C). Para o primeiro experimento, foi utilizado o Delineamento
Inteiramente Casualizado (DIC), com quatro tratamentos — 6, 8, 10 e 12% teor de
umidade (b.u.) - e quatro repeticdes de 50 sementes. As sementes foram submetidas
ao processo de hidratacdo ou secagem até alcancarem os teores de umidade
desejados, sendo posteriormente utilizadas nos Testes Padrdo de Germinacao (TPG)
e Vigor de Plantulas, que foram analisados pelas variaveis: indice de Velocidade de
Germinacdo (IVG), porcentagem de germinagdo (%), indice de Velocidade de
Emergéncia (IVE), porcentagem de emergéncia (%), comprimento da radicula (CR)
em cm/plantula, comprimento da parte aérea (CPA) em cm/plantula e massa de
matéria seca (MS) em gramas. Os dados foram submetidos a analise de regressao
polinomial, através do programa SISVAR. No experimento de criopreservacao,
sementes das espécies em estudo foram criopreservadas com o teor de umidade em
gue se verificaram os melhores resultados do primeiro experimento. Foi utilizado o
DIC, com quatro tratamentos (T; — DMSO a 7%; T, — sacarose a 0,3 M; T3 -
armazenamento em NL, sem crioprotetor; T4 — controle, sem armazenamento em NL,
e sem crioprotetor) e cinco repeticoes de 50 sementes. As sementes foram

armazenadas durante 120 horas em NL, (-196°C), realizou-se o descongelamento em
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banho-maria (37 °C) durante 20 minutos, e prosseguiram-se 0s Testes de
Germinagdo e Vigor anteriormente descritos. Os dados foram submetidos a anélise de
variancia e teste de Tukey (5% de probabilidade) pelo programa SISVAR. Os
resultados sobre os efeitos de diferentes teores de umidade nas sementes foram
significativos (P<0,05) para as espécies P. nitida, P. mucronata e P. edulis. Em P.
nitida os resultados de IVG e porcentagem de germinacdo (G%) ajustaram-se ao
modelo de regressao cubica, com melhores resultados obtidos no teor de umidade em
torno de 10%. Em P. mucronata, obteve-se uma resposta quadratica para a regressao
polinomial, com resultados superiores de IVG e porcentagem de germinagcao (G%)
para sementes com 12% de teor de umidade. Em P. edulis para as variaveis IVG e
CPA, a regressao de ordem quadratica também indicou melhores resultados no teor
de 12% de umidade. Os resultados para P. foetida, P. micropetala e P. suberosa
indicam que essas espécies toleram, sem alteracdo no potencial fisiol6gico, ajustes
no teor de umidade das sementes no intervalo de 6 a 12%. No experimento de
criopreservacédo, em sementes de P. nitida (10,4% umidade) foram obtidas melhores
médias para o tratamento sem crioprotetor para a maioria das variaveis; em P. foetida
(8,4% umidade) o controle se manteve superior aos demais tratamentos, seguido do
sem crioprotetor e DMSO; em P. mucronata (12% umidade), a sacarose se revelou
eficiente para a criopreservacdo de sementes dessa espécie; em P. micropetala
(6,2% umidade) houve perda consideravel do potencial fisiolégico apods
armazenamento em NL,, revelando dificuldades para sua cripreservacao; P. suberosa
(9,5% umidade) suportou o armazenamento em NL, sem danos aparentes nas
sementes, porém com algumas alteracfes significativas no desenvolvimento das
plantulas; e por ultimo P. edulis (12% umidade) que evidenciou resultados positivos
para criopreservacdo, sem a necessidade da utilizacdo de crioprotetores. Conclui-se
que a maioria das espécies podem ser criopreservadas com sucesso, no entanto,
novas pesquisas podem vir a corroborar com os resultados obtidos nesse estudo,
indicando o tratamento mais adequado a criopreservacado de sementes de espécies

de Passiflora.

Palavras-chave: sementes, maracuja, germinagao.



ABSTRACT

ARAUJO, Deizimary Stella de; M. Sc. UNIVERSIDADE DO ESTADO DE MATO
GROSSO, December, 2014. Cryopreservation of Passiflora species. Advisor:
Petterson Baptista da Luz. Counselors: Armando Reis Tavares and Leonarda Grillo
Neves.

During the last decades, the cryopreservation has been highlighted as an important
technique of germoplasm conservation, due to the possibility of maintenance of its
viability for long time. Toward the need of a deeper study on germoplasm conservation
that guarantees greater efficiency to save genotypes of interest for plant breeding
improvement and preservation of species, this research had the goal of evaluating
the efficiency of seed cryopreservation in six species of Passiflora spp. (P. nitida, P.
foetida, P. mucronata, P. micropetala, P. suberosa, P. edulis), using different
cryoprotectants and describing the behavior of seeds meantime the treatment. Two
experiments were conducted, in which the first describes the effects of different
moisture contents in seeds, the second approach the cryopreservation in liquid
nitrogen (- 196 °C). For the first experiment, was used the Completely Randomized
Design (CRD), with four treatments — 6, 8, 10 and 12% moisture content (w.b.), in four
repetitions of 50 seeds. The seeds were submitted hydration and drying process to
achieve the desired moisture content, been subsequently used in Standard
Germination Test (SGT) and Vigor of Seedlings, which were analyzed by the
variables: Germination Speed Index (GSI), germination percentage (%), Emergence
Speed Index (ESI), emergence percentage (%); radicle length (RL) in cm/seedling,
shoot length (SL) in cm/seedling and mass dry matter (DM) in grams. The data were
submitted to a polynomial regression analysis using SISVAR program. By the
cryopreservation experiment, seeds of the studied species were cryopreserved with a
moisture content in which were verified the best results of the first experiment. DIC
were used with four treatments (T1-DMSO in 7%; T, .sucrose in 0.3 M; T3 — storage in
NL, without cryoprotectant; T, _ control, without storage in NL, and without
cryoprotectant) in five repetitions of 50 seeds. The seeds were stored during 120
hours in NL, (-196 °C). Thawing was performed in a water bath (37 °C) during 20
minutes, followed by Germination and Vigor Test, previously described. The data was
submitted to variance analysis and Tukey test (5% probability) by SISVAR program.

The results on the effects of different moisture contents in seeds were significant
X



(P<0.05) for the species P. nitida, P. mucronata and P. edulis. In P. nitida the results of
GSI and germination percentage (G%) fitted to the model of cubic regression, the best
results were obtained on the moisture content around 10%. In P. mucronata, was
obtained a quadratic response to the polynomial regression, with higher results of GSI
and germination percentage (G%) for seeds with 12% of moisture content. In P. edulis
for the variables GSI and SL, the regression of quadratic order also displayed best
results in the moisture content of 12%. The results for P. foetida, P. micropetala and P.
suberosa indicated that those species tolerate, without changes in its physiological
potential, adjustment the moisture content of the seeds in the range of 6 to 12%. In the
cryopreservation experiment, of P. nitida seeds (10.4% moisture content) were
obtained best averages for the treatment without the cryoprotectant for most part of
the variables; for P. foetida (8.4% moisture content) the control remained higher than
the others on treatment, followed by the treatment without cryoprotectant and DMSO;
for P. mucronata (12% moisture content), the sucrose proved to be efficient for the
cryopreservation of seeds from these specie; for P. micropetala (6.2% moisture
content) after the storage in NL, there was a considerable loss of its physiological
potential, revealing difficulties for its cryopreservation; P. suberosa (9.5% moisture
content) tolerated the storage in NL, without apparent damage to the seeds however
with some significant changes in the seedlings development; the last, P. edulis (12%
moisture content) showed positive results for cryopreservation without need of
cryoprotectants. Concludes that most species can be cryopreserved successfully,
however, new researches may come to corroborate the results obtained in this study,
indicating the most appropriate treatment in the cryopreservation of seeds in the
species Passiflora.

Keywords: seeds, passion fruit, germination.
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1. INTRODUCAO

A familia Passifloraceae esta representada na América do Sul por quatro
géneros, no qual o Passiflora, composto por mais de 500 espécies, sendo mais de
150 originarias do Brasil, € o mais importante numericamente e economicamente
(Feuillet e MacDougal, 2003; Ulmer e MacDougal, 2004; Vasconcellos et al., 2005;
Hansen et al., 2006).

Diante da diversidade genética que o Brasil apresenta, € expressiva a
variabilidade genética interespecifica e intraespecifica que ocorre naturalmente
(Ferreira, 2005).

Por isso, muitas espécies silvestres de Passiflora tém apresentado grande
potencial para uso em programas de melhoramento genético, com caracteristicas,
que incluem a qualidade de seus frutos, a sua adaptabilidade para o cultivo, além de
propriedades alimenticias, ornamentais, medicinais e ainda como porta-enxertos
(Killip, 1938; Bernacci et al., 2005; Faleiro et al., 2005; Junqueira et al., 2005;
Peixoto, 2005; Vasconcellos et al., 2005; Faleiro et al., 2011).

O Brasil € o maior produtor e consumidor mundial de maracuja, com uma
producdo estimada em 776.097 toneladas (Meletti, 2011; IBGE, 2012). No entanto,
os plantios comerciais tém-se limitado ao emprego de sementes das espécies
comerciais de maracuja-azedo, roxo e doce (Faleiro et al., 2005).

No Brasil, a erosdo genética em espécies de Passiflora vem ocorrendo de
forma significativa, por fatores como a crescente utilizacdo de novas areas do
Centro-Norte para fins agricolas e industriais. Por isso, a conservacdo de
germoplasma de racas locais, cultivares domésticas e parentes silvestres de
espécies agronbmicas tem sido considerada uma importante area de pesquisa
(Santos, 2000; Faleiro et al., 2005, Ferreira et al., 2005; Carvalho e Otoni, 2010; Nick
et al., 2010; Faleiro et al., 2011).

Segundo Ferreira (2005) os bancos de germoplasma de espécies de
Passiflora sdo bastante modestos, apesar de as fontes de recursos genéticos
disponiveis na natureza serem muito amplas.

Tradicionalmente, recursos genéticos de grande parte das espécies vém
sendo conservadas de forma ex situ em cole¢des de campo (Engelmann, 2004; Nick

et al., 2010). Sabe-se, porém, que a conservagdo em campo apresenta
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desvantagens que limitam sua eficacia e ameacam a seguranca dos recursos
genéticos vegetais conservados desta forma (Engelmann, 2004). Além disso,
algumas espécies de Passifloraceae apresentam exigéncias muito particulares para
se desenvolver, sendo extremamente dificil seu cultivo em campo (Bernacci et al.,
2005).

Mais recentemente, a conservacdo ex situ através da técnica de
criopreservacdo tem sido utilizada para conservacdo de diferentes formas de
germoplasma, como pélen, meristemas, embrides, tecidos e sementes (Maruyama e
Ishii, 2000; Matsumoto, 2000; Santos, 2000; Yamaguchi e Ishikawa, 2000;
Shimonishi et al., 2000; Meletti et al., 2007).

Em sintese, trata-se de uma técnica de conservacado de material bioldgico em
temperaturas extremamente baixas, até -196 °C em nitrogénio liquido (NL,) que
permite 0 armazenamento e manutengdo das caracteristicas do material por longo
periodo (Engelmann, 2004; Carvalho e Otoni, 2010).

A criopreservacao de germoplasma é relativamente importante a medida que
proporciona a conservacdo do material genético, mantendo sua integridade
fisiologica e funcional durante um longo prazo, levando-se em consideracdo as
especificidades de cada espécie, além de ser uma ferramenta para o melhoramento
genético de plantas.

No caso da criopreservacdo de sementes, fatores como a tolerdncia a
dessecacao e sensibilidade a baixa temperatura do Nitrogénio Liquido (NL;) sdo os
pontos mais importantes durante o processo criogénico (Ospina et al., 2000; Sakai,
2000; Santos, 2000). Além disso, sementes recalcitrantes, ortodoxas e
intermediarias apresentam comportamento diferenciado quanto ao processo de
criopreservacdo, o que exige diferenciacdo no protocolo a ser utilizado (Santos,
2000; Carvalho e Otoni, 2010).

Para reduzir a injuria sofrida pela célula, durante seu congelamento ou
descongelamento, sdo utilizadas substancias quimicas denominadas crioprotetores
(Carvalho e Otoni, 2010). Os crioprotetores mais utilizados na criopreservacao de
plantas sao glicerol, dimetilsulféxido (DMSO), metanol e os glicois de menor peso
molecular (Benson, 2008).

Dessa forma, esse trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a eficiéncia

da criopreservacdo em espécies de Passiflora, analisando diferentes teores de
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umidade das sementes e crioprotetores, e descrever o0 comportamento das

sementes mediante os tratamentos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A familia Passifloraceae

A familia Passifloraceae estd dividida em duas tribos, Paropsieae e
Passiflorieae. Essa Ultima esta representada na América do Sul, por cinco géneros,
sendo: Ancistrotryrsus com 2 espécies; Mitostemma, com 3 espécies; Dilkea, com 6
espécies; Passiflora com cerca de 530 espécies, sendo numeérica e economicamente
0 mais importante da familia; e Tetrastylis, género monotipico (Ulmer e MacDougal
2004; Cervi, 2006). No entanto, estudos moleculares (Muschner et al., 2003) e
morfologicos (Feuillet e MacDougal, 2003), o género Tetrastylis foi reposicionado em
Passiflora.

Estudos demonstram que a ampla variacdo morfolégica do género Passiflora
parece resultar da diversidade de seus habitats, assim como de suas relacdes
coevolutivas com muitos organismos, incluindo formigas protetoras (Apple e Feener
2001), herbivoros, (particularmente Heliconius spp. borboletas; Gilbert, 1982),
polinizadores, e as comunidades de plantas que fornecem lhes apoio fisico e acesso
a luz solar (Pérez et al., 2007).

A polinizacdo é realizada principalmente por insetos, especialmente as
abelhas, com destaque para mamangavas do género Xylocopa (Janzen, 1968;
Freitas e Oliveira Filho, 2003; Benevides et al., 2009); espécies polinizadas por
beija-flores constituem o segundo maior registro dentro do grupo (Janzen, 1968; May
e Spears, 1988; Koschnitzke e Sazima, 1997; Varassin et al., 2001) tendo também a
ocorréncia de varias espécies polinizadas por morcegos (Buzato e Franco, 1992;
Kay, 2001; Varassin et al., 2001).

A taxonomia do género Passiflora, baseado em varias estruturas florais e
vegetativas, levou a uma primeira subdivisdo taxon6mica complexa, descrita por
Killip (1938), composta de vinte e dois subgéneros e estes, por sua vez, subdividos
em secdes e/ou séries. No entanto, estudos posteriores, baseados em caracteres
morfologicos, ecolégicos e de sistematica filogenética, utilizando marcadores
moleculares, corroboraram total ou parcialmente para a nova classificacao

infragenérica do género (Freitas, 2011).



2.2. Caracterizagdo do género Passiflora

Espécies do género Passiflora distribuem-se amplamente pela América, com
aproximadamente 500 espécies, das quais mais de 150 espécies nativas sao
encontradas no Brasil, sendo por isso, considerado o maior centro de diversidade
genética (Ulmer e MacDougal, 2004; Faleiro et al., 2005; Vasconcellos et al., 2005;
Hansen et al., 2006).

Com base em caracteres morfologicos, Feuillet e MacDougal (2003),
reconheceram dentro do género Passiflora quatro subgéneros: Astrophea (DC.)
Mast. e Deidamioides (Harms) Killip, a partir América Central e América do
Sul; Decaloba (DC.) Rchb.,da América, Leste-Sul da Asia e na
Austrélia; e Passiflora L., exclusivamente da América.

Hansen et al. (2006), através de analises moleculares, também considerou
como valido o subgénero Deidamioides, embora o0 mesmo tenha se apresentado
polifilético em todas as andlises, inclusive nas de outros autores (Muschner et al.,
2003; Yockteng e Nadot, 2004; Muschner, 2005; Zamberlan, 2007), que propuseram
a reducdo para trés subgéneros: Decaloba, Astrophea e Passiflora, este Ultimo,
ainda com a classificacdo de monofiletismo ndo esclarecida, o que sugere a
necessidade de mais estudos antes da reavaliacdo de um grupo em evolucao rapida
e complexa como é a do Passiflora (Muschner et al., 2003; Pérez et al., 2007).

No que se refere as caracteristicas morfolégicas, o género Passiflora
compreende plantas trepadeiras herbaceas ou arbustivas, podendo apresentar
hastes cilindricas ou quadrangulares, angulosas, suberizadas, glabras ou pilosas. A
flor apresenta caracteristicas marcantes do género com presenca de cinco estames,
cinco pétalas e cinco sépalas e pelo androgindforo ereto com estames de
extremidades livres e trés estigmas (Cervi, 1997; Vanderplank, 2000; Faleiro et al.,
2005; Soares et al., 2011).

Os frutos sao caracterizados como bagas, geralmente indeiscentes, globosos
ou ovoides, raramente fusiformes, geralmente de coloracdo amarela, podendo existir
frutos de coloracéo vermelha e roxa (Vanderplank, 2000; Ulmer e Macdougal, 2004).
Em geral, o fruto destas espécies leva em seu interior uma polpa &acida,
mucilaginosa ou aquosa, em forma de arilo que recobre as sementes (Cervi, 1997).

As sementes sdo em sua maioria, comprimidas, reticuladas, pontuadas ou

transversalmente alveoladas, envolvidas por um arilo mucilaginoso (Vanderplank,
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2000). Sugere-se que as sementes podem ser classificadas como ortodoxas ou
ortodoxas intermediarias, tolerantes a perda de umidade (Nakagawa et al., 1981;
Catunda et al., 2003; Meletti et al., 2007).

Quanto ao sistema reprodutivo, 0 maracujazeiro € uma planta aldogama, sendo
que na maioria das espécies, as flores apresentam autoincompatibilidade do tipo
homomorfico-esporofitico, provavelmente controlado por um gene. Esse fator deve
ser considerado no melhoramento genético do maracujazeiro, necessitando-se
cultivares com diversidade genética suficiente em relacdo a autoincompatibilidade
para que haja maior eficiéncia na polinizacao (Bruckner et al., 2005).

As espécies estudadas de Passiflora possuem uma amplitude significativa
guanto ao tamanho e niumero de cromossomos, podendo ser agrupadas segundo o
namero basico de cromossomos (x) em trés grupos: x=6, x=9 e x=9 ou 10 que estao
em maior frequéncia. No entanto, ha outros registros diferentes para as espécies do
género (Soares-Scott et al., 2005).

2.3. Descricao morfoldgica de espécies de Passiflora

Passiflora nitida HBK.: Conhecida popularmente como maracuja-de-cheiro
(Amazonas), pode ser encontrada no Brasil nos estados do Acre, Amazonas, Bahia,
Brasilia, Goias, Mato Grosso, Para, Rondbnia; bem como em outros paises como
Bolivia, Coldmbia, Guiana Francesa, Panama, Perl, Suriname e Venezuela. E uma
planta escandente, totalmente glabra que possui folhas ovado-oblongas, ovado-
elipticas ou ovadas, e suas sementes obcordadas, de 5 x 3 mm, tridentadas no
apice, reticuladas. Trata-se de uma espécie helidfita que se desenvolve no cerrado
bem como na floresta densa. Neste Ultimo caso, seus ramos atingem as copas das
arvores mais altas. O florescimento ocorre de dezembro a marco e frutifica de abril a
julho (Cervi, 1997).

Passiflora foetida L.: pertencente a secdo Dysosmia € possivelmente a mais
variavel espécie do género, particularmente a respeito de folhas, flores e frutos
(Ulmer e MacDougal, 2004). Apresenta ampla distribuicdo geografica, ocorrendo na
Ameérica tropical e frequentemente introduzida em outras regides tropicais (Bernacci
et al., 2003). No Brasil é encontrada praticamente em todos o0s estados e tipos

vegetacionais, comportando-se como planta invasora em areas degradadas (Nunes
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e Queiroz, 2001). E caracterizada por possuir folhas 3-5-lobadas com o lobo central
mais desenvolvido; bracteas e estipulas 1-3 pinatissectas com segmentos filiformes;
frequentemente pilosas com tricomas glandulares capitados nas folhas, bracteas e

estipulas e flores com forte odor desagradavel (Killip, 1938).

Passiflora mucronata Lam.: Conhecida popularmente como sururd,
maracuja-de-restinga (Bahia, Rio de Janeiro), trata-se de planta escandente,
totalmente glabra que no Brasil pode ser encontrada nos estados da Bahia, Espirito
Santo, Paraiba, Pernambuco e Rio de Janeiro. A espécie é helidfita, vive
exclusivamente na restinga sobre arbustos, mas floresce e frutifica durante todo o
ano, porém a floracdo maxima se da nos meses de fevereiro a maio. Difere-se da
normalidade de outras espécies do género, apresentando antese noturna com
polinizacdo por quirépteros (Glassophaga soricina e Carollia perspicillata). Além
disso, apls a abertura das flores, tanto as anteras como o0s estigmas agrupam-se
em semi-circulo, tornando a flor zigomorfa em relacdo ao androceu e gineceu,
atributo incomum em Passiflora. As flores permanecem abertas até as primeiras

horas da manhéa (Cervi, 1997).

Passiflora micropetala Mast.: No Brasil, a espécie pode ser encontrada no
estado do Amazonas. Possui haste comprimida, flexuosa, glabra, peciolos longos,
de 4 a 6 mm, poucas glandulas, folhas semi-orbiculares, com cerca de 6,5 cm de
comprimento e 9,0 cm de largura, truncada no apice; 3 lobulos rudimentares,
mucronadas, cordadas na base; 2 glandulas ocelar perto da base da lamina,
membranosa; peddnculos solitarios ou aos pares; flores brancas, sépalas
triangulares, largas, eretas; pétalas ovadas, pequenas, brancas; filamentos da
corona em duas séries; ovario globoso; e frutos globosos com cerca de 1,5 cm de
diametro (Killip, 1938).

Passiflora suberosa L.: Espécie polimérfica e encontra-se amplamente
distribuida na regido Neotropical (Killip, 1938, Sacco, 1980). No Rio Grande do Sul,
ocorrem na Serra do Sudeste, Depressdo Central e Planicie Costeira,
desenvolvendo-se principalmente em bordas de matas e florestas alteradas (Sacco,

1980). A espécie possui um padrdo de floracdo continuo, com pelo menos trés
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épocas de picos florais (Newstrom et al.,, 1994). Apresenta flores pequenas,
perfeitas, solitarias ou aos pares, desprovida de pétalas com trés bracteas e cinco
sépalas oval — lanceoladas, com coloracdo inconspicua, predominando o tom
amarelo-esverdeado; os frutos sao globosos ou ovoides, verde-escuro, 1,5-2 x 2 cm,
glabro. Sementes achatadas, acuminadas no apice, 3-5 mm, reticuladas. (Killip,
1938; Sacco, 1980; Nunes e Queiroz, 2001; Acioli, 2003).

Passiflora edulis Sims.: Nativa do Brasil, encontrada praticamente em todo
o territério; bem como em muitos outros paises. Os nomes populares também séo
bastante variados, maracuja (Parand), maracuja-peroba (Para), maracuja-redondo
(Rio de Janeiro), etc. Planta escandente, glabra ou laxamente pilosa com folhas
trilobadas, trinervadas, possuem gavinhas axilares, solitarias, bem desenvolvidas e
robustas. As sementes ovais, de 5-6 x 3-4 mm, muito duras, cor cremes, foveoladas.
A espécie é helidfita e seletiva higrofita, vive na orla de floresta, capoeiras e
capoeirdes, em solos umidos e bem drenados. Dado o grande cultivo da espécie,
varios autores descreveram muitas variedades, baseando-se em caracteres como:
cor do caule, tamanho e forma do fruto, forma do bordo das bracteas e o
comprimento dos filamentos da corona floral (Cervi, 1997).

2.4. Importancia agronémica do maracujazeiro

Diante da diversidade genética que o Brasil apresenta, € expressiva a
variabilidade genética interespecifica e intraespecifica que ocorre naturalmente nas
espécies de Passiflora (Ferreira, 2005).

Essas espécies tém apresentado caracteristicas de interesse para 0 uso em
programas de melhoramento genético, por causa das suas propriedades
alimenticias, ornamentais, medicinais, como fonte de resisténcia a doencas, e ainda
como porta-enxertos (Killip, 1938; Dhawan et al., 2004; Bernacci et al., 2005; Faleiro
et al., 2005; Junqueira et al., 2005; Meletti et al., 2005; Peixoto, 2005; Vasconcellos
et al., 2005; Faleiro et al., 2011;).

Caracteristicas como longevidade, maiores adaptacdo as condicdes
adversas, periodo de florescimento ampliado, e outras potencialidades ainda nao

exploradas podem ser observadas em muitas espécies, entre elas P.



quadrangularis, P. nitida, P. foetida, P. setacea, P. cincinatta, P. caerulea, P.
incarnata e P. maliformis (Meletti et al., 2005).

A producdo de maracuja no Brasil vem crescendo nos ultimos trinta anos,
ganhando destaque no cenério mundial, sendo a espécie P. edulis Sims a mais
cultivada (Ferreira, 2005; Meletti, 2011). Em geral, o maracujazeiro é cultivado em
pequenas propriedades, com pomares de 3 a 5 hectares, e, embora seja uma
cultura de alto risco, tem atraido muitos produtores, pelo alto valor agregado da
producado (Meletti, 2011).

Historicamente, até a década de 70, a producdo de maracuja no Brasil era
bastante limitada, por diferentes motivos tais como a falta de demanda constante do
produto e ciclos de retracdo e expansao da area cultivada. No entanto, nos anos de
1990 a 1996 observou-se 0 aumento significativo da area cultivada, que
correspondeu ao acréscimo em torno de 75% em apenas seis anos (Meletti, 2011).

A produgé&o continuou aumentando, de tal forma que o Brasil conforme Meletti
(2011) se tornou o maior produtor e consumidor mundial de maracuja. Segundo o
IBGE, em 2012 o Brasil apresentou area colhida de 57.848 ha com producéo
estimada em 776.097 toneladas. O Estado com maior producéo € a Bahia (320.945
t), enquanto o Mato Grosso ocupa a décima posicao com producdo estimada em
12.659 toneladas.

Apesar do potencial descrito para o maracuja e a importancia econémica para
o Brasil, é incipiente numero de cultivares lancados no mercado com caracteristicas
definidas e garantia de origem, sendo que 0s plantios comerciais com maior
expressdo tém-se limitado ao emprego de sementes das espécies comerciais
Passiflora edulis Sims (maracuja amarelo) e Passiflora alata (maracuja-doce) (Souza
e Melleti, 1997; Faleiro et al., 2005).

Portanto, pesquisas envolvendo a prospeccéo, conservacgao, caracterizagao e
uso de germoplasma do maracujazeiro, sdo imprescindiveis para subsidiar a
incorporacdo de caracteristicas agrondmicas de interesse nas espécies comerciais

em programas de melhoramento genético (Faleiro et al., 2005).

2.5. Conservacao de germoplasma

O termo germoplasma, de acordo com Allard (1971), é a soma de todo

material hereditario de uma espécie, podendo ser na forma de pdlen, anteras,
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plantas, sementes, tecidos (meristemas, calo), células ou estruturas simples. Outras
informagdes ampliam a denotacdo do termo, considerando como germoplasma todo
individuo ou clone que representa um tipo, espécie ou cultura que pode ser
conservado por razdes agrondmicas, historicas, ou ecoldgicas, como também pode
ser considerado o material genético que controla a hereditariedade, constituindo a
base fisica da heranca transmitida entre gera¢gdes por células reprodutivas (IBPGR,
1991, Pereira et al., 2010).

Desde a década de 70, a conservacdo de germoplasma vegetal como uma
atividade cientifica vem sendo proposta como uma forma de prevencdo da eroséao
genética, visando o desenvolvimento de técnicas para a conservagdo por longo
prazo da variabilidade genética e para o melhoramento da produtividade agricola
(FAO, 1997). Os recursos genéticos vegetais podem ser conservados em diferentes
formas, como: pdélen, sementes, ramo, bulbo, em cultura de tecidos ou banco de
genes (Kami, 2012).

No Brasil, a erosdo genética em espécies de Passiflora vem ocorrendo de
forma significativa. Fatores como a crescente utilizacdo de novas areas do Centro-
Norte para fins agricolas e o crescimento industrial tém implicado na eliminacdo de
espécies selvagens e desaparecimento de muitos genétipos que poderiam ser
utilizados no melhoramento genético do maracujazeiro. Portanto, € fundamental a
criacdo, ampliacdo e manutencdo de um maior nimero de bancos de germoplasma
(Faleiro et al., 2005; Ferreira, 2005; Faleiro et al., 2011).

As formas de conservacdo de germoplasma sdo: conservacao in situ e
conservacao ex situ (Nick et al.,, 2010). A conservacao in situ € a manutencdo e
recuperacdo de populacdes viaveis de espécies em seus meios naturais, como em
parques, reservas bioldgicas ou reservas ecoldgicas; e para espécies domesticadas
ou cultivadas, nos meios onde tenham desenvolvido suas propriedades
caracteristicas (CDB, 1992).

A conservagdo ex situ é realizada fora dos seus habitats naturais em
colecbes, sendo os principais tipos classificados como: Colecdo Base, Colecao
Ativa, Colecdo de Trabalho, Colecdo a Campo; Coleg¢ao in vitro, Colegcdo em
criopreservacéao, Colecéo nuclear e Banco genémico (Santos, 2000; Neto, 2004).

Tradicionalmente os recursos genéticos de grande parte das espécies vém

sendo conservados de forma ex situ em cole¢des de campo. Sabe-se, porém, que a
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conservacdo em campo apresenta desvantagens que limitam sua eficacia e
ameagam a seguranca dos recursos genéticos vegetais conservados desta forma
(Engelmann, 2004).

As colecbes permanecem expostas a desastres naturais, ataques de pragas e
patébgenos, os custos do trabalho e os requisitos para o pessoal técnico séo
elevados, e, ainda, a distribuicdo e troca de bancos de germoplasma de campo é
bastante dificil (Engelmann, 2004). Além disto, a manutencdo de genotipos
diferentes em um unico local pode causar a reducdo no vigor e mesmo morte das
plantas, ao expor algumas linhagens a severo estresse fisioldgico (Santos, 2000).

Existem cerca de 50 cole¢des de germoplasma de Passiflora espalhadas pelo
mundo, nas quais contém mais 1.200 acessos, incluindo as possiveis duplicatas. No
Brasil, esse acervo consta de apenas de 67 espécies e 599 acessos, distribuidos em
oito cole¢cdes, na forma de BAGs (Banco Ativos de Germoplasma), instalados
mantidos em sua maioria por instituicdbes publicas de pesquisa (Ferreira, 2005;
Meletti et al., 2005).

As colecbes sdo geralmente conservadas em campo, em casa de
vegetacaol/telado, no entanto, algumas espécies de Passifloraceae apresentam
exigéncias muito particulares para se desenvolver, sendo extremamente dificil seu
cultivo em campo (Ferreira, 2005; Bernacci et al., 2005).

Muitas espécies tém sido perdidas, devido as condicbes adversas em
algumas regifes e a incidéncia de patdgenos limitantes em outros. Alguns sdo
mantidos sob a forma de sementes em camaras frias ou geladeiras, o qual necessita
periodicamente da reinstalacio dos campos, quando ha necessidade de
rejuvenescimento dos estoques (Ferreira, 2005; Meletti et al., 2005).

Algumas espécies tém sido mantidas in vitro, mediante técnicas de cultura de
tecidos. E mais recentemente, trabalhos sobre a criopreservagédo de sementes vém
sendo desenvolvidos, de modo a reduzir os custos e perdas comuns aos BAGs, bem

como manter a viabilidade das espécies por tempo maior (Meletti et al., 2005).

2.6. Germinagédo de sementes
A germinacdo das sementes é 0 processo que incorpora 0S eventos de
retomada do crescimento do embrido, que estava anteriormente em estado

guiescente ou dormente e termina com o alongamento do eixo embrionario. Para a
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maioria das sementes, 0 processo se inicia com a embebi¢do de dgua. Normalmente
o sinal visivel de que a germinacdo foi completa € a emergéncia da radicula do
embrido através do tegumento da semente (Bradford, 1990; Bewley, 1997).

O teste germinacdo objetiva determinar o potencial maximo de germinacgéao de
um lote de sementes, o qual pode ser usado para comparar a qualidade de
diferentes lotes e também estimar o valor para semeadura em campo (Brasil, 2009).

Os fatores substrato e temperatura sdo componentes basicos para a
conducao do teste de germinacdo, uma vez que a resposta fisioldgica das sementes
€ variavel em substratos e temperaturas diferentes (Barbosa e Barbosa, 1985;
Bewley e Black, 1994; Carvalho e Nakagawa, 2000; Stockman et al., 2007).

Os eventos subsequentes a germinacéo, incluindo a mobilizacdo das reservas
de armazenamento estdo associados com o crescimento da plantula. No entanto,
muitas espécies ainda que apresentem sementes viaveis e intactas ndo conseguem
germinar em condi¢Bes favoraveis, sendo atribuido a esse fenbmeno o nome de
dorméncia de sementes (Bewley, 1997; Smith et al., 2003).

A dorméncia de sementes pode ser causada por substancias inibidoras,
resisténcia mecanica dos tecidos externos ao embrido, imaturidade do embrido ou
dorméncia do proprio embrido (Bewley, 1997; Baskin e Baskin, 2001; Smith et al.,
2003).

No que se refere a germinacdo de sementes de espécies do género
Passiflora, Kuhne (1968) afirma que é bastante irregular, podendo se estender de
dez dias a trés meses. Ndo se conhece o periodo de viabilidade da maioria das
espécies do género e para aquelas em que ele é conhecido, observa-se longo
periodo de dorméncia, natural ou induzida que impede a obtencdo de material de
propagacdo em quantidade suficiente para a maioria dos estudos necessarios
(Meletti et al., 2005).

Segundo Morley-Bunker (1974), muitas espécies de Passiflora apresentam
dorméncia em suas sementes relacionada a mecanismos de controle de dgua para o
interior da semente. O tegumento espesso das sementes € citado como o fator
limitante a permeabilidade. Em estudos para diferentes espécies foram observados
que tecidos que cercam o embrido, como o endosperma e perisperma podem
restringir o crescimento radicular (Watkins e Cantliffe, 1983; Bradfort, 1990;
Welbaum e Bradfort, 1990).
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A germinacdo de sementes de maracuja é influenciada por muitas
substancias inibidoras (esteroides e triterpenoides) e redutoras (acgucares redutores)
que estdo presentes no arilo, capa de constituicdo gelatinosa, rica em pectina, que
envolve completamente as sementes. O arilo também pode conter substancias
reguladoras de crescimento que contribuem para a desuniformidade na germinacao
(Pereira e Dias, 2000; Martins et al., 2010).

2.7. Tolerancia a dessecacao

A tolerancia a dessecacdo € definida como a capacidade que o organismo
possui em restabelecer suas fun¢des metabdlicas ao ser reidratado, apds passar por
periodo de secagem em equilibrio higroscépico do ar (Alpert, 2000). Essa
caracteristica pode ser observada em sementes, poélen, esporos, entre outros,
atuando como mecanismo de adaptacdo para a sobrevivéncia, conferindo
consideravel longevidade em organismos, pois permite que as atividades
metabdlicas sejam suspensas durante periodos de stress (Hong e Ellis, 1996).

As sementes sdo a unidade de propagacdo natural para a maioria das
espécies de plantas superiores, sendo por isso, a forma mais comum de
conservacgao ex situ (Santos, 2000). A longevidade varia entre as espécies, podendo
também variar entre acessos dentro de uma espécie devido a diferencas no
genatipo e procedéncia (Hong e Ellis, 1996).

As sementes durante o seu desenvolvimento e maturacdo, desenvolvem a
capacidade para sobreviver a dessecacdo, embora o maximo grau de tolerancia a
dessecacdo atingida e a taxa a qual ele se desenvolve variam consideravelmente
entre as espécies. Nem todas as sementes respondem ao ambiente antes e depois
de armazenados sob as mesmas condi¢cdes. Diante disso, foram definidas trés
principais categorias de comportamento das sementes ao armazenamento (Hong e
Ellis, 1996).

Séao classificadas como sementes ortodoxas aquelas que podem ser secas,
sem danos, a baixos niveis de umidade, aproximadamente 5%, e mantidas em
temperaturas baixas no armazenamento. A longevidade aumenta com a diminuicéo
do teor de umidade e temperatura das sementes, de forma quantificavel e previsivel,

sendo, por isso, adotadas como forma de armazenamento pela maioria dos bancos
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de sementes (Roberts, 1973; Engelmann, 2000; Santos, 2000; Berjak e Pammenter,
2003).

Barbedo e Filho (1998) afirmam que as sementes ortodoxas, geralmente, ndo
s6 toleram a dessecacao, mas, provavelmente, dependem dela para redirecionar 0s
processos metabdlicos do desenvolvimento em direcdo a germinagdo. No entanto,
estudos demonstram que parece haver limites de desidratacdo, abaixo do qual nao
ha mais vantagens adquiridas, podendo ser prejudiciais as sementes (Ellis et al.,
1990; Berjak e Pammenter, 2008).

No entanto, existem plantas que produzem sementes recalcitrantes, que
incluem grande numero de frutas tropicais, espécies arboreas e arbustivas. Estas
passam por pouca ou nenhuma secagem na maturacdo e permanecem sensiveis a
dessecacdao, tanto durante quanto apds o seu desenvolvimento, sendo que a maioria
ou todas as sementes sdo mortas por dessecacao a 15 - 20% de umidade, o que
dificulta o armazenamento em baixas temperaturas (Roberts, 1973; Hong e Ellis,
1996; Engelmann, 2000; Santos, 2000; Berjak e Pammenter, 2003; Berjak e
Pammenter, 2008).

Hong e Ellis (1996), afirmam que as sementes recalcitrantes ao serem
submetidas a secagem, tém a viabilidade reduzida, podendo alcancar teor de agua
critico caso o processo continue, reduzindo a viabilidade a zero. Além disso, a
maioria dessas sementes tem sido também caracterizada pelo tempo curto de vida
apos colheita, estimado em dias ou meses, ou para algumas espécies de clima
temperado, talvez um ano ou dois (Berjak e Pammenter, 2008).

Atualmente, pesquisadores estao propondo nova classificacdo para a classe,
para distinguir as espécies com comportamento de armazenamento de sementes
recalcitrantes, mas que diferem consideravelmente no grau de sensibilidade a
dessecacao, na longevidade em armazenamento hidratado e a sensibilidade ao frio
(Hong e Ellis, 1996; Berjak e Pammenter, 1994; Barbedo e Bilia, 1998; Berjak e
Pammenter, 2003;).

As sementes recalcitrantes possuem algumas caracteristicas importantes
como a capacidade de germinar imediatamente ap0s a separacao da planta-méae e a
presenca de acucares soluveis em sua constituicdo (Barbedo e Filho, 1998).

Finalmente, estudos recentes identificaram espécies exibindo uma forma

intermediaria de comportamento no armazenamento das sementes. Estas sementes
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podem tolerar parcialmente a dessecacéo até niveis relativamente baixos de teor de
umidade (cerca de 7% de umidade), permanecem viaveis por um periodo superior
ao das recalcitrantes, mas inferior ao das ortodoxas, e sao prejudicadas quando
submetidas ao armazenamento a baixas temperaturas, o que dificulta o processo
criogénico (Ellis et al., 1990; Hong e Ellis, 1996; Engelmann, 2000; Santos, 2000).
Os efeitos da tolerdncia & dessecacdo em plantas ocorrem em niveis
celulares para subcelulares. Por isso, devem-se incluir diferentes mecanismos para
prevenir dois tipos de danos bioquimicos que estdo associados com a dessecacao:
a degradacédo oxidativa, devido ao acumulo de agentes, tais como radicais livres; e
modificacdes estruturais e no metabolismo, causadas principalmente por alteragbes

na configuracdo de macromoléculas e rompimento de membranas (Alpert, 2000).

2.8. Armazenamento de sementes

Ha dois aspectos praticos nos contrastantes padrdes de comportamento de
armazenamento de sementes: primeiro, o efeito da dessecacao sobre a viabilidade
das sementes; e segundo, a resposta de longevidade para o0 ambiente de
armazenamento (Hong e Ellis, 1996).

A longevidade é definida como o periodo de tempo em que a semente
permanece viavel (Popinigis, 1977). O armazenamento de sementes € uma pratica
normalmente utilizada com o objetivo de manter a viabilidade das sementes por um
periodo superior a sua longevidade natural (Nodari et al., 1998).

A longevidade das sementes varia de acordo com o genotipo, sendo que o
periodo de conservacao do seu potencial fisiolégico depende, em grande parte, do
grau de umidade e das condicbes do ambiente de armazenamento (Carvalho e
Nakagawa, 2000). Outros fatores importantes incluem as caracteristicas das
sementes, como fisiologia, morfologia, composi¢cdo quimica e maturidade (Bonner,
2008).

A umidade das sementes ira alcancar um equilibrio com a umidade do
ambiente de armazenamento com base nas diferencas entre as pressdes de vapor e
a natureza quimica das sementes (Bonner, 2008).

O ambiente de armazenamento é muito importante para o prolongamento da
vida util das sementes, e seu objetivo € reduzir o metabolismo das sementes tanto

guanto o possivel, sem danifica-las, e ainda impedir o atague por microrganismos. A
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taxa metabdlica ideal em armazenagem deve conservar o maximo possivel das
reservas alimentares armazenados nas sementes, e atuar em um nivel que
mantenha a integridade dos embrides (Bonner, 2008).

Sementes que possuem tegumentos impermeaveis que inibem a absorcéo de
umidade e oxigénio para a atmosfera circundante podem ser armazenadas durante
muitos anos em temperatura ambiente, como ocorre com muitas espécies de
leguminosas (Bonner, 2008).

Geralmente, as sementes ortodoxas sdo armazenadas com conteudo de
umidade entre 5 a 10%, utilizando-se embalagens a prova de umidade, de forma a
manter esses niveis. Como o teor de umidade determina a temperatura em que as
sementes podem ser armazenadas, as sementes ortodoxas podem ser mantidas em
praticamente qualquer temperatura, sendo comum 0 armazenamento sSeco com
baixa temperatura, cerca de -18 a -20 °C (Bonner, 2008). Em armazenamento aberto
(quando as sementes sao expostas diretamente ou indiretamente a umidade relativa
do ambiente) em temperatura ambiente, a longevidade de sementes ortodoxas varia
consideravelmente (Hong e Ellis, 2003).

Para a manutencdo da viabilidade em meédio prazo — 2 a 10 anos — o
armazenamento em embalagens herméticas acondicionadas em diferentes
ambientes, pode ser bem sucedido. Ja a criopreservacdo € uma técnica utilizada
para a manutencdo da viabilidade de sementes ortodoxas a longo prazo (Hong e
Ellis, 2003).

Sementes recalcitrantes de clima temperado requerem diferentes condi¢des
de armazenamento, sendo em geral mantidas a temperaturas entre 0 a 5 °C, pois a
exposicao a temperaturas mais baixas (menores que -3 °C) pode causar a morte,
aparentemente devido a formacdo de gelo intracelular. Para as recalcitrantes
tropicais, os limites s&o geralmente entre 12 a 20 °C (Bonner, 2008).

N&o existe um método satisfatorio de manter a viabilidade de sementes
recalcitrantes a médio e longo prazo, uma vez que ndo toleram a dessecacao,
dificultando o armazenamento em baixas temperaturas. Por isso a longevidade
dessas sementes é curta, a partir de algumas semanas ou meses para especies
tropicais ou até trés anos para varias espécies de clima temperado (Hong e Ellis,
2003).
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Nas sementes intermediarias, o teor de umidade critico durante
armazenamento hermético, varia consideravelmente com a espécie, grau de
maturidade e método de extracdo de sementes e/ou manuseio. Em geral, sementes
extraidas na maturidade, toleram a dessecacdo para teores de umidade em
equilibrio entre 40 e 50% de umidade relativa (Hong e Ellis, 1996; Black et al., 2002;
Hong e Ellis, 2003).

Sementes intermediarias de clima tropical, armazenadas com teor de
umidade baixo (7 a 10%), tem sua longevidade reduzida quando mantidas em
ambiente com temperaturas abaixo de 10 °C. O mesmo né&o ocorre para as de clima
temperado. Portanto, existe um teor de umidade em equilibrio considerado como
ideal, que deve ser avaliado para cada espécie (Hong e Ellis, 2003).

Sob a condi¢cdo ideal, sementes intermediarias podem ser armazenadas a
médio prazo com sucesso. O armazenamento a longo prazo também foi relatado

atraves da criopresevacdo de embrides (Hong e Ellis, 2003).

2.9. Criopreservacao: histérico e metodologias

A criopreservacdo ou crioconservacdo € um metodo de conservacdo de
material biolégico em temperaturas ultrabaixas (até -196 °C) em Nitrogénio Liquido
(NL,) ou em sua fase de vapor (-150 °C), que permite levar o material ao estado de
ndo divisdo celular e metabolismo reduzido drasticamente, mantendo ainda assim,
as estruturas celulares intactas, 0 que permite sua viabilidade apds
descongelamento (Engelmann, 2004; Carvalho e Otoni, 2010).

A criopreservacdo é um método de conservacdo ex situ que vem sendo
desenvolvido desde a década de sessenta com os estudos de Sakai sobre o
congelamento de brotos de amoreira em NL, apds o processo de desidratacao
(Carvalho e Otoni, 2010).

Nas ultimas décadas, indmeros trabalhos de criopreservacao de plantas de
propagacao vegetativa, cereais, gramineas, plantas ornamentais, frutiferas tropicais
e temperadas, leguminosas e oleaginosas, estimulantes, medicinais e aromaticas,
entre outras, vém sendo publicados na literatura (Santos, 2000).

Para tanto, diferentes metodologias e tipos de germoplasma sao utilizados
nesses estudos, tais como: criopreservacdo de abacaxi (Gonzalez-Arnao et al.,

2000), pdélen do milho (Yamaguchi e Ishikawa, 2000), tecidos de arvores de florestas
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tropicais (Maruyama e Ishii, 2000), embrides soméaticos (Shimonishi et al., 2000),
meristemas in vitro (Matsumoto, 2000), entre outros.

A principal vantagem da criopreservacao € que uma vez que o material tenha
sido preservado com éxito em NL, teoricamente o0 mesmo pode ser conservado em
principio indefinidamente, por causa da cessacdo dos processos metabolicos,
resultando na prevencao de reacdes quimicas dependentes do processo de difusdo
(Koster, 1991; Engelmann, 2004).

Especificamente para a célula, os efeitos do estado vitreo sdo muitos,
podendo-se citar a limitacdo da perda de agua e da cristalizacdo de sais e proteinas
no citoplasma, prevencdo de colapso celular e protecao contra mudancas no pH a
medida que a agua € removida (Koster, 1991).

Outras vantagens incluem: baixos custos e espaco minimo de
armazenamento e reduzida manutencdo do trabalho em comparagdo com colecdes
vivas e mesmo quando em comparacdo com a manutencdo de culturas de
tecidos. Além disso, uma vez armazenado, ndo ha risco de nova contaminagao por
fungos ou bactérias (Engelmann, 2004).

Cerca de 80 espécies ja foram congeladas com algum sucesso em Nitrogénio
Liquido (-196°C) ou vapor (entre -154°C a -196°C), embora ainda ndo exista um
protocolo comum a todas as espécies, pois poucos sdo 0s materiais que suportam
as baixas temperaturas em seu estado natural, sendo necessaria a acdo de
crioprotetores, acondicionamento prévio e estudos mais aprofundados para cada

espécie em particular (Valois et al., 2001).

2.9.1. Método Cléssico

O método classico utiliza o congelamento em duas fases: congelamento lento,
onde a temperatura é reduzida a uma velocidade definida (1 a 10 °C min™) para
valores proximos de -40 °C; seguida do congelamento rapido, através da imerséo
direta do material em NL, (Santos, 2000; Engelmann, 2004; Carvalho e Otoni, 2010).

O método foi baseado nos eventos fisico-quimicos que ocorrem durante o
processo de congelamento em condi¢des naturais nas plantas de clima temperado.
A medida que a temperatura decresce lentamente e aproxima-se de -10°C, parte
crescente da solucdo extracelular posteriormente se transforma em gelo, enquanto o

meio intercelular permanece descongelado. Se o evento ocorrer lentamente, iSso
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levard a uma diferenca de presséo de vapor da agua na célula, fazendo com que a
agua difunde do interior das células para a solugcdo extracelular e seja congelada
(Santos, 2000; Carvalho e Otoni, 2010). O fenbmeno leva a desidratacao
progressiva do meio intercelular, evitando assim a formacé&o de cristais de gelo em
seu interior. O processo ocorre até o0 momento em que o potencial hidrico da célula
desidratada iguala-se ao do meio extracelular, um equilibrio é estabelecido e a
desidratacdo adicional ndo ocorrerd contanto que a temperatura permaneca
constante. O fenbmeno é chamado de desidratacdo induzida por congelamento
(Santos, 2000; Carvalho e Otoni, 2010).

Em resumo, trata-se de um método de congelamento lento complexo no quais
fatores como a velocidade de congelamento e a temperatura de pré-congelamento
tém papéis cruciais na preservacdo da viabilidade do material (Santos, 2000). Foi
bastante utilizado para criopreservacdo de recursos vegetais até a década de 1980
(Kami, 2012).

2.9.2. Vitrificacao

O método contemporaneo baseado na vitrificacdo, compreende a transicédo de
um estado liquido para o estado vitreo, metaestavel e amorfo, que em sistemas
biolégicos é dependente de aumento da viscosidade da célula, até alcancar a
temperatura de transicdo vitrea, evitando a cristalizacdo do gelo (Sakai, 2000;
Benson, 2008; Carvalho e Otoni, 2010). Essa transicdo ndo envolve mudancas
quimicas, mas apenas mudancas fisicas na viscosidade do liquido (Santos, 2000).

Segundo Kartha (1985) os Unicos estados fisicos existentes abaixo de —130
°C sdo o estado cristalino ou o estado vitreo, onde em ambos a difuséo,
dependendo da escala de tempo da armazenagem é considerada insignificante, a
viscosidade é muito elevada, a energia cinética molecular é muito baixa e reacdes
metabdlicas impulsionadas por energia térmica ocorrerdo muito lentamente ou serao
paralisadas completamente.

Para a criopreservacao ser bem sucedida, € essencial evitar o congelamento
intracelular que ocorre durante o resfriamento rapido em nitrogénio liquido (Sakali,
2000; Santos, 2000; Kami, 2012). Assim, a vitrificacdo do citoplasma € obtida
através da desidratacdo para um baixo teor de umidade na qual ndo existe agua

livre para a cristalizacdo antes mergulhar as amostras em nitrogénio liquido. Com
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isto, a solucdo celular se torna altamente concentrada, sendo possivel sua
vitrificacao (Sakai, 2000; Santos, 2000).

A desidratacdo das células pode ser obtida por evaporacdo da agua ou por
tratamentos com solugdo de crioprotetores quimicos ou acucares, sendo muitas
vezes utilizada a combinacgao dos dois (Santos, 2000).

A vitrificagdo tem como resultado final o aumento de concentragéo de soluto
até uma viscosidade critica, que inibe a aproximacdo de moléculas de agua para
formar o gelo. Porém, o reaguecimento pode também afetar a estabilidade de gelo e
€ dependente do tipo de tecido, das taxas de resfriamento e 0s crioprotetores
utilizados. Em geral, sobrevivéncia mais elevada € obtida quando arrefecimento
lento é seguido por um rapido reaquecimento (Benson, 2008).

Outros métodos foram criados a partir de modificacbes no método de
vitrificacdo, sendo o0s principais: encapsulamento-desidratacdo, encapsulamento-

vitrificacao, vitrificagcdo em gotas e congelamento rapido (Carvalho e Otoni, 2010).

2.10. Fatores criticos: desidratacédo, congelamento e descongelamento

Para o desenvolvimento da criopreservacdo de plantas tropicais, estudos
sobre o pré-condicionamento para a inducdo de tolerancia a desidratacdo e a
temperatura do NL, parece ser um dos pontos mais importantes (Sakai, 2000;
Santos, 2000).

Para a criopreservacao de sementes, o teor de umidade é provavelmente o
fator mais critico para a definicdo de protocolo de criopreservacdo. A forma de
armazenamento das sementes, seu comportamento e sensibilidade a dessecacéo
também sdo fatores intrinsecos que implicam niveis precisos de dessecacdo e
tolerancia ao nitrogénio liquido pelas espécies (Ospina et al., 2000).

O teor de 4gua em sementes é um dos fatores intrinsecos para o processo
criogénico, ja que os varios tecidos de uma planta apresentam diferentes niveis de
tolerdncia a desidratacdo, resultando em sensibilidade diferente a exposicdo ao
nitrogénio liquido (Santos, 2000). No caso das sementes, ao atingirem a maturidade
fisiologica, as ortodoxas se encontram em média com o teor de agua entre 30 a
50%, enquanto nas recalcitrantes esses percentuais sao ainda maiores, entre 50 a
70% (Carvalho e Nakagawa, 2000).
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Durante o processo de desidratacdo as sementes podem apresentar
comportamentos diferenciados em resposta a diminuicdo do teor de &gua. A
desidratacdo pode provocar alteracdes na integridade estrutural e na funcionalidade
da membrana, bem como alteracdes em suas propriedades fisico-quimicas (Santos,
2000).

A 4gua tem muitas funcdes biolégicas nas células de organismos Vivos,
atuando como um importante solvente, via de transporte e um constituinte essencial
e estabilizador da estrutura das macromoléculas e organelas. Além disso, ao se
remover a dgua das células, os solutos se tornam mais concentrados, aumentando
possivelmente a taxa de reacfes quimicas destrutivas, e em alguns casos 0s solutos
podem cristalizar-se, mudando o potencial i6bnico e pH da solucédo intracelular,
muitas proteinas comecam a desnhaturar-se irreversivelmente, levando a perda de
compartimentalizacdo celular (Koster, 1991; Kramer e Boyer, 1995; Barbedo e Bilia,
1998).

As alteracbes na integridade estrutural e funcional na membrana tém sido
observadas pelo vazamento de varias solucdes citoplasmaticas que ocorre apds sua
reidratacdo, indicando que a velocidade e extensdo do vazamento citoplasmatico
estdo positivamente correlacionadas ao grau de sensibilidade a desidratacao,
causando mudancas no comportamento e na composi¢cao relativa da membrana,
com perda parcial da semi-permeabilidade (Santos, 2000). Willians e Leopold (1989)
demonstraram que a temperatura para a formacdo desse estado vitreo também
depende do conteudo de agua do embrido.

Na fase de congelamento, a injaria ocorre devido a inUmeros fatores como a
espécie de planta, o estado de tolerancia ao congelamento e as condicdes de
congelamento. No caso do congelamento lento, a injaria € causada principalmente
pela desidratacéo excessiva ou formacao de gelo dentro das células. De modo geral,
parece ser um consenso, de que o dano mais significativo causado pelo
congelamento as células vivas esta relacionado a déficit hidrico (Santos, 2000).
Nesse aspecto, a membrana plasmatica tem um papel central no comportamento
celular durante os ciclos de congelamento/descongelamento, sendo que a
sobrevivéncia da célula & essencialmente consequéncia da estabilidade da

membrana plasmatica (Santos, 2000).
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O descongelamento é outra etapa critica no desenvolvimento de um protocolo
de criopreservacgao. Entre os problemas, pode-se citar a formacao de cristais de gelo
durante essa fase, que pode ocorrer de duas maneiras: com 0 aumento da
temperatura ocorre a desvitrificacao, liberando agua na forma liquida (que estava
presente nas ceélulas) que pode se congelar antes que a temperatura ambiente seja
atingida; na segunda, cristais de gelo diminutos que possam ter se formado durante
0 congelamento tém a oportunidade de crescer, devido ao aumento da temperatura,
formando cristais grandes, 0s quais entdo causam rompimento e morte das células
(Santos, 2000).

2.11. Crioprotetores

Os crioprotetores podem ser definidos como substancias quimicas que
reduzem a injuria sofrida pela célula, durante seu congelamento ou
descongelamento (Carvalho e Otoni, 2010). Eles devem ser capazes de penetrar na
célula e ndo ser téxicos para a célula, sendo usadas somente as concentracfes
necessarias para a sua eficacia (Benson, 2008).

O efeito protetor foi primeiramente descrito para o glicerol, e mais tarde, para
o DMSO. No entanto, muitos crioprotetores causam toxidez ou estresse osmatico
nas células (Carvalho e Otoni, 2010).

Estudos revelaram que diversos acucares poderiam ser utilizados como
crioprotetores, como a sacarose e a trealose, devido a capacidade de manter a
estabilidade das membranas bioldgicas tanto no processo de desidratacdo quanto
no congelamento, e ainda por ndo apresentarem toxicidade para as células vegetais
mesmo quando se acumulam em grande quantidade no citoplasma (Santos, 2000;
Carvalho e Otoni, 2010).

A presenca de grande quantidade de agUcares sollveis dentro de uma célula
pode prevenir os efeitos danosos da dessecacédo, formando ligacdes de hidrogénio
e, assim, substituindo a agua na manutencdo das estruturas hidrofilicas em sua
orientacao quando hidratada (Crowe et al.,1988; Koster, 1991).

A escolha do crioprotetor depende do tipo de célula a ser preservada. Para
explantes pequenos ou células isoladas, o glicerol € melhor por conferir protecéao

adequada e ser menos téxico. Entretanto, no caso de explantes maiores ou
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estruturas mais complexas, o DMSO é o mais indicado porque tem maior poder de
penetracdo, sendo geralmente mais eficiente (Santos e Saloméo, 2010).

O (glicerol penetra na célula, reduzindo a quantidade de gelo formado em
qualquer temperatura, ou seja, reduzindo a concentracdo de sal extracelular e agua
perdida devido a osmose, com o beneficio adicional de reduzir a temperatura a que
ocorre, na verdade o congelamento (Benson, 2008).

Os crioprotetores mais utilizados na criopreservacdo de plantas sao glicerol,
sacarose, dimetilsulféxido (DMSO), metanol e os glicois de menor peso molecular.
(Benson, 2008; Santos e Saloméao, 2010).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Area de estudo

A pesquisa foi realizada no laboratério de Sementes e Plantas Ornamentais
do Campus Universitario de Caceres — MT da Universidade do Estado de Mato
Grosso — UNEMAT. As sementes foram obtidas do campo experimental localizado
na area adjacente ao campus, localizado a 16°11"42” de latitude Sul e 57°40"51” de
longitude Oeste, temperatura média anual de 26,24°C, precipitacao total anual de
1.333 mm e altitude de 118m (Neves et al., 2011).

3.2. Detalhamento do experimento em campo

O experimento foi conduzido em delineamento em blocos ao acaso, com
quatro repeticdes, quatro plantas por parcela, espacadas 2,00 x 3,00 m, no sistema
de espaldeira, com dois fios de arame situados a 1,50 e 2,00 m do nivel do solo.

A adubacéo inicial foi realizada conforme recomendacao técnica para a regido
e de acordo com analise de solos, utilizando-se 88 g de ureia/cova e 17 g de
KCl/cova. J4& a adubacdo poés-plantio foi realizada com 25 g de ureia/cova, 20 g de
KCl/cova, uma vez por més, sendo que ap0s o sexto més realizou-se adubacao
Unica com 60 g de super fosfato simples/cova. Outras medidas basicas de manejo
incluiram o controle de plantas espontaneas e de pragas. A irrigacdo foi feita quando
necessario por gotejadores previamente instalados.

A area experimental foi composta de doze espécies de maracujas, sendo 2
espécies comerciais de Passiflora (P. alata e P. edulis) e 10 silvestres do BAG
(Banco Ativo de Germoplasma) da UNEMAT. Sobre a origem das espécies, 0S
mesmos foram cedidos pela Universidade Federal de Vicosa (UFV) e Universidade
Estadual do Norte Fluminense (UENF), numa parceria feita com a Universidade do
Estado de Mato Grosso (UNEMAT).

Quanto a classificacdo das espécies do BAG, sete pertencem ao subgénero
Passiflora, sendo as seguintes: P. quadrangulares, P. nitida, P. alata, P. cincinnata,
P. mucronata, P. tenuifila e P. edulis (UNEMAT/UFV/UENF 50). As demais
pertencem ao subgénero Decaloba: P. foetida, P. eichleriana, P. micropelata, P.
suberosa e P. morifolia. Neste estudo, foram avaliadas seis espécies, conforme é

mostrado na Figura 1.
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80,32 mm 6,77 mm 25,89 mm 5,99 mm 44,20 mm 4,51 mm
P. nitida P. foetida P. mucronata

| I 1 ] | I 0 ] | 11 ]
17,25 mm 3,33 mm 9,20 mm 3,48 mm 72,56 mm 6,90 mm
P. micropetala P. suberosa P. edulis

Figura 1. Frutos e sementes de seis espécies de maracujas coletados no Banco Ativo de
Germoplasma (BAG). Universidade do Estado de Mato Grosso, Céaceres, 2014.

3.3. Armazenamento e quebra de dorméncia das sementes

Os frutos foram colhidos maduros e destinados ao Laboratorio de Sementes e
Plantas Ornamentais, onde foram seccionados transversalmente, e a polpa
contendo as sementes retiradas. O método para remocao do arilo foi manual com
friccdo das sementes sobre peneira de malha inferior ao seu tamanho, com auxilio
de cal e agua corrente até a limpeza total da mucilagem. Apos isso, foram
distribuidas em bandejas por dois dias em temperatura ambiente de laboratério (27,7
°C = 1,9) para secagem, sendo depois armazenadas em recipientes de vidros
mantidos em geladeira com temperatura aproximada de 7 °C.

Algumas espécies foram submetidas a tratamentos para quebra de
dorméncia, na qual o método escolhido baseou-se nos resultados de Marostega
(2014), sendo as seguintes:

a) Passiflora nitida: acido giberélico (GAs) na concentracdo de 2000 mg/L,
durante seis horas, com auséncia de luz.

b) Passiflora mucronata: nitrato de potassio (KNOs) na concentracdo de 1%,
durante vinte e quatro horas.

c) Passiflora micropetala: escarificacdo mecanica na regido distal em relagéo ao

eixo embrionario da semente, friccionando-as por 3 segundos na lixa n° 120.
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Em todos os tratamentos quimicos, as sementes foram distribuidas em caixas
de acrilico (“Gerbox”) contendo papel mata-borrdo previamente umedecidos com a
solucdo, na proporcdo de duas vezes e meios 0 peso do papel, mantidas em

temperatura de 25° C.

3.4. Primeira fase: adequacéao do teor de umidade

3.4.1. Determinac&o do Teor de Agua Inicial

Foi realizado através do método de estufa a 105°C (x 3°C), conforme as
recomendacdes das Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 2009), utilizando-
se duas subamostras de 50 sementes mantidas por 24 horas em estufa de

circulagdo forgada.

A férmula utilizada foi:

Umidade (%) = % x 100

Pi = peso inicial (g)
Pf = peso final (g)

T = peso da tara do recipiente (g)

3.4.2. Adequacdo do Teor de Agua Final

Para obtencdo de amostras com diferentes teores de agua, as sementes
foram submetidas ao processo de hidratagdo ou secagem. Foi utilizado o
delineamento inteiramente casualizado, com quatro tratamentos (6%, 8%, 10% e
12% b.u) e quatro repeticbes de 50 sementes cada. A perda ou ganho de agua pelas

sementes foram definidas por meio da seguinte formula (Cromarty et al.;1985):

(100 — TAi)

Mf= Mix-—0 2
t* 100 — Tad)

Mf = peso final de sementes (g)

Mi = peso inicial de sementes (Q)
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TAi = teor de agua inicial (%)

TAd = teor de agua desejado (%)

Através dos resultados referentes a essa formula, foi definido o peso para
qual cada amostra de sementes deveria ser ajustado, a fim de se alcangar os teores
de agua desejados (6, 8, 10 ou 12%). Assim, as amostras foram submetidas ao
processo de secagem ou umedecimento, utilizando-se os seguintes procedimentos:

- Secagem de sementes: as sementes amostradas foram colocadas em um
dessecador contendo silica gel, e pesadas a cada duas horas, até atingirem o0s
pesos referentes aos teores de agua estabelecidos.

- Umedecimento de sementes: as sementes amostradas foram colocadas em
camara Umida, contendo agua e mantidas na temperatura de 25 °C, sendo pesadas
a cada hora, até atingirem os pesos referentes aos teores de agua estabelecidos.

3.5. Variaveis analisadas
3.5.1. Teste Padrao de Germinacao (TPG)

Foram utilizadas quatro repeticdes de 50 sementes, distribuidas em caixas de
acrilico (“Gerbox”) sobre uma folha de papel mata-borrdo e umedecidas com agua
destilada, na proporcédo de duas vezes e meia o0 peso do papel. As caixas foram
colocadas em sacos de polietileno transparentes e acondicionadas em incubadora

refrigerada (tipo B.O.D.), mantidos a temperatura constante de 25 °C, com

fotoperiodo de 12 horas, por um periodo de 30 dias.

3.5.2. indice de Velocidade de Germinacéo (IVG)

A partir do teste padréo de germinacao, foi realizado diariamente, durante os
30 dias a contagem do numero de sementes germinadas, sendo para tanto
consideradas, apenas aquelas que rompessem o0 tegumento emitindo radicula com
pelo menos 2 mm de comprimento (Hadas, 1976). Com esses dados, foi calculado
o indice de velocidade de germinag&o conforme Maguire (1962):

G; G G,
IVG = +— 4+ —2 4 o —2
D, D, D,
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G,, G,, G, = numero de sementes germinadas na primeira, ha segunda e na ultima
contagem.

D,, D,, D,, = numero de dias da semeadura da primeira a ultima contagem.

3.5.3. Porcentagem de germinacao das sementes
Foi obtida através do numero total de sementes germinadas ao final dos 30
dias de avaliacéo do teste padrdo de germinacao, calculada para cada repeticdo dos

tratamentos, sendo expressa em porcentagem (%), através da formula:

_ (Ni x100)

0,
G Ns

Ni = nimero de sementes germinadas.

Ns = nimero de sementes semeadas.

3.5.4. Teste de Emergéncia de Plantulas

Em cada tratamento, foram utilizadas quatro repeticbes de 50 sementes,
distribuidas em caixas de acrilico (“Gerbox”) contendo o substrato comercial
“Vermiculita” na quantidade de 0,040 gramas, e umedecidas com agua destilada,
conforme recomendacao das Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 2009). As
caixas foram distribuidas e mantidas em laboratorio sob temperatura ambiente (27,7

°C + 1,9) e foram avaliadas diariamente, por um periodo de 30 dias.

3.5.5. indice de Velocidade de Emergéncia (IVE)

A avaliacdo do teste de emergéncia de plantulas foi realizada considerando
diariamente, o numero de plantulas emergidas. Com esses dados, foi calculado o
indice de velocidade de emergéncia conforme Maguire (1962):

E, E E
IVE=+_—14+ 2442
D, D, D,

E;, E,, E, = numero de plantulas emergidas na primeira, na segunda e na ultima
contagem.
D,, D,, D, = numero de dias da semeadura da primeira a ultima contagem.
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3.5.6. Porcentagem de Emergéncia de Plantulas
Foi obtida através do numero total de plantulas emergidas ao final dos 30 dias
de avaliacdo do teste de emergéncia, calculada para cada repeticdo dos

tratamentos, sendo expressa em porcentagem (%), através da férmula:

_ (Ni x 100)

0,
G Ns

Ni = nimero de plantulas que emergiram.

Ns = nimero de sementes semeadas.

3.5.7. Massa de matéria seca

Ao término das avaliacbes, as plantulas normais obtidas do teste de
emergéncia foram pesadas para determinacdo da massa fresca. Em seguida, foram
acondicionadas em sacos de papel e levadas para a estufa de circulacdo de ar a 70
°C por 72 horas, sendo pesadas para determinar a massa de matéria seca das

plantulas. Os resultados foram expressos em g/plantula.

3.5.8. Comprimento da parte aérea da plantula

Para esta avaliacdo, foram utilizadas as plantulas provenientes do teste de
emergéncia, ao final dos 30 dias de avaliacdo, sendo o comprimento da parte aérea
das mesmas medidas com uma régua milimetrada. O comprimento médio da parte
aérea das plantulas de cada repeticao foi obtido dividindo-se a soma das medidas
tomadas das subamostras pelo numero de plantulas normais mensuradas. O

resultado foi expresso em cm de parte aérea/plantula.

3.5.9. Comprimento da radicula da plantula

Plantulas normais provenientes do teste de emergéncia foram utilizadas para
determinacdo do comprimento da radicula, medindo-as com uma régua milimetrada.
O comprimento médio da radicula das plantulas de cada repeticdo foi obtido
dividindo-se a soma das medidas tomadas das subamostras pelo numero de

plantulas normais mensuradas. O resultado foi expresso em cm de radicula/plantula.
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3.6. Andlise dos dados: primeira fase

Os dados referentes ao TPG e Vigor foram submetidos ao teste de
normalidade de Shapiro-Wilk utilizando-se o programa estatistico R versdo 2.15.2 (R
Core Team, 2012).

Posteriormente, os dados foram submetidos a analise de regressao
polinomial, através do programa computacional Sistema para Analise de Variancia -
SISVAR (FERREIRA, 2000). Através das equacOes polinomiais obtidas, foi

determinado o ponto de maximo de cada equacao.

3.7. Segunda fase: criopreservagdo em NL
3.7.1. Consideracdes para a criopreservacao das sementes

ApOs os processos descritos, os resultados referentes a andlise estatistica
foram utilizados para definicho do teor de agua das sementes a serem
criopreservadas em cada espécie.

As melhores respostas obtidas no experimento com diferentes teores de
umidade nas sementes de Passiflora, bem como o ponto de maximo das equacdes
obtidas nas regressdes polinomiais das variaveis significativas foram utilizados para
definicdo do teor de umidade (b.u. %) a ser utilizado na criopreservacdo das
sementes em nitrogénio liquido (NLy).

Portanto, conforme pode ser observado na Figura 2, as sementes das
espécies P. micropetala, P. suberosa e P. foetida, que ndo apresentaram resultados
significativos quanto aos diferentes teores de umidade, foram criopreservadas com o
seu teor de umidade inicial, com excecao de P. suberosa.

Para P. suberosa o teor de umidade foi ajustado para 9,5%, tendo em vista
gue o contetdo de umidade das sementes € um dos principais fatores que controlam
a criopreservacao (Hoekstra et al., 2001; Walters et al., 2004) e que para sementes
ortodoxas, recomenda-se conteudos de umidade abaixo de 10%; porém, o intervalo
de umidade favoravel para o congelamento difere entre as espécies (Silva et al.,
2011).

Para P. nitida foi utilizado os pontos de maximo das equacdes obtidas para as
variaveis significativas; e P. mucronata e P. edulis foi considerada a melhor resposta

observada nos tratamentos. Com isso, para as sementes de P. nitida ajustou-se o
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teor de umidade em 10,4%, enquanto que para as de P. mucronata e P. edulis foi

ajustado para 12% em todos os tratamentos (Figura 3).

12,0 12,0
12 11,42

10,4

9,62
10 9,12 95

8,38 8,38 8,56

6,22 6,22

®inicial

4 DOAjustado

Teor de umidade (b.u. %)

P. nitida P. foetida P. mucronata P. micropetala P. suberosa P. edulis

Acessos

Figura 2. Teores de umidade de sementes natural e ajustados para criopreservagado de seis
espécies de Passiflora. Caceres - MT, UNEMAT, 2014.

3.7.2. Crioprotetores

Foram utilizados como crioprotetores as solu¢cdes 7% Dimetilsulféxido
(DMSO) e 0,3 M de Sacarose, com imersdo das sementes durante trés horas em
temperatura ambiente de laboratério (27,7 °C = 1,9). As sementes foram
posteriormente distribuidas em bandejas mantidas em laboratério durante um dia

para secagem e adequacao ao teor de umidade desejado.

3.7.3. Imersdo em Nitrogénio Liquido (NLy)

As amostras foram depositadas em embalagens de aluminio, sendo
posteriormente armazenadas em um tanque de nitrogénio liquido (-196 °C) por um
periodo de 120 horas. Nesse ensaio, foram utilizados quatro tratamentos com cinco
repeticbes de 50 sementes, no qual:

e T, - sementes criopreservadas com adicdo de DMSO na concentracao de 7%;

e T, - sementes criopreservadas com adicdo de sacarose na concentragao de
0,3 M;

e T3 - sementes criopreservadas com auséncia de crioproterores;

e T, — controle: sementes que nao foram criopreservadas e, portanto, também

nao continham os crioprotetores.
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As amostras das sementes que nao foram criopreservadas (T4 — controle) de
P. nitida e P. mucronata, apos adequacéo do teor de umidade, foram submetidas ao
tratamento para quebra de dorméncia descrita anteriormente, sendo posteriormente
distribuidas em caixas “gerbox” destinadas ao Teste Padrdo de Germinagao e Teste
de Emergéncia de Plantulas. Nas amostras de sementes que foram criopreservadas,
o tratamento para quebra de dorméncia foi realizado ap6s o descongelamento.

3.7.4. Descongelamento

O método de descongelamento usado foi o banho-maria, a uma temperatura
de 37 °C durante 20 minutos. Para tanto, as amostras de sementes contidas nas
embalagens de aluminio foram retiradas do NL, e depositadas em sacos de
polietileno, com o objetivo de evitar qualquer contato direto das sementes com a
agua.

Depois, as mesmas foram utilizadas para os Testes Padrdo de Germinacéo e
emergéncia de plantulas, ja descritos anteriormente, analisando-se as mesmas
variaveis:

e Indice de Velocidade de Germinac&o (IVG): metodologia conforme Maguire

(1962);

e Porcentagem de germinacdo das sementes: resultados expressos em
porcentagem (%);
e Indice de Velocidade de Emergéncia (IVE): metodologia conforme Maguire

(1962);

e Porcentagem de Emergéncia de Plantulas: expressa em porcentagem (%);

e Massa de matéria seca: os resultados foram expressos em g/plantula;

e Comprimento da parte aérea da plantula: resultados expressos em cm de
parte aérea/plantula;

e Comprimento da radicula da plantula: O resultado foi expresso em cm de

radicula/plantula.

3.8. Andlise dos dados: segunda fase

Os dados referentes ao TPG e Vigor foram submetidos ao teste de
normalidade de Shapiro-Wilk utilizando-se o programa estatistico R versédo 2.15.2 (R
Core Team, 2012).
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Em seguida os dados foram submetidos a andlise de variancia através do
teste F, sendo que as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de
5% de probabilidade, utilizando o programa computacional Sistema para Analise de
Variancia - SISVAR (FERREIRA, 2000).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Efeito de diferentes teores de umidade.

Na Tabela 1 sdo apresentados os valores médios da umidade inicial de
sementes das espécies P. nitida, P. foetida, P. mucronata, P. micropetala, P.
suberosa e P. edulis, utilizadas para o experimento do efeito de diferentes teores de
umidade nas sementes. As médias variaram de 6,99% (P. micropetala) a 8,96% (P.
edulis) de umidade em base Umida. Os valores de umidade de todas as espécies
foram ajustados para os teores de 6, 8, 10 e 12%. Os resultados de cada espécie
seréo apresentados e discutidos abaixo.

Tabela 1. Grau de umidade das sementes de Passiflora spp., armazenadas a 7°C

Espécie Valores Médios Desvio Padrao
P. nitida 7,46 (£0,18)
P. foetida 8,53 (x0,31)
P. mucronata 8,83 (x0,24)
P. micropetala 6,99 (x0,74)
P. suberosa 7,24 (x0,28)
P. edulis 8,96 (x0,05)

Passiflora nitida

Através dos dados analisados, observou-se que o0s resultados foram
significativos (P<0,05) para as variaveis indice de Velocidade de Germinagéo (IVG)
e Porcentagem de germinacao (G%) com as melhores médias obtidas no tratamento
a 10% de umidade com valores de 0,288 e 11% (Tabela 2). Os demais tratamentos
igualaram-se estatisticamente, com IVG variando de 0,027 a 0,046 e porcentagem

de germinacao (G%) que variou de 1 a 2%.
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Tabela 2. Médias do indice de Velocidade de Germinagdo (IVG), Porcentagem de
Germinacéo (G%), indice de Velocidade de Emergéncia (IVE), Porcentagem de Emergéncia
(E%), Comprimento da Radicula (CR), Comprimento da Parte Aérea (CPA) e Massa de
Matéria Seca (MS) obtidas na avaliacdo do efeito de teores de umidade em seis espécies de
Passiflora

Espécie Umidade Variaveis
(%) VG G% IVE E% CR(cm) CPA(cm) MS(g)
6 0,029b 1,0b 0,493a 17,0a 4,4a 6,4a 0,076a
8 0,027b 1,0b 0,749a 25,0a 4,2a 5,5a 0,135a
P. nitida 10 0,288a 11,0a 0,374a 12,5a 4,6a 6.,4a 0,061a
12 0,046b 2,0b 0,272a 9,0a 4,7a 5,5a 0,066a
CV% 45,62 46,19 57,86 59,06 14,49 23,72 48,37
6 0,107a 11,0a 0,080a 5,0a 5,9a 6,4a 0,009a
8 0,155a 15,5a 0,025a 1,5a 3,7a 3,1a 0,003a
P. foetida 10 0,212a  20,5a  0,022a 1,5a 2,6a 3,6a 0,002a
12 0,157a 14,5a 0,107a 5,0a 5,2a 4,7a 0,006a
CV% 65,96 61,62 129,49 99,70 74,29 71,89 100,53
6 0,025b 1,0b 1,737a 43,5a 3,1a 5,1a 0,063a
8 0,011b 0,5b 2,303a 55,5a 2,9a 5,4a 0,074a
P. mucronata 10 0,030b 1,0b 2,132a 52,5a 2,9a 5,0a 0,073a
12 0,601a 18,0a 1,825a 44,0a 3,1a 5,1a 0,071a
CV% 73,98 58,26 16,14 15,77 8,73 4,05 19,18
6 0,635a 255a 0,197a 15,5a 2,1a 3,8a 0,010a
8 0,855a 30,5a 0,190a 15,5a 1,9a 3,4a 0,010a
P. micropetala 10 0,912a  30,0a 0,220a 15,5a 1,9a 3,5a 0,012a
12 0,710a 24,0a 0,257a 20,0a 2,1a 3,4a 0,012a
CV% 29,35 28,28 19,96 17,79 9,45 8,29 31,43
6 3,132a 66,5a 0,552a 12,0a 2,9a 4,4a 0,011a
8 2,635a 52,0a 0,615a 13,5a 3,2a 3,8a 0,013a
P. suberosa 10 2877a 645a 0,785a 16,0a 2,8a 4,3a 0,016a
12 2,302a 53,5a 0,360a 7,5a 3,1a 4,3a 0,008a
CV% 23,45 21,53 46,08 45,57 18,69 10,89 52,90
6 4,555ab  82,0a 0,930a 31,5a 4,1a 5,5a 0,147a
8 3,855b 75,0a 0,795a 33,5a 3,6a 4,4b 0,197a
P. edulis 10 3,145b 74,0a 0,892a 39,5a 3,9a 4,5b 0,187a
12 5,545a 89,0a 0,897a 34,0a 4,3a 5,4a 0,165a
CV% 18,11 13,46 45,63 39,61 10,07 8,28 38,01

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, em nivel de
5% de probabilidade.
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Na espécie P. nitida, os valores de IVG e porcentagem de emergéncia (G%)
mantiveram-se distantes dos outros tratamentos nos quais a porcentagem de
germinacdo ndo passou de 2%, demonstrando aleatoriedade, o que nao permite
inferir com clareza o efeito dos teores de 6 a 12% de umidade sobre suas sementes.
Contudo, outros estudos (Veiga-Barbosa et al., 2013) indicam que a dessecacéo das
sementes para teor de umidade de 3% (x0,37) causa efeitos negativos na
germinacao das sementes dessa espécie, com respostas inferiores ao do controle
(6,5% £0,60 b.u.).

Meletti et al. (2007) obtiveram resultados parcialmente divergentes ao
avaliarem a criopreservacdo de seis acessos de maracujazeiro, onde verificaram
gque em P. nitida a secagem das sementes com teores de umidade inicial de 30%
para 20% provocou danos as sementes, ndo aceitando a desidratacao prévia para a
criopreservagao.

Um dos fatores que influenciam na germinacdo de P. nitida sdo destacados
por alguns autores como Meletti et al. (2005) ao afirmarem que por pertencer a
regido amazobnica, provavelmente a temperatura é fator decisivo para a sua
germinacgédo. De fato, foi observado uma diferenca consideravel entre o numero de
sementes germinadas em B.O.D. sob temperatura constante de 25 °C e a
emergéncia das sementes com 0 mesmo tratamento mantidas em temperatura
ambiente de laboratério (27,7 °C £ 1,9), sendo que nesta ultima as médias foram
mais elevadas, alcancando 25% para sementes com 8% de teor de umidade.

Em um estudo realizado por Carvalho et al. (1998) sobre caracteristicas
fisicas e de germinagéo de sementes de espécies frutiferas nativas da Amazonia, foi
obtido 91,3% do total de germinacao para P. nitida. Os mesmos autores também
observaram que a espécie apresenta processo germinativo bastante lento e com
acentuada desuniformidade, o que sugere a existéncia de mecanismo de dorméncia
controlando a germinacgéao.

Mello (1999) ao avaliar a influéncia do tempo, local de armazenamento e o
tipo de embalagem durante treze meses em P. nitida concluiu que sementes recém-
colhidas, apresentavam baixa germinacdo (menos de 1%), enquanto que a maior
meédia foi obtida naquelas armazenadas ha nove meses (60%).

A condicdo de desuniformidade e processo germinativo lento também foram

confirmados nesse estudo, o que dificulta a sua utilizagdo comercial e produgao de

36



mudas. Por isso novos trabalhos visando acelerar o processo germinativo e
identificar os mecanismos de dorméncia envolvidos na germinacdo para essa
espécie sao de grande importancia.

Quanto ao Indice de Velocidade de Emergéncia (IVE) e porcentagem de
emergéncia (E%), os resultados indicaram médias iguais estatisticamente para
ambas as variaveis, tendo apresentado variagbes de 0,272 a 0,749 para IVG e de
9,0 a 25,0% para E%.

O mesmo ocorreu no Comprimento de Radicula (CR), Comprimento da Parte
Aérea (CPA) e Massa de Matéria Seca (MS), nas quais para CR as médias obtidas
variaram de 4,2 a 4,7 cm; para CPA as médias variaram de 5,5 a 6,4 cm; e em MS
as médias variaram de 0,061 a 0,135 g.

As variaveis IVG e porcentagem de germinacédo (%) de P. nitida ajustaram-se
a uma equacdo clbica (y**= 9,2753 - 3,4622x + 0,416x* - 0,016x° e y**= 351 -
131,08x + 15,75x* - 0,6042x°, respectivamente), na qual o ponto de maximo (PM)
obtido foi de 10,4% de teor de umidade. O valor de R? correspondeu ao valor de
100% (Figura 3).

Observa-se na Figura 3 que o IVG e a porcentagem de germinagédo (G%)
mantiveram-se baixos nos teores de 6 e 8%, havendo o aumento significativo das
médias no teor de 10% de umidade das sementes, que reduziram novamente ao

passar para o teor de 12% de umidade.

y** = 9,2753- 3,4622x + 0,416x2 - 0,016x y** = 351 - 131,08x + 15,752 - 0,6042x3
0,32 1 R? = 100% 11 R2 = 100%
0,25 - o 9
s
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Figura 3. Efeitos de teores de umidade em sementes de Passiflora nitida para as variaveis:
(A) - Indice de Velocidade de Germinacéo (IVG) e (B) - Porcentagem de germinacéo (G%).
Caceres - MT, UNEMAT, 2014. **Significativo a 1% de probabilidade.

Embora os resultados se demonstrem complexos e pouco lineares, pode-se

inferir que o tratamento com teor de 10% de umidade foi superior aos demais, sendo
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por isso, recomendado esse teor de umidade para a criopreservacao de sementes
de P. nitida.

Passiflora foetida

Os resultados revelaram médias semelhantes (P>0,05) para todas as
variaveis analisadas. Através das médias obtidas observa-se que o IVG variou de
0,107 a 0,212 enquanto as médias da porcentagem de germinacdo (G%) variaram
de 11,0 a 20,5% (Tabela 2).

Com relacdo ao IVE e porcentagem de emergéncia (E%) as médias variaram
de 0,022 a 0,107 para IVE e de 1,5 a 5,0% para porcentagem de germinagao.
Observou-se reducdo na porcentagem de sementes germinadas em substrato
vermiculita ao comparar os resultados com a porcentagem de sementes germinadas
em substrato papel mata-borrdo acondicionadas em B.O.D. com temperatura de 25
°C. Provavelmente, essas diferencas indiguem que a temperatura e outros fatores
como substrato podem influenciar a germinacgéo de P. foetida.

Com relacédo a variavel CR, as médias variaram de 2,6 a 5,9 cm. Ja para a
variavel CPA as médias variaram de 3,1 a 6,4 cm. Os resultados para MS variaram
de 0,002 a 0,009 g. Esses resultados indicam que para as espécies P. foetida, o teor
de umidade das sementes no intervalo de 6 a 12% n&o influencia diretamente o seu
potencial germinativo bem como o desenvolvimento das plantulas, tolerando os
ajustes de umidade sem danos observaveis.

Resultados semelhantes foram obtidos em estudo sobre dessecacdo e
criopreservacdo de sementes de mamé&o no qual verificou-se que durante o
processo de secagem até a estabilizacdo do grau de umidade em 4,5% e 5,3%, ndo
foi observada perda significativa de viabilidade das sementes, 0 que sugere a
possibilidade de conserva-las a longo prazo, em funcdo da sua tolerancia a
dessecacao (Althoff e Carmona, 1999).

Resultados complementares para P. foetida foram relatados por Veiga-
Barbosa et al. (2013), no qual sementes com teor de umidade inicial em torno de
7,2% (b.u.) , quando dessecadas para valores proximos a 2,6% de umidade, tiveram
reducdo na porcentagem de germinacdo quando comparadas ao controle.

Os resultados de P. foetida indicam que variacdes nos teores de umidade no

intervalo de 6 a 12% néo afetal o potencial fisiol6gico das sementes dessa espécie.
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Passiflora mucronata

Para P. mucronata, os resultados foram significativos (P<0,05) para as
variaveis IVG e porcentagem de germinacao (G%). Para IVG as médias obtidas
indicaram o teor de umidade de 12% (0,601) como o superior aos demais que se
igualaram estatisticamente. Para porcentagem de germinacao (G%) a melhor média
também corresponde ao tratamento de 12% de umidade, correspondendo a 18% de
sementes germinadas, enquanto o0s demais tratamentos igualaram-se
estatisticamente (Tabela 2).

Para P. mucronata, os resultados observados nesse estudo foram parecidos
com os de Meletti, et al. (2011), no qual as sementes sem tratamento obtiveram um
indice de 0 a 15% de germinacao, independente do tempo de armazenamento.
Ainda nesse estudo, foram obtidos resultados superiores para sementes submetidas
ao choque térmico (40 °C por 15 minutos) e armazenadas por seis meses, com uma
meédia de 72,8%, indicando a importancia da combinacao desses dois fatores para a
espécie. Resultados divergentes foram por encontrados Chamma et al. (2014) em
um estudo sobre superacdo de dorméncia em P. mucronata, em que demonstraram
gue sementes com teor de umidade em torno de 15% (b.u.) sem nenhum tratamento
promoveu um percentual de germinacgéo de 60% e IVG igual a 0,729.

Para IVE e porcentagem de emergéncia (E%) os resultados ndo foram
significativos (P>0,05). No entanto, houve aumento consideravel na germinacdo de
sementes em comparagcdo ao IVG e porcentagem de germinacdo, obtendo-se
médias para o IVE que foram de 1,737 a 2,303 e porcentagem de emergéncia de
plantulas de 43,5 a 55,5%.

Para CR, CPA e MS os resultados revelam que as variacbes no teor de
umidade das sementes (6 a 12% de umidade) n&o influenciaram o desenvolvimento
das plantullas. As médias do CR variaram de 2,9 a 3,1 cm; as do CPA foram de 5,0
a 5,4 cm; e as da MS variaram de 0,063 a 0,074qg.

Os resultados sobre P. mucronata permitem inferir que os teores de 6 a 10%
de umidade causaram danos na germinacdo apenas no Teste Padrdo de
Germinacdo. Nessa situacdo, observou-se reducdo significativa da viabilidade de

suas sementes nos tratamentos. Pammenter e Berjak (2000) relatam que a remogé&o
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de agua na semente pode acarretar injurias fisicas nos tecidos desordenando o
metabolismo e consequentemente afetando a capacidade de germinagao.

Resultados relatados por Veiga-Barbosa et al. (2013), convergem em partes
com o presente estudo, e sugerem que a dessecacdo em sementes de P.
mucronata, com diminuicdo do teor de umidade inicial (em torno de 7% b.u.) para
valores proximos de 3% de umidade, afeta negativamente sua germinacao.

Para P. mucronata as variaveis IVG e porcentagem de germinacdo (%)
ajustaram-se em uma resposta quadratica (y**= 2,154040 - 0,569441x + 0,036486x°
e y**= 65,075000 - 17,112500x + 1,093750x?, respectivamente), na qual o valor de
R? correspondeu ao valor de 94,65% par IVG e 94,57% para porcentagem de
germinacdo. A variacdo entre os teores de 6 a 10% de umidade observada foi
minima, sem diferencas estatisticas, e observou-se que a diferenca aumentou

significativamente quando o teor passou a 12% de umidade (Figura 4).
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Figura 4. Efeitos de teores de umidade em sementes de Passiflora mucronata para as
variaveis: (A) - Indice de Velocidade de Germinagdo (IVG) e (B) - Porcentagem de
germinacgéo (G%). Céaceres - MT, UNEMAT, 2014. **Significativo a 1% de probabilidade.

Passiflora micropetala

Os resultados foram semelhantes (P>0,05) para todas as variaveis
analisadas. Para IVG e porcentagem de germinacdo (G%) as médias obtidas
variaram de 0,635 a 0,912 e de 24,0 a 30,5%, respectivamente (Tabela 2).

Quanto ao IVE e porcentagem de emergéncia (E%) todas as médias obtidas
foram menores do que as do IVG e porcentagem de germinacgao, variando de 0,190
a 0,257 para IVE e de 15,5 a 20,0% para porcentagem de plantulas emergidas.

Os resultados quanto ao CR demonstraram variagdo nas médias das

plantulas de 1,9 a 2,1 cm, enquanto no CPA as médias variaram de 3,4 a 3,8 cm. As
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médias obtidas para MS variaram de 0,010 a 0,012 g nos tratamentos. A massa de
matéria seca, bem como o comprimento de radicula e comprimento da parte aérea é
uma medida de grandeza fisica usada para mensurar o crescimento de plantulas, ou
seja, seu desempenho durante a avaliacado experimental (Vanzolini et al., 2007).

Os resultados indicam que para a espécie P. micropetala, o teor de umidade
das sementes no intervalo de 6 a 12% néao influencia diretamente o seu potencial
germinativo ou mesmo o desenvolvimento das plantulas. Com isso, sugere-se que
sementes de P. micropetala com teores de umidade iniciais nesse intervalo (6 a
12%) podem ser criopreservadas sem necessidade de adequacdo do teor de
umidade.

J4 em um estudo sobre criopreservacao de espécies de Passiflora Veiga-
Barbosa et al. (2013) relataram que sementes de P. micropetala com teor de
umidade inicial em torno de 6,1% (b.u.) , quando dessecadas para valores préximos
a 1,9% de umidade, tiveram reducdo na porcentagem de germinagcdo quando

comparadas ao controle.

Passiflora suberosa

Os resultados foram iguais estatisticamente em todos os tratamentos (P>0,05)
para as variaveis analisadas. Para IVG e porcentagem de germinacao (G%) as
meédias obtidas variaram de 2,302 a 3,132 e de 52,0 a 66,5%, respectivamente
(Tabela 2).

Quanto ao IVE e porcentagem de emergéncia (E%) todas as médias obtidas
foram menores do que as do IVG e porcentagem de germinacéo, variando de 0,360
a 0,785 para IVE e de 7,5 a 16,0% para porcentagem de plantulas emergidas.

Os resultados quanto ao CR demonstraram variacdo nas médias das
plantulas de 2,8 a 3,2 cm, enquanto no CPA as médias variaram de 3,8 a 4,4 cm. As
meédias obtidas para MS variaram de 0,008 a 0,016 g nos tratamentos.

Esses resultados sugerem que para a espéecie P. suberosa, o teor de umidade
das sementes no intervalo de 6 a 12% néo influencia diretamente o seu potencial
fisiologico, tolerando os ajustes para esses teores de umidade sem danos aparentes

nas sementes.

Passiflora edulis

41



Os resultados foram significativos (P<0,05) para as variaveis IVG, no qual os
melhores tratamentos foram para o grupo de sementes com teor de 4gua a 12%
(5,545) e de 6% (4,555) de umidade, e para a variavel CPA, no qual os melhores
tratamentos também corresponderam aos teores de 6 e 12% de umidade com
médias de 5,5 e 5,4 cm, respectivamente (Tabela 2).

P. edulis apresentou comportamento ndo comum, ao apresentar a melhores
médias nos teores de 6 e 12% de umidade, revelando certa aleatoriedade nos
resultados, o que dificulta a compreensdo dos efeitos dos diferentes teores de
umidade na germinagédo das sementes e vigor das plantulas. Martins et al. (2005)
também observou uma variacdo aleatoria nos dados de germinacdo de P. edulis,
distribuida durante o armazenamento e sem causa evidente, o que dificultou a
identificacdo da associacdo (teor de agua e temperatura) mais favoravel a
conservacgao das sementes.

Resultados semelhantes ao presente estudo foram obtidos por Fonseca e
Silva (2005) ao avaliar através de variacbes no teor de agua das sementes e na
temperatura do ambiente de armazenamento, o comportamento fisiolégico de
sementes de P. edulis, onde verificou que ndo houve diferencas significativas entre
os diferentes teores de umidade (7, 11, 17, 21, 27 e 31% b.u.) para sementes
recém-colhidas. Quando armazenados e mantidos em diferentes temperaturas, a
combinac¢éo do grau de umidade de 7% das sementes com a temperatura de 10 °C
foi a mais eficiente no favorecimento a manutencdo do potencial fisiolégico das
sementes.

Num ensaio sobre criopreservacdo de sementes de P. edulis, Ospina et al.
(2000) verificou que em sementes com 14,4 de teor de umidade a viabilidade obtida
alcancou a média de 94,3%, enquanto sementes com 2,6% de umidade secadas em
silica gel, tiveram sua viabilidade reduzida a 57%. Por isso, esses autores afirmaram
que a sensibilidade a dessecacdo observada nas sementes confirmam o seu
comportamento como intermediaria, como sugerido por Hong et al. (1996).

O estudo de Veiga-Barbosa et al. (2013) também divergem dos resultados
obtidos nesse ensaio para P. edulis. Nele foi verificado que a dessecacao afeta
negativamente a germinacao tanto de P. edulis quanto P. edulis f. flavicarpa. Em
sementes de P. edulis a maior germinacao ocorreu em sementes com teor de agua

entre 6,6 a 7,7% do que no conteudo de agua 2 a 3%, enquanto que P. edulis f.
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flavicarpa obteve melhores respostas em sementes com teor de agua entre 6,8 a 7,1
do que nas sementes dessecadas com teor de umidade de 2,2 a 2,6%.

Analisando-se esses estudos supracitados sobre efeitos do teor de umidade
nas sementes de P. edulis, € possivel inferir que sua viabilidade é reduzida apenas
quando o teor de agua das sementes passa a ser muito reduzido (em torno de 2 a
3%).

Outros estudos que corroboram com essa hipotese foram realizados por
Catunda et al. (2003) no qual evidenciaram que sementes de maracuja amarelo
acondicionadas em embalagem permeavel em camara fria, ndo tiveram seu
comportamento germinativo prejudicado, embora as sementes terem atingido
valores de teor de agua entre 4 e 6%.

Carlesso et al. (2008) verificaram através dos testes de vigor e germinagao
que sementes de P. edulis podem ser embaladas em recipientes de vidro ou
polietileno, por periodos de 90 e 180 dias, sem afetar a sua qualidade fisiol6gica e o
vigor das plantulas, mantendo também o teores de agua estatisticamente iguais para
cada tratamento de secagem (8,7 a 10,8% b.u.).

Quanto as variaveis porcentagem de germinagédo (G%), IVE e porcentagem
de emergéncia (E%), as médias foram semelhantes em todos os tratamentos
(P>0,05). Para porcentagem de germinacdo (G%) as médias variaram de 74,0 a
89,0%; para IVE houve variacao de 0,795 a 0,930, ja as médias de porcentagem de
emergéncia de plantulas variaram de 31,5 a 39,5%. Com base nos resultados é
possivel inferir que as variacées do teor de umidade nas sementes (6 a 12% b.u.)
ndo alterou o potencial fisiolégico para emergéncia, mantendo médias
estatisticamente iguais de 6 a 12%.

Para as variaveis CR e MS também nao foi observado efeitos significativos
(P>0,05), onde para CR as médias variaram de 3,6 a 4,3 cm, e para MS variaram de
0,147 a 0,197 g.

Os resultados de P. edulis para IVG e Comprimento da Parte Aérea (CPA)
resultaram em equacfes quadraticas (y**= 17,983000 - 3,374500x + 0,193750x° e
14,445625 - 2,254062x + 0,125469x°) e valores de R? diferentes para cada variavel,
sendo 84,52% para a IVG e 99,06% para CPA. Embora as maiores médias obtidas

correspondam aos tratamentos 6 e 12% de umidade nas sementes como pode ser
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observado na Figura 5, houve pouca variagcao entre esses e os demais tratamentos
(8 e 10%).
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Figura 5. Efeitos de teores de umidade em sementes de Passiflora edulis para as variaveis:
(A) - Indice de Velocidade de Germinagéo (IVG) e (B) — Comprimento da Parte Aérea (CPA).
Caceres - MT, UNEMAT, 2014. **Significativo a 1% de probabilidade.

Consideracdes sobre os diferentes teores de umidade

De modo geral, verificou-se que as espécies de Passiflora utilizadas nesse
estudo apresentaram diferentes respostas nos testes de germinacdo e vigor, que
estdo relacionadas aos diferentes teores de umidade em que foram ajustados (6, 8,
10 e 12% de umidade), sendo em alguns casos obtidos resultados que divergem da
literatura e/ou outros complexos que ndo permitem inferir com clareza os efeitos
desses teores de umidade nas sementes.

A maioria das espécies, ainda assim, suportaram 0s ajustes nos teores de 6 a
12% de umidade, sem danos observaveis nas sementes segundo 0s testes de
germinacdo e vigor realizados, mesmo para aquelas em que se realizou a
dessecacao para o teor de 6% de umidade.

Mendonca e Dias (2000) afirmam que a susceptibilidade a dessecacédo pode
variar entre espécies e ser parcialmente explicada por diferencas anatbmicas e
fisioloégicas, mas também é possivel encontrar variacbes entre diferentes lotes de
sementes de um mesmo cultivar, o que torna dificil o entendimento. No entanto,
algumas caracteristicas como a presenca de agucares sollveis, grande quantidade
de reservas complexas e um decréscimo na vacuolizagdo pode minimizar os danos

com a dessecacao.
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4.2. Criopreservacdo em Nitrogénio Liquido (NLy)

As amostras de sementes criopreservadas em NL, obtiveram respostas
diferentes quanto a tolerdncia as baixas temperaturas, evidenciando padrbes
diferentes para as espécies e os tratamentos com 0,3 M de sacarose, 7% de

Dimetilsulfoxido (DMSO) e sem crioprotetores, e serdo discutidas abaixo.

Passiflora nitida

Os resultados foram significativos para todas as variaveis, com excecao do
IVG e porcentagem de germinacéo. Nestas, houve uma variacao de 0,0 a 0,014 para
IVG e de 0,0 a 0,8% para porcentagem de germinacéo, indicando interferéncia de
possiveis fatores como a dorméncia no potencial germinativo da espécie, como ja
discutidos anteriormente (Tabela 3).

Quanto ao IVE os resultados foram significativos (P<0,05) no qual o melhor
tratamento foi o sem crioprotetores com média igual a 0,213 enquanto 0s outros
tratamentos se igualaram estatisticamente. Para a porcentagem de emergéncia
(E%), verificaram-se resultados significativos, no qual as maiores médias foram
obtidas para o tratamento sem crioprotetores (10,8%) e controle (5,6%) (Tabela 3).

A criopreservacdo sem quaisquer crioprotetores aumentou as médias das
variaveis IVE, E%, CR, CPA e MS de P. nitida, indicando que para esta espécie
possiveis condi¢cdes de dorméncia nas sementes tenham sido diminuidas com a
exposicao direta ao NL,.

Deste modo, pode-se inferir que a utlizacdo de crioprotetores é
desnecessaria para a sua criopreservacao. Resultados semelhantes foram obtidos
por outros autores, como Veiga-Barbosa et al. (2013) em que sementes nao
dessecadas, sem crioprotetores aumentaram significativamente (P<0,05) a
germinacgdo, sendo superior ao controle. O mesmo estudo indicou também que
sementes dessecadas de P. nitida (3,0% £0.37 b.u.) apresentaram menor
germinacao apos criopreservacdo quando comparadas ao controle.

Ao comparar a média de emergéncia das sementes sem crioprotetores com o
controle de P. nitida, verificou-se que houve o acréscimo em torno de 92,8% na
emergéncia, enquanto que para os tratamentos sacarose houve reducéo significativa

e por ultimo o DMSO que néo foi observado a germinacdo de nenhuma semente.
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Tabela 3. Médias do indice de Velocidade de Germinagdo (IVG), Porcentagem de
Germinacéo (G%), indice de Velocidade de Emergéncia (IVE), Porcentagem de Emergéncia
(E%), Comprimento da Radicula (CR), Comprimento da Parte Aérea (CPA) e Massa de
Matéria Seca (MS) obtidas na avalia¢cdo da criopreservacéo em Nitrogénio Liquido (NL;) em
seis espécies de Passiflora

Variaveis
Espécie Tratamento
VG G% IVE E% CR(cm) CPA(cm) MS(g)
DMSO 0,000a 0,0a 0,000b 0,0b 0,0b 0,0b 0,000b
SAC 0,000a 0,0a 0,027b 1,2b 0,5b 1,5b 0,005b
P. nitida S/ICRIO 0,014a 0,8a 0,213a  10,8a 3,3a 6,4a 0,055a
Controle 0,000a 0,0a 0,074b 5,6ab 2,0ab 4,1ab 0,030ab
CV% 273,86 273,86 85,90 81,31 78,23 85,37 90,09
DMSO 0,031ab 1,6ab 0,019a 1,6a 1,9a 2,4a 0,001a
SAC 0,005b 0,4b 0,010a 0,8a 1,4a 1,5a 0,001a
P. foetida S/CRIO 0,063ab  4,0ab 0,013a 1,2a 1,2a 1,58a 0,001a
Controle 0,098a 6,4a 0,022a 2,0a 1,8a 1,98a 0,001a
CV% 100,54 91,81 154,82 156,49 178,42 176,14 185,03
DMSO 0,174a 7,6a 0,212c 8,8c 5,4a 3,7c 0,014b
SAC 0,698a 22,4a 0,938b 36,4b 3,6b 5,9a 0,066a
& S/CRIO 1,250a 30,0a 0,389c 15,6¢ 4,2ab 5,3b 0,018b
mucronata
Controle 1,088a  29,6a 1,765a 57,2a 3,4b 6,4a 0,052a
CV% 84,60 69,75 29,79 26,15 20,62 6,22 35,28
DMSO 0,463b 26,0b 0,221a 16,8a 1,0a 2,3a 0,009a
SAC 0,321b  16,4b  0,109a 8,4a 1,7a 3,7a 0,005a
microZetala SICRIO 0,473b 28,0b 0,173a 13,2a 1,9a 3,5a 0,005a
Controle 0,980a  55,6a  0,095a 6,8a 1,2a 2,2a 0,003a
CV% 38,55 39,57 114,46 108,24 62,39 64,63 122,26
DMSO 2,56la 47,6a 1,395a  34,0a 2,6¢ 4,5a 0,029a
SAC 2,447a  47,2a 1,491a  33,6a 3,1lab 4,3ab 0,024a
P. suberosa S/ICRIO 3,393a 62,0a 1,127a 28,0a 3,5a 4,2ab 0,019a
Controle 2,556a 52,4a 1,892a  38,8a 2,9bc 3,8b 0,020a
CV% 23,95 22,92 29,06 31,00 7,93 7,25 35,18
DMSO 0,000c 0,0c 0,479bc  17,6C 4,1a 6,4a 0,094bc
SAC 1,173b 49,2b 0,384c 13,2c 3,9a 6,4a 0,048c
P. edulis S/CRIO 3,301a 77,6a 0,837b 29,2b 3,6a 5,5a 0,136ab
Controle 2,899a 69,6a 1,776a 41 2a 3,8a 5,7a 0,180a
CV% 18,34 20,74 26,28 24,24 11,18 13,67 30,97

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, em nivel de
5% de probabilidade. Legenda: DMSO - Dimetilsulféxido; SAC — Sacarose; S/ICRIO — Sem
crioprotetor.
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Goldfarb et al. (2008) observaram que o0s percentuais germinativos das
sementes de pinhdo manso (Jatropha curcas L.) criopreservadas a -196 °C foram
estatisticamente superiores aos das sementes armazenadas a temperatura
ambiente de 23 °C.

Os mesmos autores sugeriram a hipotese da ocorréncia de modificacdes
fisiologicas na estrutura interna da semente durante a exposicdo a temperaturas
ultrabaixas, originando quebra de dorméncia e resultando em aumento da
viabilidade dessas sementes. Rocha et al. (2009) também concluiram que a
conservagao criogénica, aumenta o percentual de germinacdo e o vigor das
sementes de algodao, em razdo dessa temperatura promover quebra de dorméncia
pela acao do frio.

Assim como no presente estudo, a perda de viabilidade ao utilizar uma
solucado crioprotetora tem sido relatada para algumas espécies. Molina et al. (2006)
ao avaliarem a criopreservacao de sementes de cebola, concluiram que o uso de
glicerol (50%) como crioprotetor foi prejudicial a qualidade fisioldégica das sementes,
causando modificacBes em sua composicdo quimica e diminuindo a porcentagem de
germinacgdo para 70%. Ja as sementes criopreservadas sem crioprotetor obtiveram
um indice de 93% de germinacdo, que se igualou estatisticamente ao controle
(92%).

Para as variaveis CR e CPA, as melhores médias corresponderam ao grupo
de sementes armazenadas em NL, sem crioprotetores, com médias de 3,3 e 6,4 cm
respectivamente, estando em consonancia com o0s resultados da variavel
porcentagem de emergéncia (E%). As sementes utilizadas como controle foram
estatisticamente iguais ao tratamento sem crioprotetores, bem como aos demais
tratamentos, apresentando uma média igual a 2,0 e 4,1 cm.

Na variavel MS, verificou-se novamente resultado superior para o tratamento
sem crioprotetor, com média correspondendo a 0,055 g. Também o tratamento
controle se manteve igual estatisticamente aos demais tratamentos, com média de
0,030g.

De modo geral, pode-se inferir que para P. nitida ndo houve uma grande
vantagem na utilizacdo de solucdes crioprotetoras, pois 0s resultados apontaram
médias iguais do tratamento sem crioprotetores em relacdo ao controle para a

maioria das variaveis analisadas. No entanto, como sua germinacdo foi baixa e
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lenta, novos estudos sobre os mecanismos de dorméncia que envolve essa espécie,
bem como outros voltados para 0 aumento da germinagdo sdo imprescindiveis para

0 sucesso no armazenamento de sementes em NL,.

Passiflora foetida

Conforme é apresentado na Tabela 3, em P. foetida, verificou-se que o0s
resultados foram significativos apenas para as variaveis IVG e porcentagem de
germinacao (G%). Para o IVG, observou-se que as melhores médias foram obtidas
no controle (0,098), no tratamento sem crioprotetor (0,063) e o DMSO (0,031).

Quanto a porcentagem de germinacdo (G%), os resultados foram
semelhantes ao do IVG, com efeitos significativos para os tratamentos, dos quais as
melhores médias foram obtidas no controle (6,4%), sem crioprotetores (4,0%) e
DMSO (1,6%).

Através desses resultados, verificou-se que a exposicao direta ao NLo,
causaram danos no potencial germinativo de P. foetida apenas no Teste Padréo de
Germinacédo, embora de modo geral, a germinacéo tenha sido baixa para todos os
tratamentos.

Estudos sobre quebra de dorméncia e germinacdo de sementes de P. foetida
divergem dos resultados obtidos nesse ensaio. Souza (2012) obteve um alto IVG
(31,58) e porcentagem de germinacao (65%) em temperatura de 25 °C, alcancando
valores ainda maiores (81,20 e 98%) quando tratadas com a solu¢cdo KNO3z a 20%.

Provavelmente, a dorméncia nas sementes de P. foetida tenha interferido no
processo germinativo, de modo que, a concentracdo de KNOj utilizada nesse estudo
tenha sido ineficiente para que as sementes pudessem expressar todo seu potencial
germinativo.

Observa-se que apdés criopreservadas, as sementes de P. foetida sem
crioprotetores ainda mantiveram 62,5% de sua germinac¢ao, quando comparadas ao
controle; e as tratadas com DMSO tiveram seu potencial reduzido a 25%. O pior
resultado ocorreu no grupo de sementes tratadas com sacarose, que mantiveram
apenas 6,25% de germinacdo apos exposicdo ao NL, em comparacdo com O
controle.

Em um estudo realizado por Veiga-Barbosa et al. (2013), observou-se que a

porcentagem de germinacdo ndo foi afetada pelo armazenamento em NL,, tanto
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para sementes de P. foetida dessecadas quanto para as ndo dessecadas, sendo
que para essa Ultima condi¢cdo, observou-se aumento na germinacdo, com média
estatisticamente superior ao do controle. Nesse mesmo estudo, foi verificado ainda
que, a diminuicdo de germinacdo em P. foetida ap0s dessecacgédo (2,6% +0,23 b.u.)
embora tenha sido melhorada ap6s imersdo em NL,, ndo alcangou estatisticamente
a média do controle.

Esses resultados, em parte, convergem com os obtidos no presente estudo,
indicando que as sementes da espécie P. foetida podem suportar a exposi¢cdo a
temperaturas de nitrogénio liguido mesmo sem crioprotetores e, portanto, serem
criopreservadas.

Através das andlises realizadas, pode-se inferir que sementes de P. foetida
suportaram o armazenamento em baixas temperaturas (-196 °C) com ligeira perda
do potencial fisiolégico apenas na germinacao em todos os tratamentos comparados
ao controle.

Por isso, sugere-se que sejam realizados novos estudos visando determinar o
tratamento mais adequado para criopreservacdo de sementes dessa espécie. Nesse
aspecto, a utilizacdo de diferentes concentracdes de solugdes crioprotetoras e/ou
mesmo outros crioprotetores que nao foram contemplados nesse ensaio podem ser

vantajosos.

Passiflora mucronata

P. mucronata, os resultados foram significativos para todas as variaveis, com
excecdo do IVG e porcentagem de germinacgao (G%). Para o IVE e porcentagem de
emergéncia as maiores médias foram obtidas com o controle (1,765 e 57,2%),
seguido do tratamento com sacarose (0,938 e 36,4%), enquanto 0S outros
tratamentos foram inferiores a estes e estatisticamente iguais (Tabela 3).

Em P. mucronata as maiores médias para CR foram obtidos nos tratamentos
DMSO (5,4 cm) e no sem crioprotetores (4,2 cm), este ultimo demonstrando-se igual
aos demais tratamentos. Para a variavel CPA e MS as melhores médias ocorreram
no tratamento controle (6,4 cm e 0,052 g) e sacarose (5,9 cm e 0,014 g) que se
igualaram estatisticamente. No entanto, no CPA o tratamento sem crioprotetor (5,3
cm) se manteve superior ao DMSO (3,7 cm), enquanto para variavel MS, os dois se

igualaram estatisticamente (0,018 e 0,014, respectivamente). Com excec¢ao da
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variavel CR, os piores resultados foram obtidos nos tratamentos com DMSO e sem
crioprotetores.

Através dos resultados obtidos é possivel inferir que a criopreservacédo causa
danos em sementes de P. mucronata, sendo necessaria a utilizagcdo de
crioprotetores, sendo que nesse aspecto, a sacarose se mostrou eficiente em
diminuir a injuria nas sementes quando comparada ao DMSO.

Como no presente estudo ndo foram realizados multiplas dosagens de
solucbes crioprotetoras, ndo foi possivel afirmar se a concentracdo de DMSO foi
toxica ou insuficiente para diminuicdo de injuria nas sementes. Da mesma forma,
com relacdo a sacarose, ndo ha argumentos suficientes para determinar se a
concentracdo de solucdo utilizada corresponde a melhor resposta de protecdo para
as sementes.

Contudo, autores demonstram a importancia da sacarose para
criopreservacdo na reducdo da injaria causada pela exposicdo as baixas
temperaturas. Acglcares, especialmente a sacarose podem manter o estado liquido
cristalino das bicamadas de membranas e estabilizar proteinas em condicbes de
congelamento (Crowe et al, 1984; Kendall et al, 1993)

A sacarose apresenta grande eficiéncia na estabilizacdo das membranas
celulares durante o congelamento, podendo agir como agente osmotico externo,
removendo o0 excesso de &gua intracelular através de gradiente osmotico ou
substituindo a agua removida das biomoléculas, mantendo as estruturas hidrofilicas
mesmo depois da remocao da agua, além de ser isenta de citotoxicidade mesmo
guando em altas concentracdes no citoplasma celular (Santos, 2000).

As avaliacbes realizadas por Veiga-Barbosa et al. (2013) apontaram
resultados diferentes para P. mucronata. Observou-se que sementes nao
dessecadas (7,2% £0,26 b.u.) e dessecadas (2,7% +0,07 b.u.) quando armazenadas
em NL, apresentaram médias estatisticamente superiores ao do controle, sendo o
melhor tratamento obtido para sementes sem dessecacao.

Nao foi descartada a possibilidade de que o fato das sementes de P.
mucronata terem sido armazenadas em NL, com 12% de teor de umidade pode ser
um fator prejudicial as sementes. Stanwood (1984), afirma que o teor de agua das
sementes, apds secagem para serem submetidas a preservacdo do potencial

fisiolégico em nitrogénio liquido, deve estar entre 4 e 7%.
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Em um estudo sobre criopreservagao de sementes de sementes de ipé-roxo
(Tabebuia impetiginosa (Mart. ex DC.) Standl.) realizado por Martins et al. (2009)
verificaram que sementes criopreservadas com graus de umidade de 12,5, 8,4 e
4,2% mantiveram seu desempenho fisioldgico no nitrogénio liquido. Por outro lado, o
teor de agua mais elevado (18,3%) causou declinio na germinagéo, indicando acao
prejudicial a conservagdo das sementes.

No presente estudo, embora os resultados do tratamento sem crioprotetores
nao tenha superado estatisticamente o controle, nota-se que a sacarose ainda
manteve apoOs a criopreservacao, cerca de 63,6% de suas sementes viaveis em
comparacao com o controle.

Por isso, em P. mucronata observou-se resultados favoraveis a
criopreservacdo com o uso da sacarose, com medias que mais se aproximaram do
controle, sendo que para algumas varidveis foram estatisticamente iguais ao do
controle. Portanto, sugere-se 0 uso da sacarose para diminuicdo da injuria em
sementes de P. mucronata causada por temperaturas ultrabaixas, ainda sendo

necessaria correlacionar a concentracdo mais adequada para esse processo.

Passiflora micropetala

Em P. micropetala os resultados foram significativos (P<0,05) para as
variaveis IVG e porcentagem de germinacacdo (G%). Nestas, a melhor média foi
observada no controle (0,980 e 55,6%), enquanto os tratamentos restantes se
igualaram estatisticamente, com IVG variando de 0,321 a 0,473 e a porcentagem de
germinacao (%) de 16,4 a 28% (Tabela 3).

Quanto ao IVE e porcentagem de emergéncia (E%), as médias variaram de
0,095 a 0,221 e de 6,8 a 16,8%, respectivamente. Para CR, os valores médios dos
tratamentos oscilaram de 1,0 a 1,9 cm, enquanto o CPA variou de 2,2 a 3,7 cm por
plantula. A variavel MS manteve médias que variaram de 0,003 a 0,009g.

Os resultados sobre o IVG e porcentagem de germinagcao de P. micropetala
indicam que a criopreservacédo afetou negativamente o processo germinativo das
sementes. No entanto, observou-se que nao houve diferencas estatisticas entre os
tratamentos levados a imersdo em NL,. Isso sugere que, as concentracfes das
solugdes crioprotetoras utilizadas nesse estudo foram ineficientes para redugéo da

injuria causada por baixas temperaturas.
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Segundo Fuller (2004) na maioria dos solutos neutros convencionalmente
utilizados como crioprotetores, concentragdes superiores a 50% peso/volume séo
necessarios para alcancar a vitrificacdo biologicamente aplicavel, mas tais
concentracbes podem impor graves problemas de potencial osmotico e toxicidades
quimicas para as células.

Alguns autores afirmam que apds a criopreservacao pode haver germinagéo
anormal ou morte por injdrias internas, as quais podem estar relacionadas com as
caracteristicas de certas sementes, tais como o tamanho, teor de agua e sua
composicdo quimica (Cromarty et al, 1982;. Santos, 2001; Goldfarb et al.,
2010; Silva et al., 2011).

Resultados divergentes foram obtidos por Veiga-Barbosa et al. (2013), em
que sementes de P. micropetala criopreservadas sem desseca¢do prévia foram
estatisticamente superior ao controle, enquanto as que passaram por processo de
dessecacdo (1,9% +0.11 b.u.) sem imersdao em NL, tiveram o pior resultado de
germinacao; e ainda as sementes dessecadas e criopreservadas aumentaram a sua
porcentagem, se igualando estatisticamente ao controle.

Comparando os resultados do tratamento sem crioprotetores com o controle,
observou-se que houve uma diminuicdo em torno de 50,3% na germinacdo das
sementes, de modo que, nesse estudo, sementes de P. micropetala apresentaram
um comportamento quando exposto a baixas temperaturas sugestivo de
intermediario. Portanto, diante da controversia, novos estudos visando determinar a
classificacdo das sementes dessa espécie sdo necessarios para aprofundar o

conhecimento sobre o método mais adequado de armazenamento.

Passiflora suberosa

Os resultados foram semelhantes em todos os tratamentos (P>0,05) para a
maioria das variaveis, com excecdo do CR e CPA (Tabela 3). Para IVG e
porcentagem de germinacdo (G%) as médias dos tratamentos variaram de 2,447 a
3,393 e de 47,2 a 62,0%, indicando que o armazenamento em NL, ndo prejudicou o
potencial germinativo das sementes de P. suberosa.

O mesmo ocorreu nas variaveis IVE e porcentagem de emergéncia (E%).
Nestas as médias variaram de 1,127 a 1,892 e de 28,0 a 38,8%, respectivamente,

demonstrando valores menores de emergéncia para todos os tratamentos do que as
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das sementes utilizadas no Teste Padrdo de Germinagdo. Para MS, as andlises
também indicaram resultados nao significativos, sendo que as médias dos
tratamentos oscilaram de 0,019 a 0,029 g.

Em P. suberosa os resultados foram significativos (P<0,05) apenas para as
variaveis CR e CPA, no entanto, ambas divergiram quantos ao tratamento com
melhor média.

Na CR a melhor média foi observada no tratamento das sementes
armazenadas em NL, sem crioprotetores (3,5 cm) e sacarose (3,1 cm), seguido do
controle (2,9 cm) e por ultimo o DMSO (2,6cm). Na CPA, a situacdo do DMSO se
inverteu, obtendo a maior média (4,5 cm), juntamente com tratamentos sacarose
(4,3 cm) e sem crioprotetor (4,2 cm), seguido por ultimo do controle (3,8 cm).

Devido & ambiguidade desses resultados, ndo € possivel inferir com certeza
qgual o melhor tratamento para criopreservacdo de P. suberosa. O que parece claro
até entdo, é que embora a exposicdo ao NL, ndo tenha resultado em perdas no
potencial germinativo das sementes, houve diferencas significativas no
desenvolvimento das plantulas, variando consideravelmente conforme o tratamento
realizado.

Portanto, para P. suberosa, embora os resultados sejam bastante
contrastantes, ndao deixam duvidas de que sementes dessa espécie podem ser
criopreservadas com sucesso. Como para a maioria das variaveis ndo houve
resultados significativos, pressupde-se que suas sementes possam ser
criopreservadas sem danos aparentes nas sementes. No entanto, novos estudos
devem ser realizados para elucidar os efeitos do NL, no desenvolvimento de

plantulas apds o processo.

Passiflora edulis
Os resultados foram significativos (P<0,05) para a maioria das variaveis, com
excecdo do CR e CPA. Para IVG e porcentagem de germinagao (G%) as maiores
médias corresponderam aos tratamentos sem crioprotetores (3,300 e 77.6%) e o
controle (2,899 e 69.6%) que se igualaram estatisticamente, seguidos da sacarose
(1,173 e 49,2%) e por ultimo o DMSO em que nao houve germinacéo (Tabela 3).
Para IVE e porcentagem de emergéncia (E%), hovamente as sementes sem

crioprotetores superaram as médias das criopreservadas com DMSO e sacarose,
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com IVE de 0,837 e porcentagem de emergéncia igual a 29,2%. Notou-se, porém
que desta vez as médias ndo se igualaram ao controle que se mostrou superior
entre todos os tratamentos (1,776 e 41,2%, respectivamente), 0 que sugere
possiveis danos causados pela criopreservacao.

Conforme Martinez-Montero et al. (2002) é possivel que os danos observados
na criopreservacdo possam ter sido causados pela perda da integridade celular
devido a formacédo de cristais de gelo e ao emprego do crioprotetor, que poderia
danificar membrana.

O tratamento com DMSO na variavel IVE se mostrou igual estatisticamente
aos tratamentos sem crioprotetor e sacarose. Ja na variavel porcentagem de
emergéncia (E%), o mesmo tratamento foi inferior ao sem crioprotetor e igual a
sacarose estatisticamente.

Para as variaveis CR verificou-e que as médias variaram de 3,6 a 4,1 cm,
enquanto os valores do CPA oscilaram de 5,5 a 6,4 cm por plantula. Para MS, os
resultados foram semelhantes aos obtidos no IVE e porcentagem de emergéncia,
pois as melhores médias novamente foram obtidas com o controle (0,180 g) e sem
crioprotetores (0,136 Q).

Diferentes estudos indicam que em algumas espécies mesmo com a auséncia
de crioprotetores o potencial germinativo das sementes pode ser mantido. Althoff e
Carmona (1999) ao avaliarem sementes de mamao que foram criopreservadas com
5,3% de umidade e o controle com 9,8% de umidade, possuiam viabilidade estimada
em 85%. Apds 48 horas de criopreservacdo a viabilidade ndo foi alterada nos
tratamentos que envolveram o reaquecimento a temperatura de -20°C por 24 horas
antes do descongelamento a temperatura ambiente, independentemente da forma
de congelamento.

Veiga-Barbosa et al. (2013) obtiveram resultados semelhantes em estudo
sobre criopreservacdo de espécies de Passiflora. Sementes de P.edulis e P.
edulis f. flavicarpa dessecadas e ndo dessecadas foram imersas em NL,, onde os
resultados apontaram que as sementes de P. edulis ndo dessecadas quando
criopreservadas mantiveram o0 mesmo potencial de germinacdo do controle,
enquanto as dessecadas que tiveram a pior porcentagem de germinagao
aumentaram seu potencial fisiolégico ap0s exposicdo em NL,. Entretanto, P.

edulis f. flavicarpa apresentou resultados constrastantes, pois as sementes
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dessecadas e criopreservadas melhoram seu potencial de tal modo que dentre as
espécies avaliadas, estas foram as que obtiveram as melhores médias.

Meletti et al. (2007) ao avaliarem os efeitos da dessecacao e criopreservacao
em NL, em diferentes variedades de P. edulis, verificaram que: nas sementes com
teor de umidade reduzido a 20%, a variedade maracuja roxo e roxinho-miado
obtiveram a maior porcentagem de germinacao (50 e 95%) quando armazenadas
em ambiente de laboratorio (25 °C), com ligeira perda ao serem criopreservadas
(44,2 e 82%, respectivamente). Ao contrario dela, as sementes de maracuja amarelo
a rosa-maca apresentaram as maiores porcentagens de germinacdo, apos
armazenamento de nitrogénio liquido (98 e 100%, respectivamente), do que aquelas
gue somente foram dessecadas (85,5 e 94%).

Diante das controvérsias sobre as variedades, o que parece comum aos
estudos com P. edulis é que esta espécie suporta o congelamento em temperaturas
ultrabaixas reduzindo ligeiramente seu potencial fisiolégico ou mantendo-o
estatisticamente, mesmo sem a presenca de crioprotetores, condi¢cdo essa favoravel
para criopreservacao.

No caso de P. edulis, onde estudos apontam que a vida util das sementes tem
sido considerada de apenas um ano (Meletti e Bruckner, 2001), a criopreservacao
torna-se um método vantajoso, pois com isso é possivel resguardar os genes de
interesse dessa espécie comercial por longo prazo, sem a necessidade de
renovacao periodica do banco de sementes em campo.

Os piores resultados foram observados para sementes criopreservadas com
solugdes crioprotetoras (DMSO e sacarose). Em comparacdo com o controle,
sementes sem crioprotetores ainda mantiveram cerca de 70,8% do seu potencial
fisiolégico na emergéncia. JA para DMSO esse potencial foi reduzido a
aproximadamente 42,7%, e o da sacarose para 32%.

Segundo Sakai (1995) alguns crioprotetores podem ser toxicos ou podem
causar estresse osmatico, levando a morte das células ou modificando sua resposta
morfogenética em cultura.

Como as sementes de P. edulis foram criopreservadas com teor de umidade
superior a sua condicéo natural, ndo é possivel inferir com certeza se houve danos
nas sementes devido ao teor de 12%. No entanto, relembrando os estudos de

Meletti et al. (2007) observou-se que sementes com teores de 20% de umidade em
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trés variedades (maracuja amarelo, rosa-magcd e roxo) tiveram aumento na
porcentagem de emergéncia apds a criopreservacao, o que indica que a umidade
das sementes nao foi afetada pelo elevado teor de umidade.

Pode-se inferir de modo geral, que sementes de P. edulis suportaram o
armazenamento em baixas temperaturas (-196 °C) mantendo médias iguais no
tratamento sem criorotetor e controle apenas para as variaveis IVG e porcentagem
de germinacdo (G%). Os testes de vigor evidenciaram ligeira perda do potencial
fisiolégico para as variaveis IVE, porcentagem de emergéncia (E%) e MS.

Isso sugere que sementes de P. edulis podem ser criopreservadas com

sucesso, sem a necessidade de utlizagcéo de crioprotetores.
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5. CONCLUSOES

Sementes de P. foetida, P. micropetala e P. suberosa mantém seu potencial
fisiolégico nos teores de 6 a 12% de umidade.

Sementes de P. nitida apresentaram bons resultados para 10% de umidade.
Sementes de P. mucronata e P. edulis mantém sua viabilidade nos teores de
6 a 12% de umidade, porém o teor de 12% de umidade nas sementes se
mostrou mais adequado.

Sementes de P. nitida, P. foetida, P. suberosa e P. edulis podem ser
criopreservadas sem a utilizagdo dos crioprotetores.

Para sementes de P. mucronata recomenda-se 0 uso da sacarose na
criopreservagao.

Sementes de P. micropetala criopreservadas perdem seu potencial

germinativo.
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7. ANEXO

Anexo |

Tabela 04. Resumo do quadro de Andlise de Variancia conjunta para as variaveis indice de Velocidade de Germinacéo (IVG), Porcentagem de
germinacéo (G%), indice de Velocidade de Emergéncia (IVE), Porcentagem de Emergéncia (E%), Comprimento de Radicula (CR),
Comprimento da Parte Aérea (CPA) e Massa de Matéria Seca (MS) referentes aos quatro tratamentos sobre os efeitos de diferentes teores de
umidade em sementes de Passiflora spp. Caceres — MT, 2014

Passiflora nitida

QM Variaveis
Fv GL
IVG G% IVE E% CR(cm) CPA (cm) MS (9)
Tratamento 3 0,0648** 94,3333** 0,1695™ 190,9167™ 0,2358™ 1,0749™ 0,0046™
Erro 12 0,0020 3,0000 0,0746 87,9167 0,4202 2,0049 0,0017
Total 15 - - - - - - -
Média - 0,0972 3,7500 0,4721 15,8750 4,4744 5,9706 0,0844
CV% - 45,62 46,19 57,86 59,06 14,49 23,72 48,37
Passiflora foetida
QM Variaveis
FV GL
VG G% IVE E% CR CPA MS
Tratamento 3 0,0074"™ 61,5833 0,0070™ 16,3333"™ 9,1367™ 8,8704™ 0,0000™
Erro 12 0,0109 89,7500 0,0058 10,5000 10,5034 10,2622 0,0000
Total 15 - - - - - - -
Média - 0,1581 15,3750 0,0587 3,2500 4,3625 4,4562 0,0052
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CV% - 65,96 61,62 129,49 99,70 74,29 71,89 100,53
Passiflora mucronata
iy oL QM Variaveis
VG G% IVE E% CR CPA MS
Tratamento 3 0,3348** 294,9167** 0,2786™ 146,2500™ 0,0744™ 0,1147™ 0,0001™
Erro 12 0,0152 8,9167 0,1040 59,4167 0,0688 0,0439 0,0002
Total 15 - - - - - - -
Média - 0,1669 5,1250 1,9991 48,8750 3,0069 5,1750 0,0703
CV% - 73,98 58,26 16,14 15,77 8,73 4,05 19,18
Passiflora micropetala
iy GL QM Variaveis
VG G% IVE E% CR CPA MS
Tratamento 3 0,0655"™ 42,0000™ 0,0037™ 20,2500 0,0604™ 0,1772™ 0,0000™
Erro 12 0,0521 60,5000 0,0019 8,7500 0,0363 0,0863 0,0000
Total 15 - - - - - - -
Média - 0,7781 27,5000 0,2162 16,625 2,0175 3,5431 0,0112
CV% - 29,35 28,28 19,96 17,79 9,45 8,29 31,43

Passiflora suberosa
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v oL QM Variaveis
VG G% IVE E% CR CPA MS
Tratamento 3 0,5005™ 220,9167™ 0,1232"™ 51,0000 0,1489™ 0,3101"™ 0,0000™
Erro 12 0,4119 162,0833 0,0710 31,1667 0,3097 0,2084 0,0000
Total 15 - - - - - - -
Média - 2,7369 59,1250 0,5781 12,2500 2,9781 4,1900 0,0119
CV% - 23,45 21,53 46,08 45,57 18,69 10,89 52,90
Passiflora edulis
QM Variaveis
FV GL
IVG G% IVE E% CR CPA MS
Tratamento 3 4,1928** 194,6667™ 0,0136™ 46,9167™ 0,2920™ 1,3566** 0,0020"™
Erro 12 0,5996 116,0000 0,1608 188,0833 0,1612 0,1679 0,0044
Total 15 - - - - - - -
Média - 4,2750 80,0000 0,8787 34,6250 3,9875 4,9494 0,1744
CV% - 18,11 13,46 45,63 39,61 10,07 8,28 38,01

"S N&o significativo, ** e *Significativo a 1 e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.
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Anexo Il

Tabela 05. Resumo do quadro de Andlise de Variancia conjunta para as variaveis indice de Velocidade de Germinagéo (IVG), Porcentagem de
germinacéo (G%), indice de Velocidade de Emergéncia (IVE), Porcentagem de Emergéncia (E%), Comprimento de Radicula (CR),
Comprimento da Parte Aérea (CPA) e Massa de Matéria Seca (MS) referentes aos quatro tratamentos sobre criopreservacdo em NL, em
sementes de Passiflora spp. Caceres — MT, 2014

Passiflora nitida

QM Variaveis
FV GL
IVG G% IVE E% CR(cm) CPA (cm) MS (9)
Tratamento 3 0,0002" 0,8000"™ 0,0447** 120,0000** 10,9544** 39,6467** 0,0032**
Erro 16 0,0000 0,3000 0,0045 12,8000 1,2814 6,5217 0,0004
Total 19 - - - - - - -
Média - 0,0036 0,2000 0,0784 4,4000 1,4470 2,9915 0,0226
CV% - 273,86 273,86 85,90 81,31 78,23 85,37 90,09
Passiflora foetida
QM Variaveis
FV GL
IVG G% IVE E% CR(cm) CPA (cm) MS (9)
Tratamento 3 0,0081" 35,4000™ 0,0002" 1,3333™ 0,6860"™ 0,9298" 1,30E-0007"
Erro 16 0,0025 8,1000 0,0006 4,8000 7,8465 10,9067 0,0000
Total 19 - - - - - - -
Média - 0,0494 3,1000 0,0161 1,4000 1,5700 1,8750 0,0010
CV% - 100,54 91,81 154,82 156,49 178,42 176,14 185,03
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Passiflora mucronata

QM Variaveis
FV GL
IVG G% IVE E% CR(cm) CPA (cm) MS (9)
Tratamento 3 1,1469"™ 547,7333™ 2,4372** 2394,3333** 4,3862** 6,8679** 0,0033**
Erro 16 0,4602 244,1000 0,0605 59,5000 0,7253 0,1100 0,0002
Total 19 - - - - - - -
Média - 0,8033 22,4000 0,8259 29,5000 4,1300 5,3350 0,0375
CV% - 84,46 69,75 29,79 26,15 20,62 6,22 35,28
Passiflora micropetala
QM Variaveis
FV GL
IVG G% IVE E% CR(cm) CPA (cm) MS (g)
Tratamento 3 0,4166** 1418,8667** 0,0172" 104,2000™ 0,8605™ 3,0805™ 0,0000"™
Erro 16 0,0465 155,4000 0,0293 149,6000 0,8241 3,4979 0,0000
Total 19 - - - - - - -
Média - 0,5595 31,5000 0,1495 11,3000 1,4550 2,8940 0,0054
CV% - 38,55 39,57 114,46 108,24 62,39 64,63 122,26
Passiflora suberosa
QM Variaveis
FV GL
IVG G% IVE E% CR(cm) CPA (cm) MS ()
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Tratamento 3 0,9644" 237,0000™ 0,5027" 97,6000™ 0,6587** 0,4387* 0,0001"
Erro 16 0,4305 143,7000 0,1840 108,5000 0,0570 0,0925 0,0000
Total 19 - - - - - - -

Média - 2,7394 52,3000 1,4761 33,6000 3,0100 4,1965 0,0229
CV% - 23,95 22,92 29,06 31,00 7,93 7,25 35,18
Passiflora edulis

v GL QM Variaveis
IVG G% IVE E% CR(cm) CPA (cm) MS (9)

Tratamento 3 11,8070** 6072,2000** 2,0187** 789,5333** 0,2179™ 1,2362™ 0,0160**
Erro 16 0,1143 103,7000 0,0521 37,6000 0,1868 0,6769 0,0012
Total 19 - - - - - - -
Média - 1,8432 49,1000 0,8690 25,3000 3,8670 6,0170 0,1145
CV% - 18,34 20,74 26,28 24,24 11,18 13,67 30,97

"S N&o significativo, ** e *Significativo a 1 e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.
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