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CRIOPRESERVACAO, GERMINACAO E MORFOANATOMIA DE SEMENTES DE
Passiflora spp.

RESUMO: Diante da importancia de se conservar as espécies do género Passiflora,
a criopreservacao de suas sementes pode ser uma alternativa para longo prazo. O
primeiro capitulo aborda a avaliacdo da germinacdo de sementes criopreservadas de
Passiflora spp., utilizando ferramentas estatisticas tradicionais e analise multivariada.
No segundo capitulo estdo os resultados da biometria e anatomia das sementes
dessas espécies a fim de gerar conhecimentos sobre sua morfologia e também para
identificar possiveis crioinjurias apds o congelamento. Entre a criopreservacao e a
conservacao no refrigerador os resultados mostraram que para a maioria das espécies
ndo ha diferenca, ainda que para P. suberosa, a porcentagem de germinagéo, tempo
médio e a sincronia obtiveram os melhores resultados em condi¢des de refrigerador,
engquanto para P. tenuifila o tempo de germinacéao, a velocidade média e a incerteza
apresentaram resultados superiores nas sementes criopreservadas. A dessecacao
das sementes ndo gerou efeitos negativos na qualidade fisiologica, verificando alta
germinabilidade das mesmas mesmo apds a criopreservacdo. Para as espécies
avaliadas, observou-se tolerancia a dessecacédo, apresentando alta germinabilidade
mesmo quando a umidade foi reduzida para 3,4%. Os resultados apresentados aqui
deixam evidente que ndo ha necessidade de dessecacdo das espécies para fins de
criopreservacdo. As variaveis porcentagem de germinacao, velocidade e sincronia
apresentaram correlacbes positivas e estdo diretamente relacionadas com a
qualidade fisiologica, contribuindo para uma melhor avaliacdo do vigor das sementes.
Foram observados seis tipos de ornamentacdes: reticulada para a espécie

P. coccinea, finamente reticulada para P. edulis, reticulada foveolada para P. gibertii
e P. setacea, reticulada alveolada para P. maliformis e P. tenuifila, grosseiramente
reticulada para P. morifolia e reticulada falsifoveolada para P. suberosa. As sementes
apresentaram grandes variacbes no comprimento (3,29 a 6,25 mm), largura (2,25 a
4,53 mm) e espessura (0,18 a 2,09 mm), com valores médios de 4,63 mm para
comprimento, 3,28 mm para largura e 1,51 mm para espessura. O comprimento
longitudinal do tegumento variou de 3520 pum para P. maliformis a 5250 um para P.
gibertii, com uma média de 4770 um. Foi possivel verificar que algumas sementes
sofreram rupturas no tegumento devido ao acondicionamento no nitrogénio liquido.
Os resultados desse trabalho deixam evidente que as sementes das espécies
estudadas de maracujazeiro podem ser crioconservadas sem a necessidade de
dessecacdo, mantendo sua qualidade fisiolégica apds o congelamento. Também foi
constatado que as fissuras nos tegumentos apresentaram profundidade limitada o que
nao provocou danos fisiol6gicos ao embrido e o endosperma.

Palavras-chave: Maracuja; Passifloraceae; Biometria; Anatomia



CRYOPRESERVATION, GERMINATION AND MORPHANATOMY OF SEEDS OF
Passiflora spp.

ABSTRACT: Cryopreservation of seeds may be an alternative for the long term, taking
into account the importance of conserving these species. The first chapter of this work
details the evaluation of the germination of cryopreserved seeds of Passiflora spp.,
using traditional statistical tools and multivariate analysis. In the second chapter,
results of biometry and anatomy of the seeds of these species are shown, in order to
know their morphology and to identify possible cryoinjury after freezing. Results
showed that, for most species, there is no difference between cryopreservation and
conservation in the refrigerator, although for P. suberosa, germination percentage,
mean time and synchrony displayed the best results under refrigerator conditions, and
for P. tenuifila, the germination time, mean velocity and uncertainty presented higher
results on cryopreserved seeds. The desiccation of the seeds did not generate
negative effects on the physiological quality, since high germinability was observed
even after cryopreservation. For the evaluated species, tolerance to desiccation was
observed, with high germinability even under the reduced humidity of 3.4%. The results
presented here make it clear that there is no need for desiccation of the seeds of the
species for cryopreservation purposes. The variables germination, speed and
synchrony showed positive correlations and are directly related to the physiological
quality, contributing to a better evaluation of seed vigor. Six types of seed
ornamentation were observed: cross-linked to the species P. coccinea, finely
crosslinked to P. edulis, crosslinked foveolate to P. gibertii and P. setacea, alveolate
reticulated to P. maliformis and P. tenuifila, coarsely reticulated to P. morifolia and
falsifoveolate reticulated for P. suberosa. Seeds presented large variations in length
(3.29t0 6.25 mm), width (2.25 to 4.53 mm) and thickness (0.18 to 2.09 mm), with mean
values of 4.63 mm for length, 3.28 mm for width and 1.51 for thickness. The longitudinal
length of the tegument varied from 3520 um in P. maliformis to 5250 um in P. gibertii,
with a mean of 4770 um. It was verified that some seeds suffered ruptures in the
integument, due to the conditioning in liquid nitrogen. The results presented in this
work bring evidence that seeds from the studied passion fruit species can be
cryopreserved without the necessity of desiccation, maintaining its physiological quality
after freezing. It was also observed that the fissures presented limited depth which did
not induce physiological damage to the embryo and endosperm.

Keywords: Passion fruit; Passifloraceae; Biometry; Anatomy
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INTRODUCAO GERAL

Estratégias de conservacado de germoplasma vém sendo desenvolvidas e
aplicadas para espécies vegetais de interesse econémico e conservacionista. O termo
germoplasma é usado para descrever todo conjunto genético de uma espécie, ou
ainda, como todo o patriménio genético de uma espécie que pode ser transmitido de
uma geragao para outra, podendo possuir valor econdmico ou cultural, atual ou
potencial (BOREM, 2009).

Para a conservacdo de germoplasma podem-se destacar duas estratégias: in
situ, isto €, a manutencdo de amostras em seu ecossistema natural, considerando
suas populacfes naturais ou ex situ, quando € realizada fora das areas de ocorréncia
natural.

A conservacdo de sementes € a forma mais comum, principalmente pelo fato
de que a maioria das sementes das espécies cultivadas sdo ortodoxas, ou seja,
toleram bem a reducdo de seu conteddo de agua, conservando-se bem em
temperaturas baixas por tempos prolongados. Um banco de sementes pode ser um
método pratico e econbmico para a conservacao de germoplasma (SHIBLI et al.,
2006). Entretanto, ha um numero significativo de espécies para as quais 0s bancos
de sementes ndo sdo uma opc¢éao disponivel (REED et al., 2011).

Para algumas espécies de maracujazeiro ocorre perda significativa da
viabilidade das sementes durante o armazenamento o que pode ser influéncia do
tempo de acondicionamento e condicfes de armazenamento (CATUNDA et al., 2003;
ALVES et al., 2006).

Problemas de germinacdo devido ao armazenamento inadequado de
sementes sdo muito comuns no género Passiflora, até mesmo no maracuja-azedo, o
gue é um fator limitante para os programas de melhoramento genético da cultura
(MELETTI et al., 2002) e para os objetivos de conservacéao de germoplasma.

As instituicbes de pesquisa que mantém Bancos de Germoplasma de
Passiflora tém perdido acessos por falta de protocolos eficientes de armazenamento
e de germinacao de sementes. Desta forma, para viabilizar a utilizagcédo das diversas
espécies de Passiflora no melhoramento genético e no uso como porta-enxertos é
necessario o conhecimento prévio dos procedimentos adequados para germinacgao e
conservacgao de sementes (JUNGHANS; JUNGHANS, 2016). As principais colecbes
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de Passiflora encontram-se na EMBRAPA, ESALQ, IAC, IAPAR, UNESP, UENF e
UFRJ (FERREIRA, 2005).

Dentre as estratégias ex situ utilizadas para a conservacao em longo prazo, a
criopreservacdo tem sido uma opcao importante. Essa técnica tem sido aplicada
principalmente para as espécies que apresentam sementes recalcitrantes ou
intermediarias (SANTOS, 2000). E caracterizada pela utilizagcdo de nitrogénio liquido
em temperaturas ultrabaixas (-196°C) na conservacéo de estruturas vegetativas e
reprodutivas (GONZALEZ-BENITO et al., 1998; SALOMAO, 2002).

Para a maioria das sementes de plantas cultivadas e muitos de seus parentes
silvestres, a criopreservacdo é uma estratégia interessante para a conservacao de
longo prazo. E uma estratégia alternativa ao banco de germoplasma tradicional, visto
gue a conservacao das sementes em temperaturas ultrabaixas possibilita que seu
metabolismo seja paralisado, impedindo a sua deterioracdo (GONZAGA et al., 2003)
e prolongando seu tempo de armazenamento. Essa reducao ou eliminacéo de danos
causados ao DNA, além da possibilidade de o material ser armazenado em pequenos
volumes faz da criopreservacdo uma alternativa promissora (ENGELMANN, 2011,
PENCE, 2011).

Com isso, é importante conhecer a germinacdo das sementes a serem
criopreservadas e se elas podem ser desidratadas a baixo grau de umidade e
armazenadas em temperaturas ultrabaixas por longos periodos. Entretanto, poucos
estudos tém sido realizados com sementes de espécies de clima tropical (LIMA et al.,
2008), onde se inclui o género Passiflora.

Por outro lado, como um estudo adicional, a morfoanatomia das sementes é
importante para auxiliar o reconhecimento das espécies em estudos de regeneragao
natural, fornecendo informacGes na classificagcdo taxonbmica, consideracoes
morfoevolutivas, além de ser fundamental no conhecimento dos processos fisioldgicos
das plantas (MELO et al., 2004; GARCIA et al. 2006).

Dentro desses estudos morfolégicos pode-se citar a importancia que o
tegumento tem para o desenvolvimento das sementes e sua funcdo em relacdo a
germinacdo. O tegumento é um dos principais limitadores da absor¢cédo de agua pelas
sementes afetando a germinacdo e o vigor, sendo o estudo de sua estrutura e
propriedades de grande valor para explicar a germinacéo das sementes sob diferentes
condi¢cbes ambientais (SOUZA; MARCOS-FILHO, 2001).
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Além do aspecto morfolégico, 0 conhecimento da anatomia das sementes
também é de grande importancia em estudos taxonémicos e para a compreenséao de
varios fendmenos ligados ao comportamento e adaptacéo das espécies vegetais nos
diferentes ecossistemas (OLIVEIRA, 1999).

Assim, esse trabalho busca ajustar um protocolo de criopreservagao de
sementes de diferentes espécies de Passiflora, como também associar informagées
relevantes sobre o padrdo de germinacéo e a caracterizacdo morfoanatdbmica destas
sementes a fim de contribuir para a conservacao deste germoplasma e seu futuro

resgate.

REFERENCIAL TEORICO

Familia Passifloraceae e o género Passiflora

A familia Passifloraceae € composta por 630 espécies organizadas em 18
géneros dentre as quais o género Passiflora € o mais importante devido ao nimero
de espécies que possui valor econébmico (VANDERPLANK, et al., 2003). Essas
espécies sdo distribuidas ao longo das regides tropical e subtropical, sendo
aproximadamente 96% distribuidas nas Américas, embora haja registros na india,
China, Australia e ilhas do Pacifico (CERQUEIRA-SILVA et al., 2014; SANTANA et
al., 2015).

Aproximadamente 120 espécies do género Passiflora sdo encontrados no
Brasil, fazendo com que o pais seja considerado um dos principais centros de
diversidade para este género (FALEIRO et al., 2005) juntamente com a Colémbia,
Equador e Peru (PEREIRA et al., 2015).

O género Passiflora é numericamente e economicamente 0 mais importante
da familia Passifloraceae com espécies que representam interesse nutricional,
ornamental e farmacéutico, além de que é o género mais comum da familia na flora
brasileira, podendo ser encontrado geralmente em bordas de floresta por todo o pais
(SOUZA; LORENZI, 2008).

Embora exista uma ampla diversidade genética representada pela
biodiversidade nativa, apenas um pequeno numero de espécies do género Passiflora
participa da cadeia de abastecimento no mercado nacional e internacional de frutas
com producéo em larga escala, sendo elas: Passiflora edulis Sims f. Flavicarpa Deg.

(maracuja amarelo) e Passiflora alata (maracuja doce) (SANTANA et al., 2015).
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O género exibe varias caracteristicas florais Unicas, como a presenca de
androginéforo bastante desenvolvido, uma corona complexa constituida por uma ou
varias filas concéntricas de filamentos e uma impressionante variacao interespecifica
de tamanho, forma e cor (ULMER et al., 2004).

Souza e Lorenzi (2008) descreveram as espécies da familia Passifloraceae
composta por plantas trepadeiras, herbaceas, podendo apresentar habitos arbustivos
ou herboreos, possuindo gavinhas originadas de transformacdes das inflorescéncias.
Apresentam folhas alternas espiraladas simples ou raramente compostas, geralmente
lobadas com nectarios extraflorais no peciolo ou lamina, com ou sem estipula,
podendo ter margem inteira ou serreada.

Suas flores sdo hermafroditas solitarias actinomorfas ou em inflorescéncias
cimosas ou racemosas localizadas nas axilas das folhas, podendo ser diclamideas ou
raramente monoclamideas, periginas, geralmente dialissépalo, prefloracdo imbricada,
frequentemente petaloide, geralmente dialipétala, estames geralmente livres entre si,
anteras rimosas, disco nectarifero por vezes presente ao redor do ovéario ou do
androginéforo, ovario supero, estiletes no geral livres entre si apresentando fruto baga
ou capsula (OCAMPO et al., 2016).

A polinizagéo € realizada principalmente por abelhas como a Apis mellifera e
Xylocopa spp., aves e morcegos (KISHORE et al., 2010; ABRAHAMCZYK, 2014). As
flores apresentam variedade de cores, sdo grandes, atraentes, perfumadas e
produzem muito néctar e pdlen, o que facilita a chegada de insetos para polinizacao
cruzada (AMORIM et al., 2014). Sao geralmente albgamas e a polinizacéo cruzada é
favorecida pela posicdo das anteras abaixo do estigma, possuem grédos de pdlen
grandes e pesados e ha frequente presenca da autoincompatibilidade fisiol6gica
(DARWIN, 1876; KISHORE et al., 2010).

Importancia econdmica do maracujazeiro: Usos e potencialidades

De acordo com o IBGE (2016), o Brasil € o maior produtor de maracuja,
gerando em 2016 aproximadamente 703 mil toneladas, com rendimento médio de
14.101 kg/ha. A Bahia é o estado que se destaca como maior produtor brasileiro
(342.780 mil toneladas por ano), seguido do Ceara (98.122 mil toneladas por ano) e
Minas Gerais (39.237 mil toneladas por ano). Ainda de acordo com o IBGE, a Bahia
participou com 48% da producdo nacional e apresentou um rendimento médio de
12.557 kg/ha (IBGE, 2016).
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Apesar dos altos valores de produtividade dessa cultura, ainda persistem
fatores que interferem para que esses numeros se tornem menores. Os principais
fatores que ameacam a expansao e a produtividade dos cultivos de maracuja azedo
e maracujd doce sdo as pragas, que provocam prejuizos expressivos e levam 0s
produtores a usarem defensivos agricolas de forma indiscriminada (JUNQUEIRA et
al., 2006).

Devido a esses problemas houve a necessidade de uma medida mais eficaz,
econbmica e ecolégica de controle de doencas a partir do uso de cultivares
resistentes, associada a outras técnicas de manejo integrado. Espécies silvestres do
género Passiflora (P. cincinnata, P. laurifolia, P. nitida, P. tenuifila, P. mucronata, P.
gibertii, P. amethystina, P. quadrangularis, P. setacea, P. coccinea, P. caerulea, entre
outras) tém apresentado variabilidade e fontes de resisténcia as principais doencas
do maracujazeiro e podem contribuir para o controle daquelas causadas por fungos e
bactérias (SANTOS-FILHO; JUNQUEIRA, 2003).

Além disso, as espécies silvestres de Passiflora representam um recurso
potencial para a melhoria das espécies cultivadas e para o desenvolvimento de novas
variedades frutiferas ou voltadas para a producao de alimentos funcionais, farmacos
e cosméticos, além de poderem ser utilizadas como ornamentais (COSTA et al.,
2010).

Em algumas regides de cultivo comercial de maracuja-amarelo (Passiflora
edulis f. flavicarpa), principalmente na regido Centro-Norte do pais, os patdégenos de
solo tém causado sérios prejuizos e até mesmo inviabilizado a cultura em
determinadas areas. Dessa forma, as espécies silvestres também poderiam ser
testadas como porta-enxertos visando a resisténcia a fungos de solo e a morte
precoce (SANTOS-FILHO; JUNQUEIRA, 2003).

Estruturas como as folhas, flores, raizes e frutos das espécies silvestres e
comerciais sdo utilizadas por combater doengas como tumores gastricos e estresse
além de ser um componente integral de muitas populacdes tradicionais (COSTA et al.,
2005).

Conservacao de Germoplasma

Atualmente a perda da diversidade biolégica e a reducéo das fontes naturais

de germoplasma tém se tornado uma grande preocupacao e atraido a atencdo da
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comunidade cientifica internacional. As causas estdo relacionadas com acfes
antropicas que levam a perda de habitats das espécies vegetais, qualidade do solo e
a destruicdo de varios biomas, dentre outras perdas que atingem a biodiversidade
vegetal.

As espécies cultivadas, relacionadas a alimentacdo e a outros usos,
encontram em seus parentes silvestres a variabilidade genética necessaria para
enfrentar diversidades, sejam de origem bidtica ou abidtica, como por exemplo, as
mudancas climéticas. Dessa forma, a perda da variabilidade genética dessas espécies
impacta diretamente na sua sobrevivéncia como espécie cultivada.

Muitas espécies vegetais tém sido ameacadas de extingdo ao redor do mundo
por causa do desaparecimento de ecossistemas haturais provocado por acodes
antropicas. Mais de 50% das espécies vegetais sdo oriundas de 34 hotspots globais,
que ja ocuparam 15,7% da superficie terrestre e ocupam cerca de 2,3% (REED et al.,
2011).

No caso do género Passiflora, um fator importante que contribuiu
significativamente para a perda de diversidade de espécies silvestres do género é o
crescente uso de novas areas nas regides Centro-Norte para fins agricolas,
contribuindo para a erosdo genética (FALEIRO et al., 2011) o que deixa ainda mais
evidente a importancia da conservacgao, seja para espécies cultivadas ou silvestres
(CARVALHO; OTONI, 2010).

Essa conservacao, para a maioria das espécies do género tem sido realizada
de forma ex situ, em colecbes de campo ou na forma de sementes em camaras frias
e secas (MELETTI et al., 2007). A conservacao em campo mantém os genotipos em
um mesmo local submetendo-os a a¢fes abidticas e bibticas, o que requer aplicacao
de recursos (ENGELMANN, 2004; MELETTI et al., 2007; CASTRO et al., 2016).

A conservacgao ex situ considera a manutencao de espécies vegetais fora de
seu ambiente natural, e encontra nos bancos e cole¢cbes de germoplasma as
estruturas fisicas onde sdo armazenados 0s acessos para a manutencédo de sua
variabilidade genética. E um conjunto de acdes empregadas para manejar 0s
recursos genéticos de diferentes espécies (NASCIMENTO et al., 2015) e que
compreende uma gama de metodologias e formatos, podendo ser de curto, médio e
longo prazo, aléem de poderem estar alocadas em condi¢Ges de campo, laboratorios,

camaras frias ou criotanques.
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Outra forma utilizada para conservagdo das espécies vegetais tem sido o
estabelecimento de bancos in vitro, principalmente para as espécies propagadas
vegetativamente. Contudo, esse método de conservacao € pouco utilizado para o

maracuja devido a falta de protocolos de regeneracéo e conservacdo. Entretanto, de
uma maneira geral, apesar de todas as vantagens que a conservacgao in vitro
apresenta, a necessidade de repetidos subcultivos, infraestrutura e mao-de-obra
especializada, pode dificultar ainda mais seu estabelecimento (MELETTI et al., 2007).
A conservacao in situ, apesar de inUmeras vantagens, como a preservacao
de seu habitat, a manutencdo das interagcbes entre 0s organisSmos e Seus processos
evolutivos (SIMON, 2010), tem sido muito dependente de politicas publicas, nem
sempre direcionadas para esse objetivo. Adicionalmente, demanda um trabalho
minucioso e criterioso acerca da diversidade e da representatividade que a area
definida para ser conservada precisa ter.
Diante disso, a conservacao de germoplasma por meio de sementes consiste
em um método efetivo de armazenamento de espécies vegetais mantendo-se a
diversidade biologica (BONNER, 1990). No entanto, devido ao alto indice de
deterioragdo de sementes quando submetidas ao armazenamento em temperatura
ambiente, aumentou-se o0s estudos direcionados para a conservacao dessas
sementes em longo prazo utilizando diferentes condicdes de armazenamento
(GOLDFARB et al., 2010; GALLI et al., 2012). O objetivo € manter 0 maximo de
viabilidade e vigor, minimizando os danos causados pelo processo de envelhecimento

natural.

Criopreservagéo

A criopreservacdo pode ser uma estratégia interessante, ja que € de longo
prazo e permite uma economia de espaco e reducao das atividades de manutencao
(GARCIA et al., 2014). As temperaturas ultrabaixas favorecem uma parada quase total
do metabolismo, favorecendo a longevidade e viabilidade das mesmas (GARCIA et
al., 2014).

Muitas espécies de importancia econémica tém sido criopreservadas com
sucesso com diferentes estruturas vegetal, dentre elas: a mandioca (Manihot
esculenta Crantz) (MARIN et al., 1990), o milho (Zea mays L.) (DELVALLEE et al.,
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1989), a banana (Musa spp.) (PANIS et al., 1990), café (Coffea arabica L.) (ASSY-
BAH; ENGELMANN, 1992).

A criopreservagao bem-sucedida de tecidos vegetais requer a otimizagéo de
inumeros fatores que vao desde o tamanho do material a ser criopreservado, o tempo
de congelamento bem como o conteudo de agua que permanece na amostra
(BEKHEET et al., 2007).

Um fator importante a ser considerado na criopreservagdo é a quantidade de
agua que contém o material a ser criopreservado, pois ela pode formar cristais de gelo
intracelulares causando danos irreversiveis as membranas celulares e, impedindo
dessa forma, a recuperacéo do material apds a criopreservacao (PANIS et al., 2005).
Para que n&o ocorra formacdo de cristais de gelo intracelular, Panis et al. (2005)
sugerem gue alguns requisitos devem ser cumpridos, dentre eles: congelamento e
descongelamento rapido e uma solucéo intracelular concentrada fazendo com que
evite o acumulo de agua livre dentro da célula.

Desse modo, para a maioria das espécies e tipos de tecidos, os protocolos de
criopreservacao requerem uma adaptacéo individual a toleréncia natural das plantas
a dessecacdo, evitando a formacéo de cristais de gelo intracelular durante os estagios
preliminares do processo de congelamento (PUKACKI; JUSZCZYK, 2015).

Métodos de criopreservacéao

As técnicas de criopreservacao sdo pesquisadas desde a década de 1970
usando diferentes érgaos, tecidos e células da planta onde o conteddo de agua
sempre foi o fator mais critico para definicdo de um protocolo eficiente, inclusive para
sementes (OSPINA et al., 2000). Os trabalhos desenvolvidos nesse periodo utilizando
material vegetal eram denominados de métodos classicos, baseados no uso de
crioprotetores quimicos, desidratacédo e congelamento lento, seguidos da imersdao em
nitrogénio liquido, descongelamento, lavagem e recuperacdo do material
(ENGELMANN, 1997).

Esses métodos de criopreservacdo envolviam a desidratacdo induzida pelo
congelamento lento, enquanto que as novas técnicas sao baseadas na vitrificacao
celular (SANTOS, 2000).

Nos primeiros protocolos de criopreservacgéo, o congelamento era realizado

em duas fases: uma em que o congelamento era lento com a temperatura reduzida a
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uma velocidade definida (1 a 10 °C mint) para valores préximos de -40 °C usando um
congelador programavel; a segunda era constituida pelo congelamento rapido por
meio da imerséo direta do material em nitrogénio liquido (ENGELMANN, 1997).

Com o surgimento do método da vitrificacdo que é o processo que elimina a
necessidade do congelamento lento controlado e permite que os tecidos possam ser
criopreservados por transferéncia direta para o nitrogénio liquido (BEKHEET, 2007)
simplificou a operacédo de armazenamento (ENGELMANN, 1997).

Para a vitrificacdo dos tecidos, o uso de solu¢des altamente concentradas que
penetrem nos tecidos antes de sua imersdo no nitrogénio liquido é muito importante
(ENGELMANN, 1997; SANTOS, 2001). Essa solucdo absorve agua do interior das
células contribuindo para a solidificacao intracelular, formando um estado amorfo ou
vitreo, quando colocada em nitrogénio liquido (WANG et al.,, 1998; SAKAI;
ENGELMANN, 2007). Algumas misturas padrédo sdo empregadas extensivamente,
muitas das quais sdo chamadas PVS (plant vitrification solution). A mistura mais usada
€ PVS2, consistindo de sacarose, glicerol, etilenoglicol e DMSO (Dimetilsulfoxido)
(SAKAI et al. 1990).

Crioprotetores, especialmente a sacarose, tém a capacidade de estabilizar a
bicamada fosfolipidica, agindo como um agente osmotico externo. Além disso, na
auséncia de agua, a sacarose mantém a capacidade de transportar célcio através das
membranas, além de inibir sua fusdo, mantendo os lipidios em uma fase fluida,
estabilizando as proteinas em condi¢cdes de congelamento e livres de citotoxicidade
mesmo quando sob altas concentracdes (WOELDERS et al.,1997).

A desidratacdo é um ponto critico do processo e acontece quando se coloca
0 material em contato com algumas substancias quimicas concentradas. No estado
vitreo as reacdes quimicas, que requerem difusdo, ficam impedidas de acontecer e
com isso garantem a estabilidade durante o periodo de acondicionamento no
nitrogénio liquido. Apdés o descongelamento do material vegetal, a solugdo de
vitrificacéo é retirada por meio de uma solugdo concentrada de sacarose visando a
retirada da solucéo de vitrificacdo (PVS2) e o restabelecimento dos niveis normais de

concentracéo da solucao intracelular (WANG et al., 1998).
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Criopreservacédo de sementes

A criopreservacdo pode ser uma técnica importante para a conservacgao e
manutencao da qualidade fisiologica de sementes (SILVA et al., 2016). Fatores como
a tolerancia a dessecacao e sensibilidade a baixa temperatura do nitrogénio liquido
Sao 0s pontos mais importantes durante o processo criogénico de sementes (OSPINA
et al., 2000; SANTOS, 2000).

As sementes apresentam comportamento fisiologico diferente em relacéo ao
armazenamento, sendo classificadas em ortodoxas, intermediarias e recalcitrantes, o
gue pode exigir uma diferenciacdo no protocolo a ser utilizado para a criopreservacao
(CARVALHO; OTONI, 2010). Portanto, observou-se que hd um grau de umidade em
equilibrio nas sementes considerado como ideal para a criopreservacao, que deve ser
avaliado para cada espécie (HONG; ELLIS, 2003).

As sementes classificadas como ortodoxas devem ser armazenadas com
baixo grau de umidade e sé&o capazes de manter seu vigor em temperaturas abaixo
de zero ndo perdendo sua viabilidade. Para as sementes classificadas como
intermediarias, o grau de umidade critico durante armazenamento pode variar
consideravelmente com a espécie, grau de maturidade e método de extracdo de
sementes e/ou manuseio (ARAUJO, 2015).

Por outro lado, as sementes recalcitrantes requerem elevado grau de umidade
para manter sua viabilidade por um periodo mais longo (SCHORN et al., 2010). Além
disso, a maioria das sementes recalcitrantes € caracterizada pelo tempo curto de
viabilidade apds colheita, estimado em dias ou meses, ou para algumas espécies de
clima temperado, talvez um ano ou dois (BERJAK; PAMMENTER, 2008).

Muitas espécies de maracujazeiro apresentam sementes ortodoxas podendo
ser regeneradas posteriormente sem perder a sua viabilidade como a P. edulis, P.
gibertii, P. suberosa. No entanto, existem as sementes intermediarias que toleram
dessecacdo em niveis relativamente baixos, mas séo danificadas por temperaturas
abaixo de zero quando ndo dessecadas (ELLIS et al., 1990). Além disso, existem as
espécies recalcitrantes que ndo aceitam dessecacdo em um nivel de umidade
suficientemente baixo para permitir seu armazenamento a temperaturas negativas.

Para muitas sementes a capacidade de sobreviver & dessecacéo é o resultado
de adaptacdes que impedem a destruicdo celular durante a perda de agua. A medida

gque uma célula que néo tolera a dessecacao perde agua podem ocorrer varios
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eventos, dentre eles: os solutos tornam-se mais concentrados, ha um aumento da
taxa de produtos quimicos destrutivos, ocorre a cristalizacdo de alguns produtos, ha
alteracdo da forca i6nica e do pH da solucéo intracelular, as proteinas tornam-se
desnaturadas propiciando o rompimento das membranas levando a perda de
compartimentalizacao da célula (KOSTER, 1991).

Existem poucos trabalhos com criopreservacao de sementes de espécies do
género Passiflora, principalmente com espécies silvestres, embora Araujo et al. (2016)
tenha conseguindo obter respostas favoraveis a criopreservagéo para P. mucronata,
P. suberosa e P. edulis. As sementes criopreservadas de P. edulis e P. ligularis
mantiveram altas porcentagens de germinacdo quando dessecadas para 8% de grau
de umidade (OSPINA et al., 2000).

Gonzalez-Benito et al. (2009) trabalhando com germinagdo e resgate de
embrides de sementes criopreservadas de espécies do género Passiflora encontrou
0os melhores resultados com os graus de umidade em torno de 4,5-4,8% para P.
pinnatistipula e P. mollissima e 9% para P. tarminiana resultando em taxas de
germinacao de 84%, 73% e 63%, respectivamente.

Assim, apesar da existéncia de alguns trabalhos sobre a criopreservacéo de
sementes de algumas espécies de maracujazeiro, deve ser ampliado os estudos
buscando avaliar a criopreservacao de mais espécies devido a grande variabilidade

genética do género e sua importancia.

Anéalise multivariada

Para as andlises envolvendo a criopreservacdo de sementes, que é
monitorada por meio dos testes de germinacdo, geralmente sdo utilizadas técnicas
estatisticas que envolvem apenas uma variavel para avaliar a eficiéncia dos
tratamentos. Contudo, o estudo das variaveis separadamente pode acarretar em
informacgdes insuficientes para modelar o fenbmeno biolégico, podendo obter
resultados ndo condizentes com o modelo dos dados.

Sendo assim, 0 uso da andlise multivariada para a avaliagdo de um grande
namero de variaveis simultaneamente faz-se necessario, pois permite avaliar ao
mesmo tempo um conjunto de caracteristicas, levando em consideracdo as
correlacdes existentes entre elas (JOHNSON et al., 2014). Além de que é verificado

na literatura que o uso de diferentes metodologias estatisticas pode auxiliar na selecédo
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mais precisa das caracteristicas utilizadas tendo como destaque a analise de
componentes principais (SANTOS et al., 1995; OLIVEIRA et al., 2006). Essa analise
€ um complemento da analise multivariada e é sugerida para verificar a relacdo entre
as variaveis de interesse no estudo e quais contribuem para uma maior diversidade
dos dados (CRUZ; REGAZZI, 1994).

Observou-se na literatura que, para a cultura do maracujazeiro, a utilizacéo
da andlise de componentes principais ndo foi muito explorada para avaliar
caracteristicas germinativas, no entanto, essa analise estatistica tem sido utilizada
para a selecdo de descritores, como por exemplo na cultura do maméo, cupuacu,
quiabo, cacau e mandioca (ARAUJO et al., 2002; ALVES et al., 2003; OLIVEIRA et
al., 2012).

Consta na literatura que o uso de diferentes metodologias estatisticas pode
auxiliar na interpretacdo mais precisa das avaliacoes realizadas, tendo como destaque
a analise de componentes principais (SANTOS et al., 1995; OLIVEIRA et al., 2006).

Para Cruz et al. (2004) a anélise multivariada de componentes principais
fornece informagbes para a identificagcdo de caracteristicas com maior conteddo
informativo para a descricdo de germoplasma, além de indicar quais caracteres sao
poucos influentes para a variacao total disponivel. Essas premissas sao perfeitamente
adaptadas para o trabalho em questédo. Ainda que a abordagem seja a conservacao,
a germinacao de cada espécie pode ser o diferencial entre elas.

Nesse trabalho essa analise sera aplicada considerando as varaveis utilizadas
para a avaliacdo da germinacdo de sementes criopreservadas das diferentes espécies

de Passiflora.

Morfoanatomia das sementes

O estudo sobre morfoanatomia de frutos e sementes tem atraido a atencéo
de muitos autores para a ampliacdo de trabalhos nessa area por causa da pequena
plasticidade fenotipica que as sementes apresentam em um mesmo grupo
taxondémico.

Os trabalhos que abordam a morfologia de espécies auxiliam nos trabalhos
de taxonomia, nas interpretacdes dos testes de laboratério e em bancos de sementes.

Esses estudos ainda podem contribuir para o entendimento dos mecanismos de
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dispersdo das sementes, sucessao, regeneracao natural e identificacdo botanica da
espécie (PEREZ-CORTEZ et al., 2009).

Alguns autores relatam sobre a variacdo morfologica que existe nas estruturas
superficiais das sementes de diversas espécies do género Passiflora, e que essas
caracteristicas poderiam ser utilizadas como ferramentas para identificacdo
taxondmica do género (MACDOUGAL, 1994; PEREZ-CORTEZ et al., 2002, 2005). No
entanto, ainda sao poucos os trabalhos relacionados a morfoanatomia das sementes
de Passiflora, o que evidencia a necessidade de mais trabalhos a respeito desse
orgao.

Os trabalhos encontrados sobre sementes de Passiflora geralmente séo
baseados na germinacdo e ndo sobre estudos de caracterizagdo morfoanatomica.
Assim como, ndo ha registros de trabalhos para verificar as injarias causadas no
embrido e tegumento apds um procedimento de criopreservacao.

Devido a escassez desses trabalhos, evidencia-se a necessidade de estudos
gue abordem a morfologia externa e interna das sementes desse género (FERREIRA
et al., 2002; ARAUJO et al., 2009; PEREZ-CORTEZ et al., 2009).
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CRIOPRESERVACAO E GERMINACAO DE SEMENTES DE Passiflora spp.

RESUMO: Uma alternativa para a conservacao a longo prazo de sementes de
espécies do género Passiflora € a criopreservacdo, que consiste em armazenar o
material vegetal a temperaturas ultrabaixas em nitrogénio liquido (-196 °C). Para a
obtencéo de resultados eficientes no uso dessa técnica € necessario estabelecer um
contetdo de umidade adequado das sementes e evitar danos celulares pela formacéao
de cristais de gelo. Assim, objetivou-se com esse trabalho desenvolver uma estratégia
de criopreservagdo de sementes de espécies de maracujazeiro e avaliar sua eficiéncia
por meio da avaliacdo da germinacdo das sementes criopreservadas. Foram
coletados frutos maduros de Passiflora coccinea, P. edulis, P. gibertii, P. maliformis,
P. morifolia, P. setacea, P. suberosa e P. tenuifila no BAG da Embrapa Mandioca e
Fruticultura. Foram consideradas sementes ndo dessecadas e dessecadas em silica
gel para posterior imersdo em nitrogénio liquido. Os ensaios foram realizados em
germinador e casa de vegetacdo para avaliacdo da germinacdo. O delineamento
experimental inicial foi em esquema fatorial 2 (sementes dessecadas e né&o
dessecadas) x 2 (temperatura de armazenamento) x 2 (ambiente de semeadura) x 8
(espécies), com 4 repeticdes, sendo cada repeticdo constituida de 25 sementes. Em
um segundo momento realizou-se uma analise por espécie. Foi utilizada a técnica de
componentes principais para entender a importancia e a relagdo das variaveis entre
si. O ambiente de semeadura (germinador ou casa de vegetacao) foi o fator que mais
influenciou todas as variaveis, seguido da temperatura e em escala ainda menor pelo
conteldo de umidade. As espécies que apresentaram oS maiores valores de
emergéncia apds a criopreservacao foram P. edulis (G %=95,0), P. suberosa (G
%=92,0), P. gibertii ( G %=90,5), P. morifolia ( G %=88,5), P. maliformis ( G %=83,5),
P. setacea ( G %=76,0), P. coccinea ( G %=64,0) e P. tenuifila ( G %=36,5). As
variaveis porcentagem de germinacdo, velocidade de germinacdo e sincronia
apresentaram correlacbes positivas e estdo diretamente relacionadas com a
qualidade fisiologica, contribuindo para uma melhor avaliacdo do vigor das sementes.
Sendo assim, é possivel criopreservar sementes das oito espécies estudadas sem a
necessidade de dessecacdo e mantendo seu vigor fisiolégico.

Palavras-chave: Conservacéao; Emergéncia; Nitrogénio; Maracujazeiro
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CRYOPRESERVATION AND SEEDS GERMINATION OF Passiflora spp.

ABSTRACT: An alternative for the long-term conservation of seeds of Passiflora
species is cryopreservation, which consists in the storage of plant material at ultralow
temperatures in liquid nitrogen (-196°C). In order to achieve efficient results with the
use of this technique, it is necessary to establish a suitable moisture content of the
seeds and avoid cellular damages by the formation of ice crystals during freezing.
Thus, the objective of this work was to develop a strategy for cryopreservation of seeds
of passion fruit species and to evaluate their efficiency by the analysis of the
germination behavior of the cryopreserved seeds. Mature fruits of Passiflora coccinea,
P. edulis, P. gibertii, P. maliformis, P. morifolia, P. setacea, P. suberosa and P. tenuifila
were collected in the AGB of Embrapa Cassava and Fruits. Seeds not desiccated and
seeds desiccated on silica gel were considered for subsequent immersion in liquid
nitrogen. Germination tests were carried out in germinator and greenhouse to evaluate
the germination behavior. The initial experimental design was a factorial scheme 2
(desiccated and not desiccated seeds) x 2 (storage temperatures) x 2 (sowing
environment) x 8 (species), with 4 replicates, each repetition consisting of 25 seeds.
In a second moment, one statistical analysis for species was performed. The principal
component analysis technique was used to understand the importance and relation of
the variables to each other. The sowing environment (germinator or greenhouse) was
the factor that most influenced all variables, followed by temperature and, in a smaller
scale, moisture content. The species that presented the highest values of emergence
after cryopreservation were P. edulis ( G %=95.0), P. suberosa ( G %=92.0), P. gibertii
( G %=90.5), P. morifolia ( G %=88.5), P. maliformis ( G %=83.5), P. setacea (G o
%=76.0), P. coccinea ( G %=64.0) and P. tenuifila ( G %=36.5). The variables
germination percentage, germination velocity and synchrony presented positive
correlations and are directly related to the physiological quality, contributing to a better
evaluation of seed vigor. Thus, it is possible to cryopreserve seeds of the eight species
studied without the need for desiccation and with maintenance of their physiological
vigor.

Keywords: Conservation; Emergéncy; Nitrogen; Passifloraceae
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INTRODUCAO

Sao encontradas no Brasil aproximadamente 120 espécies desse género, 0
que permite que o pais seja considerado um dos principais centros de diversidade de
Passiflora, juntamente com a Colémbia, Equador e Peru (FALEIRO et al., 2005;
PEREIRA et al., 2015). Algumas espécies apresentam potencial para serem usadas
no melhoramento genético das espécies comerciais por possuirem caracteristicas
morfoagronémicas como longevidade, melhor adaptacdo as condicbes adversas,
extensos periodos de floracdo, androgin6foros mais curtos, uma maior concentragcao
de componentes quimicos de interesse medicinal, assim como resisténcia a doencas
e pragas (MELETTI et al., 2005; JUNQUEIRA et al., 2006).

Devido a essas caracteristicas de interesse agrondmico das espécies
silvestres para o melhoramento das cultivares comerciais do género Passiflora,
instituicdes de pesquisa de diferentes paises vem desenvolvendo trabalhos com o
objetivo de caracterizar e avaliar essas espécies para melhor direcionar seu uso. Por
outro lado, devido a importancia desse recurso genético, o desenvolvimento de
estratégias de conservacdo também tem sido objeto de varios estudos buscando
abordagens  eficientes  (CERQUEIRA-SILVA et al., 2016; PEREZ;
D’EECKENBRUGGE, 2017).

Uma técnica eficiente e que pode ser uma alternativa para a conservacao de
sementes de espécies do género Passiflora € a criopreservagcdo ou criogenia que
consiste em armazenar o material vegetal a temperaturas ultrabaixas em nitrogénio
liquido (-150°C a -196°C), reduzindo substancialmente o metabolismo celular, os
processos bioguimicos e a deterioracéo bioldgica.

Entretanto, para a obtencéo de resultados eficientes no uso dessa técnica €
necessario estabelecer um grau de umidade adequado, ja que a 4gua que esta dentro
da célula quando submetida a baixas temperaturas pode se expandir formando cristais
de gelo e assim romper a compartimentalizacéo celular, causando danos irreparaveis.
Sendo assim, um dos passos determinantes na criopreservacdo de sementes € a
desidratacéo do material vegetal a ser congelado a fim de garantir a integridade celular
apos o congelamento.

J& existem relatos de criopreservacdo com sementes de espécies do género
Passiflora (MELETTI et al., 2007; VEIGA-BARBOSA et al.,, 2013), mas o grande

namero de espécies e a grande variabilidade existente em relacdo as varias
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estratégias de conservacdo deixa evidente a necessidade de se ampliar esses
estudos para as espécies silvestres da cultura consideradas repositorios de genes
importantes para o0 melhoramento das espécies cultivadas.

Em vista disso, esse trabalho busca ajustar um protocolo de criopreservacéo
para espécies que apresentam comportamento variado em relagéo a sua tolerancia a
dessecacdo. Por outro lado, para que um protocolo seja recomendado se faz
necessario que a avaliacdo do trabalho que o gerou seja eficiente o suficiente para a
corroboracdo dos resultados obtidos e as ferramentas estatisticas usadas, de forma
geral, exploram pouco os resultados alcancados.

Nesse contexto, este trabalho teve por objetivo desenvolver uma estratégia
de criopreservacao de sementes de espécies de maracujazeiro, como também gerar
informacdes relevantes sobre a germinacdo das mesmas apds o congelamento.
Adicionalmente, buscou-se discutir e avaliar as ferramentas estatisticas utilizadas e o
uso da andlise de componentes principais para entender a importancia e a relacéo
das variaveis entre si e qual das espécies apresentam comportamento semelhante

em funcdo do ambiente de germinacao utilizado.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Frutos maduros de Passiflora coccinea Aubl.,, Passiflora edulis Sims,
Passiflora gibertii N.E.Br., Passiflora maliformis L., Passiflora morifolia Mast.,
Passiflora setacea DC., Passiflora suberosa L. e Passiflora tenuifila Killip foram
coletados no Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticultura no
municipio de Cruz das Almas, Bahia, Brasil (12° 40 12 S, 39° 06 07 W, 220 m).

Os experimentos de germinacdo das sementes e de emergéncia de plantulas
foram realizados em camara de germinagdo e em casa de vegetacao,

respectivamente.

Dessecacao e determinacao do grau de umidade das sementes

Para os experimentos realizados foram considerados dois procedimentos
para a obtenc&o do grau de umidade da semente:
a) Em bancada (sementes n&o dessecadas): os frutos foram seccionados

transversalmente e o arilo removido manualmente por meio de friccdo em


http://www.ipni.org/ipni/idPlantNameSearch.do?id=674908-1&amp;back_page=%2Fipni%2FeditSimplePlantNameSearch.do%3Ffind_wholeName%3DPassiflora%2Bcoccinea%26output_format%3Dnormal
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peneira de malha fina e em tecido de algodado. Em seguida, as sementes
foram secas em bancada a sombra sobre papel por 24 horas com
temperatura de 27 + 2°C, obtendo-se o primeiro valor do grau de umidade;
b) Dessecador: o segundo valor do grau de umidade foi obtido quando um
lote de sementes igual foi colocado em dessecador contendo 500 g de
silica gel por 24 horas.
O grau de umidade das sementes foi estimado a partir de trés amostras de 10
sementes cada pelo método de estufa a 105°C, conforme as recomendacfes das
Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009).

A férmula utilizada foi:

. 100(P — p)
Grau de Umidade (%) = P—t
Em que:

P = peso inicial (g)
p = peso final (g)
t = peso da tara do recipiente (Q)

Criopreservagéao

Sementes de cada espécie (210 sementes/espécie), dessecadas em silica gel
e as nao dessecadas, foram colocadas em criotubos de 1,5 ml e imersas diretamente
no nitrogénio liquido (NL+). Apds sete dias de acondicionamento no nitrogénio liquido
a -196°C, as amostras foram descongeladas naturalmente em temperatura ambiente
(25 £ 2°C) por uma hora em bancada no Laboratério de Cultura de Tecidos da
Embrapa Mandioca e Fruticultura. Sementes dessecadas e ndo dessecadas e

mantidas por sete dias em geladeira, foram usadas como controles (Figura 1).

Germinacéo de sementes

A semeadura foi realizada em caixas de acrilico (“Gerbox”) transparentes
(11x11 cm) desinfestadas previamente em alcool 70% contendo duas folhas de papel
mata-borrdo (esterilizado previamente em estufa a 105+3°C por 2 horas) foram
umidificadas com agua deionizada em quantidade igual a massa do papel seco
multiplicada por 2,5. Em seguida, foram colocados em camara de germinacdo com

temperatura alternada de 20°C/30°C, durante 16-8 horas, respectivamente, e no
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escuro. As avaliagGes foram diarias, a partir da semeadura até o inicio da germinacao,
com novas avaliagdes a cada dois dias, até a estabilizacdo da germinacéao.

Foram consideradas germinadas as sementes que apresentavam emissao da
radicula com 2mm. Delineamento inteiramente casualizado, com 4 repeticbes de 25

sementes por caixa Gerbox.

Emergéncia de plantulas

A semeadura foi realizada na casa de vegetacdo em tubetes de 280 cm?
contendo substrato vegetal comercial. As avaliacbes foram diérias, a partir da
semeadura até o inicio da emergéncia, com novas avaliacdes a cada dois dias, até a
estabilizacdo da emergéncia. Foram consideradas emergidas as plantulas com
cotiléedones acima do nivel do substrato.

Apdbs o procedimento do congelamento, descongelamento e emergéncia de
plantulas, foi realizado o acompanhamento do desenvolvimento das plantas
proveniente da criopreservacdo em casa de vegetacao. Delineamento inteiramente

casualizado, com 4 repeticdes de 25 sementes por parcela.
Delineamento experimental e Andlise Estatistica

Inicialmente se utilizou o delineamento experimental inteiramente casualizado
em esquema fatorial 8 x 2 x 2 x 2, sendo o primeiro fator formado pelas espécies, o
segundo fator pelo grau de umidade das sementes (dessecadas em silica gel e ndo
dessecadas), o terceiro pela temperatura de armazenamento (refrigerador e
criopreservacdo) e o quarto pelo ambiente de semeadura (germinador e casa de
vegetacdo), totalizando 64 tratamentos com 4 repeticdes de 25 sementes por parcela
para cada espécie de Passiflora avaliada.

No entanto esse tipo de experimento dificultou a interpretacdo dos resultados
pelo grande numero de interacdes que foi gerado. Com isso foi feito o experimento
fatorial triplo separado para cada espécie sendo o primeiro fator constituido pelo grau
de umidade das sementes (dessecadas em silica gel e ndo dessecadas), o segundo
pela temperatura de armazenamento (refrigerador e criopreservacao) e o terceiro pelo

ambiente de semeadura (germinador e casa de vegetac¢ao), totalizando 8 tratamentos.
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Colheita dos frutos no BAG (8 espécies)

Sementes secadas a sombra sobre papel (24h)

Abertura do fruto e remogao do arilo m

Sementes secadas em dessecador em silica (24h)

Determinagdo do grau de umidade das sementes

Sementes armazenadas em

i refrigerador por 7 dias armazenadas por 7 dias

Sementes imersas em NL e

Pt
Sementes armazenadas em
refrigerador por 7 dias [

Sementes imersas em NL e
armazenadas por 7 dias

o

Amostras descongeladas lentame

Avaliagdo de germinagio de sementes em germinador «@e—

[

nte a 25°C por 1h

el Avaliagdo de emergéncia de plantulas em casa de vegetagio

Figura 1. Figura esquematica da sequéncia metodoldgica desde a colheita dos frutos até as avaliacfes realizadas, considerando

sementes dessecadas e ndo dessecadas.
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Para avaliar a germinagdo das espécies, foram calculadas as seguintes
medidas: a) Germinabilidade ( G %) ou porcentagem de germinagdo (LABOURIAU,
1983); b) Tempo médio de germinacéo ( t (dias)), calculado pela expressao proposta
por Labouriau (1983); c) Velocidade média de germinacdo ( V (plantulas dia-1))

(LABOURIAU, 1970); d) Incerteza (I (bit)), proposta por Labouriau e Valadares (1976);
e) Sincronia de germinacao (Z (bit)) (RANAL; SANTANA, 2006). Essas mesmas
medidas também foram calculadas para a emergéncia de plantulas.

Os dados de germinacdo de sementes e de emergéncia de plantulas foram
submetidos aos testes de normalidade e homogeneidade, e quando necessario os
dados foram transformados para atingir as pressuposicdes da analise de variancia. As
médias dos tratamentos foram submetidas a andlise de variancia (ANOVA) e a
comparacao de médias pelo teste de Scott-knott ao nivel de 5% de significancia.

Foi realizada analise multivariada pelo método dos Componentes Principais
para avaliar a relacdo entre as variaveis estudadas e qual dessas contribuiam de
forma eficiente para a variacédo total disponivel entre as espécies.

As analises foram realizadas com auxilio do programa estatistico R (R CORE
TEAM, 2017) e software SAS® (Statistical Analysis System) (SAS, 2003).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Pode-se observar na Tabela 1, que a espécie P. suberosa apresentou 0s
graus de umidade mais elevados, tanto sem dessecar (10,8%), igual a P. gibertii
(10,8%), quanto nas condicdes de dessecador (7,1%). Os menores valores
encontrados em sementes sem dessecar foram registrados para P. coccinea (7,6%)
seguido de P. edulis (8,1%), P. setacea (8,3%) e P. maliformis (8,5%).

A determinacdo do grau de umidade das sementes € de fundamental
importancia para a identificacdo da qualidade fisiologica ideal para a colheita,
conservagao ou comercializagdo (BARBEDO et al., 1998; SARMENTO et al., 2015),
pois a agua, quando no periodo de formagdo e maturagdo da semente, atua
inicialmente na expansao e divisdo celular e, posteriormente, como difusor para os
produtos fotossintéticos que auxiliaram na composicao dos tecidos da semente ou
serdo armazenados para futura utilizagcdo nas fases iniciais da germinacao.

Para as sementes das diferentes espécies de Passiflora e com vistas a

criopreservacao, o grau de umidade da semente a ser congelada deve ser baixo o
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suficiente para evitar os danos fisicos pela formacéo de cristais, mas precisa garantir
a posterior germinacao pés-congelamento. Os resultados obtidos nas duas condi¢cfes
avaliadas neste trabalho, sementes dessecadas e sementes ndo dessecadas,
mostraram diferencas significativas entre as duas condi¢cdes, onde o uso da silica foi
capaz de promover uma retirada de agua muito maior das sementes para todas as
espécies avaliadas. Essa reducdo no grau de umidade variou em torno dos 40% a

quase 70% a depender da espécie.

Tabela 1. Grau de umidade das sementes de maracujazeiro (Passiflora spp.)
submetidas a dessecacao em silica gel.

Grau de umidade das sementes (%)

Espécie

Nao dessecadas Dessecadas
P. coccinea 7,6 +0,15d 3,4 +0,40d
P. edulis 8,1 +0,08c 3,6 £ 0,08d
P. gibertii 10,8 £ 0,1a 6,4+1,19b
P. maliformis 8,5+ 0,20c 4,8 +0,15c
P. morifolia 10,7 + 0,44b 5,4 +£0,18c
P. setacea 8,3+0,13c 3,9 £ 0,40d
P. suberosa 10,8 £+ 0,17a 7,1 £0,38a
P. tenuifila 9,8 £0,12b 6,0 £0,14b

Médias seguidas pelas mesmas letras minldsculas nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Scott-knott a 5% de significancia.

As espécies que apresentaram os graus de umidade mais baixos quando
dessecadas por 24 h foram P. coccinea (3,4%), P. edulis (3,6%) e P. setacea (3,9%),
e 0s maiores valores foram para P. suberosa (7,1%), seguida de P. gibertii (6,4%) e
de P. tenuifila (6,0%). As sementes que foram dessecadas apresentaram menor grau
de umidade quando comparadas com as nao dessecadas.

Na Tabela 2 encontram-se as porcentagens de sobrevivéncia de sementes
dessecadas e néo dessecadas, nas duas formas de conservacdo avaliadas, a

criopreservacao e o refrigerador.
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Tabela 2. Taxa de sobrevivéncia de sementes de maracuja (Passiflora spp.)
submetidas a diferentes graus de umidade (dessecadas e ndo dessecadas) e

temperaturas (criopreservacgao e refrigerador).

Espécies Criopreservacgao Refrigerador
Dessecada Na&ao dessecada Dessecada Nao dessecada
P. coccinea 71 cA 72 bA 67 bA 67 bA
P. edulis 99 aA 95 aA 93 aA 94 aA
P. gibertii 95,5 aA 95,5 aA 98 aA 93 aA
P. maliformis 82,5 bA 77 bA 91 aA 88 aA
P. morifolia 81 bA 91 aA 76 bA 81 bA
P. setacea 80 bA 90 aA 90 aA 91 aA
P. suberosa 90,5 aA 97 aA 98 aA 97 aA
P. tenuifila 44 dB 79 bA 51cB 77 bA

Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas nas colunas e mailsculas nas linhas, para cada
temperatura, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de F a 5% de significancia.

Com excecdo de P. tenuifila, que tolerou menos a dessecacédo, 0s graus de
umidade das sementes para as espécies de maracujazeiro desse trabalho néo
afetaram o desempenho fisiolégico das sementes apds a criopreservacdo ou a
conservacdo em refrigerador. Essa mesma espécie apresentou porcentagens de
germinacao/emergéncia mais baixas, tanto para criopreservacdo quanto para
refrigerador, indicando a necessidade de ajustes para melhorar seu desempenho,
considerando essas formas de conservagao.

Todas as espécies suportaram bem o congelamento, deixando evidente com
esses resultados, que a criopreservacdo é uma alternativa viavel de conservacao a
longo prazo para elas. As melhores taxas de sobrevivéncia foram registradas para P.
edulis, P. gibertii e P. suberosa.

Apesar dos resultados sugerirem que ambos os métodos sdo recomendados
para essas especies é preciso considerar que a criopreservacao promove a parada
quase total do metabolismo e por isso é considerada uma estratégia de conservacao
a longo prazo. O tempo de 7 dias estabelecido neste trabalho ndo é suficiente para
permitir uma comparacéao entre as duas condi¢des de conservacéo propostas, mas 0s
resultados podem ser considerados promissores para a criopreservacao, ja que esse

tempo estabelecido € suficiente para a obtenc¢édo do congelamento total dos tecidos.
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Ensaios de germinacao e de emergéncia das sementes criopreservadas

Entender o comportamento dessas sementes ap0s a criopreservacao €
relevante e gera informacdes importantes para 0os ensaios de regeneracao, uma etapa
fundamental na conservacao de sementes, independente da estratégia a ser utilizada,
além de gerar subsidios para melhorias no protocolo utilizado.

Inicialmente, realizou-se uma ANOVA preliminar para verificar a influéncia dos
fatores avaliados a seguir: espécies, grau de umidade (sementes dessecadas e
sementes ndo dessecadas), ambiente de semeadura (germinador e casa de
vegetacao) e temperatura de armazenamento (criopreservacao e refrigerador) como
também a existéncia de interacdo entre os mesmos (APENDICE A).

Pela andlise de variancia foi observado que os fatores isolados e suas
interacdes apresentaram significAncia para a variavel porcentagem de germinacao.
Notou-se interacdo significativa para os fatores espécies*grau de umidade,
espécies*ambiente de semeadura e espécies*temperatura de armazenamento,
mostrando que as espécies de maracujazeiro estudadas nesse trabalho sofreram
influéncia na germinagéo/emergéncia em funcao do grau de umidade das sementes,
ambiente de semeadura e da temperatura de armazenamento em que foram
acondicionadas. Por outro lado, notou-se interagéo tripla significativa apenas para
espécies*grau de umidade*ambiente e interacdo quadrupla para espécies*grau de
umidade*ambiente*temperatura.

A constatacdo de que essas interacdes sao significativas deixa evidente a
relacdo de dependéncia entre os fatores, o que é uma informacao de maior interesse
do que a analise de um fator por vez, pois mostra a influéncia dessa relacéo sobre a
variavel que esta sendo avaliada. No entanto, essas interacdes, quando tratamos de
eventos bioldgicos e quando considera o desdobramento de trés ou mais fatores, séo
de extrema complexidade e quase impossiveis de serem explicadas. Assim que, 0
detalhamento dessa interacdo com a finalidade de gerar informacdes aplicadas quase
nunca é possivel, principalmente na biologia celular.

Na analise fatorial os tratamentos séo constituidos por todas as combinacdes
entre os niveis dos fatores, e com isso tem-se um grande nimero de tratamento o que
torna a analise mais trabalhosa. A medida que aumenta o nimero de niveis de cada

fator aumenta também a dificuldade de interpretar os resultados.
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Sendo assim, realizou-se uma ANOVA separada para cada espécie
diminuindo o numero de fatores e facilitando a interpretacédo e analise dos dados neste
trabalho (APENDICE B).

A partir dessa analise e considerando as variaveis medidas, foi possivel ver
quais fatores influenciaram mais cada variavel em cada uma das espécies estudadas,
gerando informacdes importantes e aplicadas para o desenvolvimento do protocolo
gue se busca neste trabalho.

De uma forma geral o ambiente de semeadura (germinador ou casa de
vegetacao) foi o fator que mais influenciou as variaveis nas espécies, seguido da
temperatura e em escala ainda menor pelo grau de umidade. Poucos casos de
interacdo entre ambiente*temperatura ou ambiente*grau de umidade foram
registrados.

Para a porcentagem de germinacgédo (G %) o ambiente foi significativo para P.
coccinea, P. gibertii, P. setacea, P. morifolia, P. suberosa e P. tenuifila. O grau de
umidade, ou seja, a semente estar dessecada ou ndo so foi significativo para a variavel
germinacao em P. tenuifila.

O tempo médio de germinacao ( t) foi igualmente influenciado pelo ambiente
nas mesmas espécies mencionadas acima e ainda para P. edulis. A temperatura
influenciou para P. suberosa e P. tenuifila. A Unica interacdo detectada para essa
variavel foi entre o grau de umidade e ambiente em P. tenuifila. O tempo médio é
calculado como a média ponderada de germinacédo, utilizando-se como pesos de
ponderacdo o niumero de sementes germinadas nos intervalos de tempo estabelecido.
Essa variavel € importante, uma vez que se tem ideia do intervalo de tempo, apés a
instalagdo do experimento, em que se obteve o nimero maximo de sementes
germinadas ou de plantulas emergidas. Corresponde a média necessaria para um
conjunto de sementes germinarem (RANAL et al., 2006).

A velocidade média de germinacédo ( V) foi influenciada pelo ambiente em
todas as espécies estudadas, pelo grau de umidade em P. gibertii e pela temperatura
em P. tenuifila. Para essa variavel a interacdo entre grau de umidade e ambiente foi
registrada para P. gibertii, P. setacea e P. tenuifila.

A velocidade média de germinacdo que € um coeficiente que mensura a
guantidade de sementes germinadas em um determinado tempo, uma vez que € o
reciproco do tempo médio de germinacdo (CZABATOR, 1992), indica que quanto

maior o tempo médio de germinacdo menor sera o valor da velocidade média. De
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acordo com Santana e Ranal (2000), tempo médio e a velocidade média sao duas
grandezas inversamente proporcionais.

No que se refere a incerteza (| ) e a sincronia (z) o ambiente influenciou P.
coccinea, P. edulis, P. maliformis, P. morifolia, P. suberosa e P. tenuifila. A
temperatura foi significativa para a variavel incerteza em P. tenuifila e influenciou a
sincronia em P. suberosa. Considerando que a concentracdo maxima da germinacao
no tempo ocorreria quando (1) for igual ou préximo de zero, as espécies P. coccinea,
P. maliformis e P. tenuifila apresentaram elevados valores para a essa variavel (1,103
< | < 2,368 bits), mostrando que nessa escala de grandeza, a frequéncia de
germinacao foi baixa num mesmo intervalo de tempo, podendo-se inferir que o
processo € assincrono.

A incerteza depende da amplitude de variacdo do tempo entre a primeira e a
dltima germinacdo ou emergéncia, quanto maior a amplitude de tempo necesséria
para que 0 processo ocorra, mais baixos serdo os valores de frequéncia relativa de
germinacgdo ou emergéncia em cada observacdo e maior sera o valor de (1), indicando
o espalhamento do processo no tempo e a menor chance de sincronia.

Esses resultados nos permitem fazer uma avalicdo por espécie, identificando
0 que cada uma delas demanda para ser conservada, seja em condi¢cdes de
refrigerador ou em criopreservacao.

O indice de sincronia avalia o0 grau de sobreposicdo de
germinacao/emergéncia entre individuos de uma populagdo mostrando o quanto duas
OuU mais sementes germinam ao mesmo tempo, considerando valores proximos de 1
(sincrénico) e valores proximos de 0 assincrénico (RANAL et al., 2006). O valor da
medida de sincronia s6 é produzido quando a germinacdo de sementes ou a
emergéncia de plantulas séo simultaneas. Valores baixos e mais proximos de zero,
indicam falta de sobreposicdo da germinacdo das sementes e emergéncia de
plantulas no tempo, ou seja, mostra assincronia dos processos.

As espécies que apresentaram alta sincronia em germinador foi P. edulis
(1,000) e P. suberosa (0,686) evidenciando homogeneidade na germinacéo (Tabela
3). As espécies P. coccinea e P. maliformis tiveram baixa sincronia em casa de

vegetacao com valores z= 0,041, z= 0,235, respectivamente.
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Como mencionado acima, o fator ambiente foi 0 que mais influenciou os
resultados e ficou evidente que o germinador promoveu os melhores resultados para
todas as variaveis e em todas as espécies (Tabela 3).

Tabela 3. Valores médios de germinacao ( G %), tempo médio ( t), velocidade média

(V), incerteza (1) e sincronia (z) para sementes de espécies de maracujazeiro

(Passiflora spp.) em dois Ambientes (Germinador e Casa de Vegetacao).

Variavei Ambientes
anavets Germinador Casa de Vegetacéo

P. coccinea

G% 72,250 a 64,000 b

t (dias) 20,537 a 30,002 b

V (plantulas dia-?) 0,050 a 0,033 b

I 1,451 a 2,368 b

z 0,377 a 0,041 b
P. edulis

t (dias) 7,017 a 16,241 b

V (plantulas dia-1) 0,142 a 0,062 b

I 0,000 a 1,208 b

z 1,000 a 0,479 b
P. maliformis

V (plantulas dia-t) 0,078 a 0,065 b

I 1,103 a 1,752 b

z 0,453 a 0,235b
P. suberosa

G % 96,500 a 92,000 b

t (dias) 8,390 a 18,188 b

V (plantulas dia-) 0,120 a 0,055 b

I 0,592 a 1,988 b

z 0,686 a 0,243 Db

Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas nas colunas nao diferem estatisticamente entre Si
pelo teste de F a 5% de significancia. G %: germinacdo de sementes; { : tempo médio de germinacao;
V : velocidade média de germinacao; | : incerteza; Z: sincronia.

Entretanto é preciso avaliar melhor qual a implicacdo pratica desse fator. O
ambiente se refere ao que foi utilizado para germinar/emergir as sementes apos terem
sido submetidas, ou ao refrigerador (4°C) ou a criopreservacao (-196°C), que se
constituiu ou em uso de germinador, quando se mediu a porcentagem de germinagao
ou casa de vegetacdo, quando se mediu a emergéncia de plantulas.

A germinacdo em condicbes de germinador tem uma aplicacdo pratica em
ensaios experimentais, o que € relevante quando se pensa em estudos sobre o

comportamento germinativo de espécies vegetais. Entretanto, o que vai ser o
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indicativo da sobrevivéncia € a emergéncia em casa de vegetacdo, que simula de
forma mais proxima ao real, as possibilidades germinativas da espécie apos o
procedimento de conservacao.

Entre a criopreservacdo e a conservacdo no refrigerador (Tabela 4), os
resultados mostraram que para a maioria das espécies ndo ha diferenca, ainda que
para P. suberosa, a porcentagem de germinacdo, tempo médio e a sincronia
obtiveram os melhores resultados no refrigerador, enquanto para P. tenuifila o tempo
de germinacdao, a velocidade média e a incerteza apresentaram resultados superiores
nas sementes criopreservadas. Entretanto esses resultados precisam ser avaliados
considerando o tempo em que as sementes foram mantidas em refrigerador, que foi

de apenas 7 dias.

Tabela 4. Valores médios de germinacéao ( G %), tempo médio ( t), velocidade média

(V), incerteza (1) e sincronia (z) para sementes de espécies de maracujazeiro

(Passiflora spp.) em diferentes temperaturas (Criopreservacéo e Refrigerador).

. Temperaturas
Variaveis . ~ .

Criopreservacao Refrigerador

P. suberosa
G% 92,500 b 96,000 a
t (dias) 13,750 b 12,828 a
z 0,399 b 0,529 a

P. tenuifila
t (dias) 25,969 a 31,665 b
V (plantulas dia-t) 0,044 a 0,036 b
I 1,533 a 2,043 b

Médias seguidas pelas mesmas Ietras_minusculas nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste de F a 5% de significancia. G %: germinacéo de sementes; { : tempo médio de germinacio;
V : velocidade média de germinacao; | : incerteza; Z: sincronia.

Por outro lado, quando se avalia o efeito do grau de umidade para o
comportamento dessas espécies ap0s a conservacao em refrigerador ou nitrogénio
liguido (NL+) se tem uma informacdo de extrema relevancia e que pode facilitar de
forma significativa o protocolo de criopreservacao. Os resultados apresentados aqui
deixam evidente que ndo ha necessidade de dessecacdo das espécies avaliadas,
ainda que uma interacao entre o grau de umidade e a temperatura foi observada para

P. edulis, mas que indicou apenas que as sementes dessecadas tiveram um
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desempenho menor no refrigerador, ainda que inexpressivo, ja que foi acima de 90%
(Tabela 5).

Tabela 5. Valores médios de germinacéao ( G %) de sementes de P. edulis em

funcdo do grau de umidade e temperatura.

Grau de umidade

Temperatura Dessecada N&o dessecada
Criopreservacgao 99,0000 aA 93,5000 aB
Refrigerador 92,0000 bA 96,0000 aA

Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas nas linhas e mailusculas nas colunas nédo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de F a 5% de significancia.

Analisando a interagéo entre o grau de umidade e ambiente de semeadura ha
espécie P. morifolia para a variavel germinacdo (Tabela 6), observou-se que as
sementes dessecadas e em ambiente de casa de vegetacdo ( G %= 91,00)
mostraram-se superiores as que vieram do ambiente germinador ( G %= 72,50). Por
outro lado, ndo ha diferenca entre sementes ndo dessecadas quando comparadas

nos dois ambientes de semeadura.

Tabela 6. Valores médios de germinacgéao ( G %) de sementes de P. morifolia em

funcdo do grau de umidade e ambiente.

Grau de umidade

Ambiente

Dessecada N&o dessecada
Germinador 72,5000 bB 86,0000 aA
Casa de vegetacao 91,0000 aA 88,5000 aA

Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas nas colunas e mailsculas nas linhas néo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de F a 5% de significancia.

Considerando ainda a interagédo entre ambiente de semeadura e temperatura
em P. setacea, ndo houve diferenca estatistica no germinador entre as duas
temperaturas (Tabela 7). Ja em casa de vegetacdo, as sementes em refrigerador

obtiveram maiores valores de germinacao do que as criopreservadas.

Tabela 7. Valores médios de germinacgéo ( G %) de sementes de P. setacea em

funcdo de ambiente e temperatura.

Ambiente
Germinador Casa de vegetacao
Criopreservacgao 91,0000 aA 65,0000 bB

Temperatura




51

Refrigerador 90,5000 aA 76,0000 aB

Médias seguidas pelas mesmas letras minUsculas nas colunas e mailsculas nas linhas ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de F a 5% de significancia.

Outra interagcdo observada foi para a varidvel velocidade média de
germinacao entre os fatores grau de umidade*ambiente para as espécies P. gibertii,
P. setacea e P. tenuifila (Tabela 8). Observou-se para as sementes dessas trés
espécies, quando dessecadas, que o ambiente germinador mostrou os melhores
valores quando comparadas com o0 ambiente de casa de vegetacdo. Para as
sementes ndo dessecadas, do mesmo modo que as dessecadas, o ambiente
germinador foi superior a casa de vegetacao.

Para as sementes de P. gibertii, o ambiente germinador propiciou maior
velocidade na germinacdo quando as sementes eram dessecadas ( V = 0,1026).
Contudo, em casa de vegetacdo ndao houve diferenca estatistica para o grau de
umidade das sementes. Para as sementes da espécie P. setacea quando né&o
dessecadas e em ambiente germinador, demonstrou as maiores velocidades de
germinacao ( vV = 0,1034) quando comparadas com as dessecadas ( V = 0,0925). Em
casa de vegetacdo nao houve diferenca estatistica entre as sementes dessecadas e
nao dessecadas.

Por outro lado, a espécie P. tenuifila ndo demonstrou diferencas significativas
para o grau de umidade em ambiente germinador, mas divergiram quando

comparadas em casa de vegetacao (Tabela 8).

Tabela 8. Valores médios de velocidade de germinacdo ( V) para sementes de P.

gibertii, P. setacea e P. tenuifila em funcédo do grau de umidade e ambiente.

Grau de umidade

Ambiente

Dessecada Nao dessecada
P. gibertii
Germinador 0,1026 aA 0,0808 aB
Casa de vegetacao 0,0701 bA 0,0675 bA
P. setacea
Germinador 0,0925 aB 0,1034 aA
Casa de vegetacao 0,0337 bA 0,0333 bA
P. tenuifila
Germinador 0,0517 aA 0,0543 aA
Casa de vegetacao 0,0310 bA 0,0242 bB

Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas nas colunas e mailsculas nas linhas, para cada
espécie, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de F a 5% de significancia.
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Trabalhos realizados com espécies da familia Passifloraceae analisaram
algumas das variaveis abordadas aqui. Meletti et al. (2007) trabalhando com
criopreservacdo de sementes de seis acessos de maracujazeiro, praticamente nao
observou germinacdo aos sete dias apds a semeadura para sementes de P. edulis
dessecadas ou nao, contrastando com os resultados obtidos neste trabalho, no qual
essa espécie teve uma elevada germinagdo aos sete dias. Provavelmente essa
diferenca nos resultados deve-se as diferencas nas condi¢des usadas no germinador,
pois esses autores ndo especificaram quais foram essas condi¢cdes. Esses autores
obtiveram taxas de germinagdo que variaram de 44,2 a 100% com um grau de
umidade de 20% para diferentes gendtipos de P. edulis quando acondicionados em
nitrogénio liquido por 10 dias e posteriormente avaliadas em germinador. Por outro
lado, a emergéncia em viveiro para as sementes criopreservadas variaram de 12,3 a
16,6% para os diferentes gendétipos de P. edulis.

Cardoso (2009), afirma que estudos da dependéncia térmica da germinacao
como também da acao de fatores ambientais, como luz e agua, tém mostrado que em
condi¢cdes desfavoraveis a distribuicdo da germinacdo ao longo do tempo pode
provocar desuniformidade, induzindo a germinacdo mais aleatéria e menos
sincronizada.

A determinacdo das condicbes adequadas a germinacdo de determinada
espécie é importante devido a divergéncia de respostas que as sementes podem
apresentar em detrimento do volume de agua, luz, temperatura e oxigénio (PAIVA et
al., 2017). Por isso, o conhecimento das condicbes ideais para a germinacdo €&
importante na padronizacdo dos testes em diferentes laboratorios, evitando
discrepancias entre os resultados (MARCOS FILHO, 2015) e, como ja comentado
anteriormente, a importancia dos resultados encontrados em condicdes de
germinador nesse trabalho.

A dessecacdo das sementes ndo gerou efeitos negativos na qualidade
fisiologica, ja que se verificou alta germinabilidade das mesmas mesmo apods a
criopreservacdo. Para as espécies avaliadas, observou-se tolerancia a dessecacao,
tendo uma alta germinabilidade mesmo quando a umidade foi reduzida para 3,4%
(Tabela 1).

Martins et al. (2009) estudando a conservacao de sementes de ipé-roxo em
nitrogénio liqguido observou que as sementes dessecadas a valores de grau de

umidade de 12,5%, 8,4% e 4,2% mantiveram seu desempenho fisioldégico apds serem
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imersas em nitrogénio liquido por 120, 240 e 360 dias. No entanto, sementes
dessecadas a valores de grau de umidade de 18,3% provocou um declinio na
germinacao, indicando acao prejudicial a conservacao das sementes.

Chandel et al. (1995), trabalhando com a dessecacéo e a sensibilidade ao
congelamento de sementes das espécies Camellia sinensis (L.) O. Kuntze,
Theobroma cacao L. Artocarpus heterophyllus Lamk, afirmam que ocorre um
decréscimo do percentual germinativo apos a criopreservacéo devido a sensibilidade
de algumas sementes ao frio, caracterizado por injarias durante o periodo de
armazenamento. Esse decréscimo nao foi observado nesse trabalho com as espécies
avaliadas. Para algumas espécies a taxa de germinacao foi aumentada devido ao
processo de dessecacao e criopreservacao das sementes (Tabela 5).

Houve interacao significativa dos fatores grau de umidade*ambiente para a
variavel tempo médio de germinacdo em P. tenuifila. Observou-se que as sementes
dessecadas necessitaram de menos tempo para germinar ( t = 20 dias) que em casa
de vegetacao (i = 33 dias) (Tabela 9). Do mesmo modo, as sementes ndo dessecadas

germinaram com menos tempo (f = 18 dias) que em casa de vegetacao (t = 42 dias).

Tabela 9. Valores médios de tempo médio de germinacéo (t) para as sementes de P.

tenuifila em fungéo do grau de umidade e ambiente.

Grau de umidade

Ambiente Dessecada N&o dessecada
Germinador 20,0610 aA 18,7378 aA
Casa de vegetacao 33,5872 bA 42,8848 bB

Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas nas colunas e mailsculas nas linhas, para cada
espécie, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de F a 5% de significancia.

Finalmente, apesar das relevantes informacfes que foram obtidas por meio
da analise de variancia realizada por espécie, os resultados obtidos ndo foram
suficientes para mostrar o comportamento de similaridade entre as espécies, como
também n&o foi possivel mostrar a relagéo entre as variaveis estudadas. Com base
nisso, realizou-se uma analise multivariada para verificar a relagdo entre as espécies

e as variaveis e quais variaveis sdo realmente relevantes nesse estudo.

Analise de Componentes Principais

Como forma de complementar as analises que ja foram realizadas, utilizou-se

um estudo dos componentes principais, que foi avaliado pela porcentagem de
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variancia total explicada pelos componentes (MUNIZ et al., 2014) com o intuito de
entender as relacdes entre as variaveis e as espécies dentro dos fatores.

As espécies foram distribuidas ao longo dos eixos dos componentes
principais, sendo que quanto mais proxima as espécies das variaveis, maior é a
relacdo existente entre elas. Ao passo que as espécies mais distantes das variaveis
sao as mais divergentes.

O componente principal 1 (PC1) esta representado pelo eixo das abscissas e
com isso as varidveis que se localizam na parte positiva do eixo sdo as mais
associadas ao primeiro componente, isto é, sdo as varidveis que apresentam
coordenada positiva em relacdo ao eixo das abscissas, enquanto as variaveis
localizadas na parte negativa sdo as menos associadas a esse componente.

Na Figura 2A é possivel observar, por meio do biplot, que os componentes
PC1 (88,1%) e PC2 (9,93%) explicam 98,03% da variagdo dos dados para as
sementes dessecadas, sendo as variaveis que mais contribuiram foram velocidade
meédia, tempo médio e sincronia com 22,25, 21,19 e 20,2%, respectivamente. Ja para
as sementes ndo dessecadas (Figura 2B), os componentes PC1 (85,43%) e PC2
(12,35%) conseguiram explicar 97,78% da variacdo total dos dados, e as variaveis
gue mais conseguiram contribuir foram velocidade média, porcentagem de
germinacao e tempo médio com 21,89, 20,66 e 19,82%, respectivamente.

Cruz e Regazzi (1994) explicitam que em estudos dessa natureza, € desejavel
gue a variancia acumulada nos dois primeiros componentes principais exceda os 70
a 80%, o que foi observado nesse trabalho e mostra que nessa condicao, a distorcdo
das coordenadas no grafico (Figuras 2, 3 e 4), cujos eixos sdo 0S componentes
principais, foi considerada aceitavel e as inferéncias no estudo podem ser
consideradas satisfatérias (CRUZ; REGAZZI, 1994).

Observou-se que os vetores das variaveis porcentagem, velocidade média e
sincronia apresentaram mesmo sentido, indicando que essas varidveis estdo
correlacionadas positivamente. Por outro lado, as variaveis incerteza e tempo médio
apresentaram sentido contrario a essas variaveis, mostrando que séo inversamente
proporcionais a elas para todos os fatores analisados (Figuras 2, 3, 4). Assim, infere-
se que a medida que a germinagcdo apresenta maior sincronia, a incerteza tende a
diminuir, assim como, quanto maior a velocidade de germinac¢do, menor seré o tempo

médio para as sementes germinarem.
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Considerando a temperatura de conservagdo, a variagao total nos dois
primeiros componentes principais para criopreservacgao (Figura 3A) explicam 97,17%,
sendo que para o PC1 a variacao foi de 84,28% e para o PC2 foi de 12,89%. As
variaveis que mais contribuiram para essa variacédo foram velocidade média, tempo
médio e sincronia contribuindo com 22,38, 21,19 e 19,24%, respectivamente. Por
outro lado, a contribuicdo da temperatura do refrigerador para a variagao dos dados
nos dois primeiros componentes principais foi de 98,64%, onde o PC1l e PC2
contribuiram com 89,42 e 9,22%, respectivamente. As variaveis que tiveram uma
maior contribuicdo para essa variabilidade dos dados foram as mesmas que em
criopreservacao (velocidade média, tempo médio e sincronia) contribuindo com 21,82,
20,19 e 19,87%, respectivamente.

Na Figura 4A encontra-se a analise de componentes principais para o fator
ambiente de semeadura, onde a analise mostrou que o PC1 e PC2, no total,
corresponderam a aproximadamente 96,99% da variacdo dos dados, com
contribuicbes de 76,4 e 20,59%, respectivamente para ambiente germinador. As
variaveis que mais contribuiram novamente foram velocidade média, tempo médio e
sincronia com 24,86, 21,54, 18,98%, respectivamente.

Para casa de vegetacdo (Figura 4B) o PC1l (87,25%) e PC2 (11,05%)
conseguiram explicar 98,3% da variacao total dos dados, sendo as variaveis que mais
contribuiram foram velocidade média (21,37%), tempo médio (21,30%) e incerteza
(20,22%).

No caso especifico desse trabalho, cujo objetivo final é criopreservar
sementes dessas espécies de Passiflora, mantendo sua viabilidade, essas
correlagbes obtidas com as percentagens de germinacdo sao fundamentais para a
consolidacdo de um protocolo que possa atender a varias espécies.

As analises de componentes principais permitiram destacar quais as variaveis
forneceram mais informacgodes para o entendimento da germinagéo das sementes das
espécies estudadas, onde essa ferramenta demonstrou ser importante nos trabalhos
que visam avaliacdo da germinacdo de sementes. Além disso, essas analises
permitiram uma visdo mais integrada do que foi avaliado, deixando evidente que é
possivel a obtencdo de um protocolo basico de criopreservagdo para espécies do

género Passiflora.
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CONCLUSOES

Sementes de maracujazeiro das espécies estudadas sdo tolerantes a
dessecacdo e mantém sua viabilidade mesmo com grau de umidade reduzido abaixo
de 4%;

As sementes das espécies estudadas de maracujazeiro podem ser
crioconservadas sem a necessidade de dessecacdo e mantendo sua qualidade
fisioloégica apds o congelamento;

O ambiente germinador proporcionou as maiores porcentagens de
germinacdo, mas tem aplicagdo restrita as condicdes experimentais. Os resultados
obtidos em casa de vegetacdo permitem de forma mais aplicada, uma previsao de
emergéncia em condi¢des naturais;

Considerando o conjunto de andlises realizado, as espécies que
apresentaram o melhor desempenho germinativo apos a criopreservacao foram P.
edulis, P. gibertii e P. suberosa, P. morifolia e P. maliformis;

P. tenuifila apresentou a menor taxa de sobrevivéncia apés a criopreservagao
e um comportamento de padrbes diferentes, considerando os fatores e as variaveis
avaliadas nesse trabalho;

As variaveis porcentagem, velocidade e sincronia apresentaram correlacées
positivas e estdo diretamente relacionadas com a qualidade fisiolégica, contribuindo
para uma melhor avaliacdo do vigor das sementes;

A espécie P. edulis apresentou uma alta relacdo com as varidveis sincronia,
velocidade e percentagem para os diferentes fatores analisados, diferentemente de
P. tenuifila que obteve uma relagcdo com tempo médio e incerteza;

A andlise de componentes principais proporcionou uma interpretacao
multivariada dos resultados, mostrando como as espécies estao relacionadas de
acordo com as diferencas nas variaveis analisadas;

A anélise de componentes principais auxiliou o entendimento das relagdes
das variaveis e das espécies de maracujazeiro;

Os resultados obtidos demonstram a facilidade com que o sistema
multivariado permite extrair informacdes relevantes a partir de uma matriz de dados,

com discriminacdo das espécies e das variaveis.
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MORFOANATOMIA DE SEMENTES DE Passiflora spp.

RESUMO: Vérias espécies de Passiflora tém sido objeto de estudos em funcédo de
sua importancia econdmica e nutricional, bem como suas propriedades farmacéuticas.
Considerando-se que frutos e sementes exibem pequena plasticidade fenotipica,
alguns pesquisadores tém se dedicado a ampliar os estudos sobre morfoanatomia
desses oOrgaos. Aliado a esses estudos, a conservacdo desse germoplasma é
fundamental para preservacdo dos recursos genéticos dessas espécies. Uma
alternativa é a criopreservacgao, ainda que esse processo possa provocar crioinjarias
devido a imersdo das sementes em temperaturas ultrabaixas (-196°C). Ndo ha
registros de trabalhos para verificar as injurias causadas no embrido e tegumento apos
um procedimento de criopreservacdo em sementes de espécies desse género. Assim
este trabalho teve como objetivo realizar a caracterizacdo morfoanatbmica das
sementes de Passiflora spp. bem como, verificar as possiveis crioinjarias nos tecidos
apos os procedimentos de criopreservacdo. Foram utilizadas sementes de frutos
maduros das espécies: P. coccinea, P. edulis, P. gibertii, P. maliformis, P. morifolia,
P. setacea, P. suberosa e P. tenuifila coletadas no BAG de Maracuja da Embrapa
Mandioca e Fruticultura, Cruz das Almas. Foram avaliadas caracteristicas biométricas:
comprimento (mm), largura (mm) e espessura (mm), forma da base, apice, esculturas
presentes no corpo e margem. Lotes de sementes de cada espécie foram colocadas
em criotubos e imersas diretamente no nitrogénio liquido, ap0s sete dias de
acondicionamento das sementes foi feito a microscopia eletronica de varredura do
tegumento e anatomia das estruturas internas. As sementes apresentaram grandes
variagbes nas medidas biométricas com valores médios de 4,63 mm para
comprimento, 3,28 mm para largura e 1,51 mm para espessura. As espécies que
apresentaram as maiores sementes foram P. edulis com 5,83 mm de comprimento e
4,20 mm de largura e P. morifolia com 1,94 mm de espessura. Foram observados seis
tipos de ornamentacdes: reticulada para a espécie P. coccinea, finamente reticulada
para P. edulis, reticulada foveolada para P. gibertii e P. setacea, reticulada alveolada
para P. maliformis e P. tenuifila, grosseiramente reticulada para P. morifolia e
reticulada falsifoveolada para P. suberosa. Foi possivel verificar que algumas
sementes sofreram rupturas no tegumento devido ao acondicionamento no nitrogénio
liquido, porém com profundidade limitada, ndo provocando danos fisiolégicos ao
embrido e endosperma. A criopreservacao das sementes na presenca do tegumento
oferece uma protecdo maior, reduzindo significativamente as crioinjurias causadas ao
embrido e até mesmo evitando contaminagcBes externas e danos decorrentes da
manipulacdo e exposicdo a temperatura extrema. A criopreservacdo pode ser
promissora para a conservacao de sementes a longo prazo.

Palavras-chave: Anatomia; Maracuja; Injaria; Tegumento.
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MORPHANATOMY OF SEEDS OF Passiflora spp.

ABSTRACT: Several species of Passiflora have been object of studies due to their
economic and nutritional importance, as well as their pharmaceutical properties.
Considering that fruits and seeds present little phenotypic plasticity, some researchers
have dedicated themselves to expand the studies on morphanatomy of these organs.
In addition to these studies, the conservation of this germplasm is fundamental for the
preservation of the genetic resources. An alternative is cryopreservation, although this
process may provoke cryoinjury due to the immersion of the seeds in ultralow
temperatures (-196 ° C). There are no records of studies verifying the injuries caused
in the embryo and integument after cryopreservation procedure in seeds of species of
this genus. Thus, this work aimed to perform the morphological seed analysis of eight
Passiflora species as well as to verify possible cryoinjuries in tissues after
cryopreservation procedures. Seeds from mature fruits of the species:
cryopreservation. We used seeds from mature fruits of the following species:

P. coccinea, P. edulis, P. gibertii, P. maliformis, P. morifolia, P. setacea, P. suberosa
and P. tenuifila collected in the Passion Fruit BAG of Embrapa Mandioca and
Fruticultura, Cruz das Almas. Biometric characteristics were evaluated: length (mm),
width (mm) and thickness (mm), shape of the base, apex, sculptures present in the
body and margin. Lots of seeds from each species were placed in cryotubes and
immersed directly in the liquid nitrogen, seven days after seed packing the electron
microscopy was performed to scan the integument and anatomy of the seeds internal
structures. The seeds presented large variations in biometric measurements with
mean values of 4.63 mm for length, 3.28 mm for width and 1.51 mm for thickness. The
species that presented the largest seeds were P. edulis, 5.83 mm long and 4.20 mm
wide, and P. morifolia, 1.94 mm thick. Six types of ornamentation were observed:
cross-linked to the species P. coccinea, finely cross-linked to P. edulis, foveolate cross-
linked to P. gibertii and P. setacea, alveolate reticulated to P. maliformis and P.
tenuifila, coarsely reticulated to P. morifolia and falsifvenolated reticulate for P.
suberosa. It was possible to verify that some seeds suffered ruptures in the integument
due to the packing in liquid nitrogen, but with limited depth, causing no physiological
damage to the embryo and endosperm. The cryopreservation of the seeds in the
presence of the integument offers a greater protection, significantly reducing
cryoinjuries caused to the embryo and even avoiding external contaminations and
damages resulting from the manipulation and exposure to extreme temperature.
Cryopreservation may be promising for long-term seed conservation.

Keywords: Anatomy; Passion fruit; Injury; integument.
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INTRODUCAO

O género Passiflora L. € o mais diversificado da familia Passifloraceae,
compreendendo cerca de 75% das espécies da familia, possui cerca de 630 espécies
distribuidas entre lianas, arvores e arbustos, podendo ser encontradas no México,
Ameérica Central e América do Sul, sendo que cerca de 120 espécies sao nativas do
Brasil (ORTIZ et al., 2012; KROSNICK, 2013; RAMIREZ-BENAVIDES et al., 2018).0
género é dividido em cinco subgéneros: Astrophea (DC.) Mast., Decaloba (DC.) Rchb.
Dedamioides (Harms) Killip, Passiflora L. e Tetrapathea (DC). P.S. Green (KROSNICK
et al., 2013).

Vérias espécies do género Passiflora tém sido objeto de estudos em funcéo
de sua importancia econbmica, nutricional e ornamental, bem como suas
propriedades farmacéuticas (ULMER; MACDOUGAL, 2004).

Os frutos de maracujazeiro podem variar no numero, tamanho e formato das
sementes, as quais podem ser alveoladas, foveoladas, reticuladas ou sulcadas
transversalmente e envolvidas por um arilo mucilaginoso. Essas caracteristicas
podem auxiliar a identificacdo de espécies do género Passiflora (ULMER;
MACDOUGAL, 2004). Segundo Duke et al. (1981) e Mcdonald et al. (1988) o
tegumento apresenta algumas fungdes que sdo essenciais ao desenvolvimento da
semente, como por exemplo, protecao e regulacdo da embebicdo de agua evitando a
ruptura celular e a perda de substancias intracelulares.

Considerando-se que frutos e sementes exibem pequena plasticidade
fenotipica, alguns autores tém se dedicado em ampliar os estudos sobre
morfoanatomia desses 6rgaos. Esses estudos tém gerado informacfes que auxiliam
na identificacdo botanica da espécie, assim como, nos estudos dos mecanismos de
dispersdo, evolucdo e sucessdo ecoldgica (VON TEICHMAN; VAN WYK, 1991;
MARTINS et al., 2001; MELO et al., 2004).

Os trabalhos encontrados sobre sementes de Passiflora, geralmente séo
baseados na fisiologia e ontogenia e ndo sobre a morfoanatomia do tegumento e
embrido.

Alguns trabalhos tém sido realizados para entender o comportamento das
sementes da familia Passifloraceae desde sua formacdo até a germinacao,
destacando-se os estudos de embriogénese de P. calcarata Mast. (RAJU, 1956),

estrutura e desenvolvimento do 6vulo e sementes de P. foetida (SINGH, 1962),
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desenvolvimento do arilo em P. suberosa L. e em Turnera ulmifolia L. (KLOOS;
BOUMAN, 1980), desenvolvimento do saco embrionario em P. edulis (SOUZA et al.,
2002), megasporogénese e megagametogénese em P. suberosa (SILVERIO et al.,
2009), anatomia do tegumento (PEREZ-CORTEZ et al., 2005; PEREZ-CORTEZ et al.,
2009; CARDENAS-HERNANDEZ et al., 2011) e ontogenia de frutos e sementes de
cinco espécies do género Passiflora, subgénero Decaloba, se¢cdo Xerogona (MILANI,
2014).

Devido a escassez de trabalhos sobre a morfoanatomia de sementes de
Passiflora, evidencia-se a necessidade de estudos que abordem a morfologia interna
e externa das sementes desse género.

Dentre os métodos utilizados, a criopreservacdo € uma alternativa que
consiste em conservar o material biolégico em temperaturas ultrabaixas, em nitrogénio
liquido, a -196 °C, pois a essa temperatura a divisdo celular e 0s processos
metabdlicos sédo quase paralisados, podendo o material permanecer armazenado por
tempo indefinido sem alteracdes em sua estrutura (GOLDFARB et al., 2010).

Outro fato importante é a escassez de estudo sobre as injurias causadas em
sementes desse género, tanto no embrido quanto no tegumento apos
criopreservacdo. Essas injurias podem ser provocadas devido a dessecacéo
excessiva ou a formacdo de gelo dentro das células, ou até mesmo devido a uma
dessecacdo ineficiente que pode ter deixado excesso de agua nos tecidos da
semente.

Desse modo, este trabalho tem como objetivo caracterizar morfoanatomia das
sementes de Passiflora spp. para subsidiar futuros estudos taxondmicos do género,

bem como, verificar as possiveis injarias nos tecidos ap0s a criopreservacao.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Foram utilizadas sementes de frutos maduros das  espécies:
Passiflora coccinea Sol. ex Benth., P. edulis Sims, P. gibertii N. E. Br., P. maliformis
L., P. morifolia Mast. P. setacea DC., P. suberosa L. e P. tenuifila Killip, pertencentes
ao Banco Ativo de Germoplasma de Maracuja (BAG Maracuja) da Embrapa Mandioca

e Fruticultura, Cruz das Almas, Bahia, Brasil. O municipio esta localizado no
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Reconcavo da Bahia e de acordo com a classificacdo de Koppen (KOPPEN,1936), o
clima € uma transicdo entre as zonas Am e Aw (tropical subumido a seco) com
temperatura média anual de 24, 28 °C, precipitacdo anual média de 1.143 mm
concentrada nos meses de marco a agosto sendo o periodo de dezembro a fevereiro
seco e quente com umidade média relativa do ar de 60,47%.

As sementes foram retiradas e lavadas manualmente por meio de friccdo em
peneira de malha fina para remocéao do arilo. Em seguida, as sementes foram secadas
em bancada a sombra sobre papel absorvente em temperatura de 27 + 2°C por 24

horas.

Biometria das sementes

As caracteristicas biométricas das sementes foram avaliadas quanto ao
comprimento (mm), largura (mm) e espessura (mm), forma da base, apice, esculturas
presentes no corpo e margem. As medidas dessas variaveis foram obtidas com auxilio
de um paquimetro digital com precisdo de 0,05 mm. Os dados foram submetidos a
analise estatistica descritiva sendo que para cada caracteristica foram calculadas as
amplitudes (valores maximos e minimos), média, desvio padrdo e coeficiente de
variacdo. Foi utilizada uma amostra de 20 sementes por espécies.

A nomenclatura utilizada para a denominacdo das ornamentacdes e
estruturas presente nas sementes basearam-se nos trabalhos de Pérez-Cortéz et al.
(2002) e Mezzonato-Pires (2017).

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e médias
comparadas pelo teste de Scott-knott ao nivel de 5% de significancia. As andlises
estatisticas foram realizadas com auxilio do programa estatistico R (R CORE TEAM,
2017). Para a analise das medidas das micrografias, utilizou-se o programa ImageJ
1.46r (RASBAND, 2012).

Morfoanatomia das sementes

Para a caracterizacdo morfologica, as sementes foram montadas diretamente
sobre suportes metdlicos e metalizadas com ouro durante 150 segundos ao
evaporador (Leica EM ACE 600). As imagens foram obtidas em microscoépio eletronico
de varredura de presséo variavel JEOL JSM-IT300 LV (Jeol, Tokyo, Japéo) a 20 kV
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no Nucleo de Apoio a Pesquisa - Microscopia Eletrénica na Pesquisa Agropecuaria
NAP/ MEPA-ESALQ/ USP.

Para os estudos anatbmicos, as sementes tiveram o tegumento retirado e as
demais estruturas foram fixadas em solucdo de Karnovsky (KARNOVSKY, 1965)
modificada [glutaraldeido (2%), paraformaldeido (2%), CaCl2 (0,001 M), tampéo
cacodilato de sédio (0,05 M), em pH 7,2], por 48 horas, desidratadas em série etilica
crescente (35-100%), com intervalos de 6 horas, infiltradas e emblocadas utilizando-
se o kit Historesina (hidroxietiimetacrilato, Leica Heldelberg). A polimerizacdo da
resina foi feita a temperatura ambiente por 48 horas.

Cortes histologicos seriados (5 um) foram obtidos em micrétomo rotativo Leica
Modelo 1516 (Leica, Nussloch, Germany), dispostos em laminas histologicas e
corados com fucsina é&cida (0,1% p/v), seguido de azul de toluidina (0,05% p/v)
(FEDER; O’'BRIEN, 1968). Os cortes histolégicos foram analisados em microscépio
Olympus DM1000 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha) acoplado com
fotodocumentacao Sony (Sony, Tokyo, Japao) e programa ImageJ Pro-plus 3.0 para
Windows (Media Cybernetics, Inc., Bethesda, MS, EUA).

Criopreservacéao

Amostras de sementes de cada espécie, apds secadas em bancada por 24 h,
foram colocadas em criotubos e imersas diretamente no nitrogénio liquido (-196°C)
sem nenhum processo de desidratacdo. Apos sete dias de acondicionamento, as
sementes foram descongeladas naturalmente em temperatura ambiente (25 * 2 °C),
por uma hora em bancada. As avalia¢des das crioinjurias foram feitas por microscopia
eletrbnica de varredura e microscopia de luz, conforme protocolo descrito

anteriormente.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Biometria das sementes
Pelos resultados da analise de variancia pode-se observar que houve

diferenca significativa (p<0,001) entre as espécies para as variaveis comprimento,

largura e espessura (Tabela 1).
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Tabela 1. Biometria das sementes com tegumento de maracujazeiros (Passiflora

spp.).

Espécies _ Variaveis
Comprimento (mm) Largura (mm) Espessura (mm)

P. coccinea 491b 3,00d 1,17 ¢
P. edulis 5,83 a 4,20 a 1,70 b
P. gibertii 481b 3,69b 1,65b
P. maliformis 4,42 d 3,62b 1,37 c
P. morifolia 4,58 ¢ 3,55b 1,94 a
P. setacea 507b 3,22 ¢c 1,25¢c
P. suberosa 3,60 f 2,37f 1,36 ¢
P. tenuifila 3,86 e 2,65e 1,62b
Minimo 3,29 2,25 0,18
Maximo 6,25 4,53 2,09
Média 4,63 3,28 1,51
Desvio Padréo 0,69 0,59 0,32
CV (%) 14,99 18,02 21,51
Fc 4,93** 3,60** 0,68**

Médias seguidas pelas mesmas letras minldsculas nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Scott-knott a 5% de significAncia. **=significativo ao nivel de 1 % de probabilidade,
respectivamente pelo teste F da ANAVA.

Os resultados da caracterizagdo do comprimento, largura e espessura das
sementes de maracujazeiro (Passiflora spp.) mostraram de forma geral que as
sementes possuem formato variado contribuindo para uma maior diferenciagcéo entre
as espécies. As sementes apresentaram grandes variagdes no comprimento (3,29 a
6,25 mm), largura (2,25 a 4,53 mm) e espessura (0,18 a 2,09 mm), com valores
médios de 4,63 mm para comprimento, 3,28 mm para largura e 1,51 mm para
espessura (Tabela 1). A maior diferenciacdo entre as trés caracteristicas foi para a
variavel espessura (CV% = 21,51), enquanto a menor varia¢cao foi para o comprimento
da semente (CV% = 14,99).

Observou-se que as espécies que apresentaram as maiores sementes foram
P. edulis com 5,83 mm de comprimento e 4,20 mm de largura, e P. morifolia
apresentou a maior espessura (1,94 mm). Por outro lado, as sementes de P. suberosa
apresentaram as menores médias de comprimento (3,60 mm), largura (2,37 mm) e
espessura das sementes (1,36 mm) (Tabela 1).

O estudo biométrico pode indicar que sementes de maior tamanho, sdo as
mais nutridas durante o seu desenvolvimento e possui maior aporte de nutrientes de

reserva, e consequentemente maior qualidade fisiologica. Muitos trabalhos vém
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demonstrando a importancia do tamanho das sementes com relagdo a germinacao e
aporte nutricional (HUMARA et al., 2002; GREEN; JUNIPER, 2004). Esses autores
relatam em seus trabalhos que sementes maiores tendem a ter um melhor potencial
de germinacao e desenvolvimento inicial das plantulas quando comparadas com as
sementes de menor tamanho.

Dados biométricos das sementes podem ser um indicativo para trabalhos
taxondémicos, pois fornecem dados importantes para identificacdo e conhecimento do
comportamento das espécies nas diferentes regides ecoldgicas e na determinacao da
variabilidade da espécie, assim como nos trabalhos envolvendo tipo de disperséo e
agentes dispersores (ALMEIDA JUNIOR et al., 2010).

Morfoanatomia das sementes

As espécies apresentaram diferencas na escultura do tegumento das
sementes, na forma, margem, &pice, base e ornamentacdo (Tabela 2). As
ornamentagdes do tegumento da semente possuem grande variabilidade entre as
espécies, possuindo uma saliéncia proeminente em sua regido centro-apical (Figura
1).

Foram observados seis tipos de ornamentacgdes: reticulada para a espécie
P. coccinea (Figura 1A; 1), finamente reticulada para P. edulis (Figura 1B; J), reticulada
foveolada para P. gibertii (Figura 1C; K) e P. setacea (Figura 1F; N), reticulada
alveolada para P. maliformis (Figura 1D; L) e P. tenuifila (Figura 1H; P),
grosseiramente reticulada para P. morifolia (Figura 1E; M) e reticulada falsifoveolada
para P. suberosa (Figura 1G; O) (Tabela 2).

A forma das sementes variou de obovado para P. coccinea, P. setacea, P.
suberosa e P. tenuifila (Figura 1A; F; G; H), oblongo para P. edulis (Figura 1B),
codiforme para P. gibertii, P. maliformis e P. morifolia (Figura 1C-E). As margens das
sementes variaram de inteira para P. edulis, P. gibertii, P. morifolia, P. setacea e P.
tenuifila (Figura 1B; C; E; F; H), dentada para P. coccinea, P. maliformis e P. suberosa
(Figura 1A; D; G). Formato de apéndice com variacdo entre agudo para P. gibertii, P.
maliformis, P. morifolia, P. setacea e P. suberosa (Figura 1C-G), ligeiramente
proeminente para P. coccinea, P. edulis e P. tenuifila (Figura 1A, B; H). Por outro lado,
as sementes apresentaram formato de base variando de agudo para P. coccinea, P.

setacea e P. suberosa (Figura 1A; F; G), obtuso para P. edulis, P. maliformis e P.
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tenuifila (Figura 1B; D; H), redondo para P. gibertii (Figura 1C) e ligeiramente agudo
para P. morifolia (Figura 1E) (Tabela 2).

Observando somente as caracteristicas externas das sementes, tornou-se
evidente que ha uma ampla variacdo morfolégica dentro do género Passiflora. As
caracteristicas que mais apresentaram diferencas entre as espécies estudadas foram
ornamentacdo superficial e a base das sementes. Alguns autores estudando as
ornamentacdes na superficie do tegumento das sementes de espécies do género
Passiflora, relataram que essa caracteristica pode ser considerada de valor
taxondmico auxiliando na identificacdo das espécies (MACDOUGAL, 1994).

Esses caracteres morfolégicos como tamanho, féveas na superficie das
sementes, assim como, apice e margem, permitem diferenciar as espécies desse
género, evidenciando o valor diagnostico da superficie das sementes de Passiflora.
Isso ja foi atestado em diversos trabalhos (RAJU, 1956; MACDOUGAL, 1994; PEREZ-
CORTEZ et al., 1995; PEREZ-CORTEZ et al., 2002; PEREZ-CORTEZ et al., 2005).

Pérez-Cortéz et al. (2002) caracterizando a morfologia das sementes de 51
espécies de Passiflora, elaborou uma chave taxonémica a partir desses caracteres.
Nesse trabalho os autores identificaram 48 espécies e concluiram que a
ornamentacao das sementes é de grande valor diagndstico e (til para a caracterizacéo
das mesmas.

Em relacdo a coloracdo, as mesmas podem ser consideradas
monocromaticas variando desde marrom, preto e castanho, considerando que essa
coloracdo pode ser alterada de acordo com o grau de maturidade das sementes
(Figura 1). A coloragdo é uma caracteristica distintiva de muitas sementes, mas as
vezes, nao pode ser usada para fins taxondmicos, pois a cor pode mudar conforme
as condi¢Bes ambientais e genéticas durante o desenvolvimento (BEWELY, 1994).

Sementes de maracuja sao classificadas como endospermaticas, que se
caracteriza como uma massa homogénea e abundante, sdlido, de coloragdo amarelo
brilhante em sua regido proximal e transparente na regido centro-basal onde ocupa

todo o espaco da semente (Figura 1).
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Figura 1. Morfologia do tegumento (A-H) e endosperma (I-P) das sementes de
Passiflora. A; I) Passiflora coccinea. B; J) P. edulis. C; K) P. gibertii. D; L) P. maliformis.
E; M) P. morifolia. F; N) P. setacea. G; O) P. suberosa. H; P) P. tenuifila.



Tabela 2. Morfologia das sementes de Passiflora spp.
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Espécies Forma Margem Apice Base Ornamentacao

P. coccinea obovado dentada ligeiramente proeminente agudo reticulada

P. edulis oblongo inteira ligeiramente proeminente obtuso finamente reticulada

P. gibertii codiforme inteira agudo redondo reticulada-foveolada

P. maliformis codiforme dentada agudo obtuso reticulada-alveolada

P. morifolia codiforme inteira agudo ligeiramente agudo  grosseiramente-reticulada
P. setacea obovado inteira agudo agudo reticulada-foveolada

P. suberosa obovado dentada agudo agudo reticulada-falsivoveolada
P. tenuifila obovado inteira ligeiramente proeminente obtuso reticulada-alveolada
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Caracterizacao do tegumento

Por meio da microscopia eletrénica de varredura (MEV) constatou-se que o
comprimento longitudinal do tegumento variou de 3520 pum para P. maliformis a 5250
um para P. gibertii, com uma média de 4770 um (Tabela 3). Ja o comprimento
transversal do tegumento apresentou uma média de 3300 um, sendo as espécies P.
maliformis (2900 pm) com menor comprimento e P. morifolia (3980 pm) com o maior
comprimento. A camada palicadica apresentou comprimento médio de 2320 um com
variacdes entre as espécies (minimo de 1730 um e maximo 3330 pum).

A espessura do tegumento pode estar associada a qualidade fisiologica das
sementes, pois 0 numero de camadas de células que compdem essa estrutura pode
influenciar na embebicdo de agua para a germinagcdo como também nas trocas
gasosas (OLIVO et al., 2011).

O estudo dessas caracteristicas morfoanatbmicas do tegumento pode
fornecer uma melhor compreenséo e contribuir para explicar, ou até mesmo permitir
a manipulacéo (por meio da escarificacéo, por exemplo) do desempenho de sementes
sob certas condi¢cdes ambientais (SOUZA et al., 2001).

Tabela 3. Biometria (um) das sementes de espécies de maracujazeiro (Passiflora

spp.) criopreservadas obtidas a partir de Microscopia Eletronica de Varredura.

Especies cLT CTT ECP
P. coccinea 5130 3000 2070
P. edulis 4480 3220 1920
P. gibertii 5250 3940 3000
P. maliformis 3520 2900 1730
P. morifolia 5080 3980 3330
P. setacea 4890 3130 1930
P.suberosa 5150 3220 1970
P. tenuifila 4680 2990 2570

(CLT) = comprimento longitudinal do tegumento; (CTT) = comprimento transversal do tegumento; (ECP)
= espessura média da camada palicadica do tegumento.

A camada mais externa do tegumento € a cuticula, que apresenta cerosidade
com espessura variavel. Essa cerosidade € a primeira barreira a embebicdo de agua
pelas sementes (Figuras 2B, G; 3B, G; 4B, G e 5B, G). Logo abaixo da cuticula
verificou-se uma epiderme composta de células radialmente alongadas de parede

delgada em palicada e fortemente unidas com células colunares denominada de
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macroesclereides, com o longo eixo orientado perpendicularmente a superficie. Foi
verificado uma camada mais internamente com tecido esclerenquimatico compacto
(Figuras 2A, B, F, G; 3A, B, F, G; 4A, B, F, G; 5A, B, F, G).

A testa é de consideravel importancia para a semente porque muitas vezes €
a Unica barreira protetora entre o embrido e o ambiente externo. Esse tecido, de
revestimento da semente pode ser atribuido a presenga de uma cuticula externa,
frequentemente impregnada com ceras e gorduras e uma ou mais camadas de células
protetoras de paredes espessas (BEWELY, 1994).

O endosperma apresenta caracteristica multicelular para todas as espécies
com celulas isodiamétricas de paredes celulares finas com numerosos grédos de
amido. Na parte centro-basal observou-se o embrido na posicdo longitudinal em
relagdo ao eixo principal da semente, com cotilédones levemente expandidos.
Verificou-se um eixo linear bem definido do hipocétilo-radicula com o meristema
fundamental e procambio. O comprimento do embrido pode variar de 1/3 a 1/5 do
comprimento da semente, podendo divergir entre as espécies.

A forma, o tamanho e a posi¢ao do embrido podem ser distintos nos diferentes
grupos de plantas, sendo utilizado com sucesso para a identificacdo das sementes
em nivel de familia, género ou espécie (BRASIL, 2009). No caso de Passiflora, houve
semelhancas entre todas as espécies para essas caracteristicas estudadas.

E possivel observar o procambio na regido central do eixo embrionario, com
suas células convergindo em direcéo ao polo radicular, préximo a um grupo de células
isodiamétricas que darao origem a coifa (Figura 2C, D, H, I; 3C, D, H, I; 4C, D, H, |l e
5C, D, H, I).

O meristema apical radicular é formado por células dispostas em fileiras
radiais mais irregulares na porc¢ao distal entre o procambio e um conjunto de células
de maior volume que daré origem a coifa.

Comparando-se as espécies estudadas, verifica-se que 0s caracteres
anatdbmicos das sementes de Passiflora sdo bastante homogéneos e unificadores
dentro do género, corroborando assim com os dados encontrados para a familia. A

diferenca observada foi apenas no tamanho das estruturas.
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Figura 2. Mo}foanatorhia da semente de P. coccinea (A-E) eA P. edulis (F-J). A, F)

seccao longitudinal obtidas por MEV evidenciando a regido basal e distal com vista
interna do tegumento onde pode-se observar o tecido esclerenquimatico. B, G) seccéo
do tegumento mostrando a camada palicadica de macroesclereides e tecido
esclerenquimatico. C, H) detalhe geral do embrido, evidenciando as zonas
meristematicas. D, |) detalhe regido da coifa e meristema apical radicular. E, J)
detalhes do meristema apical caulinar e do procambio. Legenda: ed = endosperma;
mc = meristema apical caulinar; mr = meristema apical radicular; mf = meristema
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fundamental; pr = procambio; co = regido da coifa; ct = cuticula; cp = camada
palicidica; te = tecido esclerenquimético. Barras: A = 500 um; B = 100 um; C = 0,2
mm; D e E = 0,05 mm; F = 500um; G = 100um.
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seccdo longitudinal obtidas por MEV evidenciando regido basal e distal com vista
interna do tegumento onde observa-se o tecido esclerenquimético. B, G) secc¢éo do
tegumento mostrando a camada palicadica de macroesclereides e tecido
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esclerenquimético. C, H) detalhe geral do embrido, evidenciando as zonas
meristematicas. D, |) detalhe regido da coifa e meristema apical radicular. E, J)
detalhes do meristema apical caulinar e do procambio. Legenda: ed = endosperma;
mc = meristema apical caulinar; mr = meristema apical radicular; mf = meristema

fundamental; pr = procambio; co = regido da coifa; ct = cuticula; cp = camada

palicidica; te = tecido esclerenquimético. Barras: A = 500 um; B = 100 um; C = 0,2
mm; D e E = 0,05 mm; F = 500um; G = 100um.
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Figura 4. Morfoanatomia da semente de P. morifolia (A-E) e P. setacea (F-J). A, F)
secc¢dao longitudinal por MEV evidenciando regido basal e distal com vista interna do
tegumento onde pode-se observar o tecido esclerenquimético. B, G) seccdo do
tegumento mostrando a camada palicadica de macroesclereides e tecido
esclerenquimatico. C, H) detalhe geral do embrido, evidenciando as zonas
meristematicas. D, ) detalhe da coifa e meristema apical radicular. E, J) detalhes do
meristema apical caulinar e do procambio. Legenda: ed = endosperma; mc =
meristema apical caulinar; mr = meristema apical radicular; mf = meristema
fundamental; pr = procambio; co = regido da coifa; ct = cuticula; cp = camada
palicadica; te = tecido esclerenquiméatico. Barras: A = 500 um; B = 100 um; C = 0,2
mm; D e E = 0,05 mm; F = 500um; G = 100um.
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seccao longitudinal obtidas por MEV evidenciando regido basal e distal com vista

interna do tegumento onde pode-se observar o tecido esclerenquimatico. B, G) seccdo
do tegumento mostrando a camada palichdica de macroesclereides e tecido
esclerenquimatico. C, H) detalhe geral do embrido, evidenciando as zonas
meristematicas. D, |) detalhe regido da coifa e meristema apical radicular. E, J)
detalhes do meristema apical caulinar e do procambio. Legenda: ed = endosperma;
mc = meristema apical caulinar, mr = meristema apical radicular; mf = meristema

fundamental; pr = procdmbio; co = regido da coifa; ct = cuticula; cp = camada
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palicidica; te = tecido esclerenquimético Barras: A = 500 um; B =100 um; C =0,2
mm; D e E = 0,05 mm; F = 500um; G = 100um.

Crioinjurias nas sementes

Por meio da analise por MEV foi possivel verificar que algumas sementes
sofreram rupturas no tegumento devido a exposi¢cao ao nitrogénio liquido (Figura 6).
Essas fissuras podem favorecer a quebra de dorméncia quando a causa é€ fisica ou
tegumentar, 0 que ocorre em algumas espeécies e que pode ser comprovado com
testes de embebicdo. As fissuras no tegumento facilitam a penetracdo de agua e
consequentemente permitem o desenvolvimento da plantula.

Foi constatado nesse trabalho que essas fissuras tiveram a sua profundidade
limitada o que ndo provocou danos fisioldégicos ao embrido e endosperma.

A injuria pode ser causada por cristais de gelo que rompem as membranas
por um aumento da concentracdo de soluto no citoplasma a niveis toxicos ou por
desnaturacdo de membranas e acidos nucleicos (ALMEIDA et al., 2010). Essas
injuarias podem acontecer de forma diferente a depender da espécie, tolerancia a
dessecacdo ou as proprias condicbes de congelamento (ALMEIDA et al., 2010;
SOUZA et al., 2015).

Chandel et al. (1995) trabalhando com dessecacdo e sensibilidade a
criopreservacdo em sementes recalcitrantes de cacau (Theobroma cacao L.),
observaram reducdo na sua viabilidade, e isso foi comprovado por estudos
ultraestruturas que indicaram rompimento das membranas celulares durante a
dessecacao e o0 congelamento das sementes.

Os estudos anatdomicos do embrido e endosperma comprovaram que a
imersdo em nitrogénio liquido n&do interferiu na diferenciacdo e nem no
desenvolvimento dos tecidos embrionarios durante a germinagéo ja que néo foram
observadas crioinjurias nesses tecidos (Figuras 6).

Castro et al. (2017) estudando a caracterizagdo da testa de sementes de
Apuleia leiocarpa (Vogel) J. F. Macbr. apos superacdo de dorméncia, encontraram
fissuras no tegumento das sementes e apesar dessas fissuras serem limitadas néao
alcancando o embrido, o tegumento néo foi eficiente para evitar os danos ocasionados
nas ceélulas e isso provocou a perda de compartimentalizagdo celular e

consequentemente a morte dos tecidos.
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Camillo et al. (2010) estudando a tolerancia de sementes de dendezeiro a
criopreservacao, verificou que na presenca do tegumento as sementes tém uma
protecdo maior, uma vez que reduz significativamente os danos causados ao embrido
por contaminacgdes externas e por danos decorrentes da manipulacéo e exposicdo a

temperatura ultrabaixa.

Figura 6. Crioinjurias nos tegumentos das sementes de Passiflora apos

acondicionamento em nitrogénio liquido. P. edulis (A-B), P. setacea (C-D) e P.
suberosa (E-F). A, C e E) seccéo longitudinal obtidas por MEV evidenciando regido
basal e distal. B, D e F) detalhes vista interna do tegumento evidenciando as
rachaduras ocasionadas no tecido esclerenquimatico devido a temperatura ultrabaixa.
A, Ce E=500pum; BeF =500 pum; D =330 um.
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Crioinjarias sdo comuns em outras estruturas celulares, a exemplo dos graos
de polen (SOUZA et al., 2015) e apices caulinares (SOUZA et al., 2016). Souza et al.
(2015) verificaram crioinjarias nos graos de polen criopreservados sem o processo de
desidratacdo em Aechmea bicolor (Bromeliaceae) principalmente na desestruturacéo
das organelas citoplasméticas e ruptura da exina. Souza et al. (2016) verificaram que
0 nitrogénio liquido causa morte nas células periféricas do domo meristematico em
apices caulinares criopreservados de abacaxizeiros, ndo afetando a sua regeneracao,
pois os tecidos do domo meristematico ndo foram afetados.

Com isso, observou-se que € possivel criopreservar germoplasma de
maracujazeiro a partir de sementes com tegumento, sem causar danos nos tecidos

embrionarios e sem afetar negativamente a germinacao.

CONCLUSAO

As sementes das espécies de maracujazeiro (Passiflora spp.) apresentam
caracteristicas distintas quanto a morfologia, 0 que pode facilitar a identificacédo e
separacado entre espécies;

Os resultados biométricos de comprimento, largura e espessura das
sementes de maracujazeiro (Passiflora spp.) podem ser recomendados para auxiliar
na identificacdo de espécies;

Anatomicamente ndo existem diferencas marcantes entre as espécies
estudadas;

Temperaturas ultrabaixas acarretam fissuras no tegumento de algumas
espécies de maracujazeiro (Passiflora spp.), no entanto, ndo causam perdas da

qualidade fisioldgica, mantendo o potencial de germinacao.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho buscou avaliar a germinacdo de sementes
criopreservadas, aliado ao estudo de morfoanatomia de algumas espécies de
maracujazeiro com a finalidade de criar subsidios para o uso dessa alternativa para a
conservacao de espécies de Passiflora spp.

Sementes de maracujazeiro podem ser criopreservadas sem a necessidade
de dessecacao, ja que ndo sofreram danos apds serem acondicionadas no nitrogénio
liquido. A germinagé&o ap0s o congelamento deixa evidente a manutengéo de seu vigor
e das estruturas essenciais da semente, consequentemente mantendo o potencial de
germinacao e emergéncia de plantulas.

Os resultados da morfoanatomia das sementes mostraram que as espécies
de Passiflora apresentam caracteristicas diferenciadas quanto a biometria, mas néo
guanto a morfoanatomia, jA que ndo apresentam diferencas evidentes em seus
tecidos internos.

Os resultados obtidos nesse trabalho podem ser aplicados a outras espécies
do BAG de Passiflora com o intuito de fornecer informacfes quanto a conservagao a

longo prazo e comportamento das sementes.
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APENDICES
Capitulo 1

APENDICE A: Resumo da anélise de variancia preliminar das sementes das espécies
de maracujazeiro (Passiflora spp.) com diferentes graus de umidade (sementes
dessecadas e ndo dessecadas), diferentes ambientes de semeadura (germinador e
casa de vegetacao) e diferentes temperaturas de armazenamento (criopreservacao e
refrigerador) para as variaveis germinacao ( G %), tempo médio de germinacao ( t ),

velocidade média de germinacgéo (V), incerteza (1) e sincronia (z2).

FV QM
GL G% t v | ya
Espécies (E) 7 1,23223* 1258,103**  0,014568*  7,297809**  0,993941**
Grau de Umidade (G.U.) 1 0,0017  44,57891* 0,000151 3,93333** 0,040115
Ambiente semeadura (A) 1 0,64601* 7051,976** 0,108558**  49,61054**  4,695781**
Temperatura (TE) 1 0,00123 10,16386 0,000001 3,123173*  0,128325*
E*G.U. 7 0,06939** 19 28556 0,000232*  0,112086 0,014262
E*A 7 0,14988* 328,1689* 0,005284*  1,501511** 0,241124**
E*TE 7 0,04041* 40,28809**  0,000202*  0,145576 0,026436
G.U.*A 1 0,026 15,48644 0,000018 0,567028 0,032689
G.U.*TE 1 0,00076 3,111101 0,00002 2,381891**  0,146881**
A*TE 1 0,00723 0,037367 0,000041 0,429385 0,008834
E*G.U.*A 7 0,02179 38,58313*  0,000232*  0,147473 0,020145
E*G.U.*TE 7 0,03489 11,8235 0,000019 0,076602 0,007813
G.U.*A*TE 1 0,0121  2,953951 0,000125 0,001857 0,011889
E*GU.*A*TE 7 0,00654* 14,31136 0,000102 0,160229 0,010004
Residuo 199 0,01432 10,85766 0,000087 0,318253 0,021726

(*) = significativo a ao nivel de 5% de probabilidade; (**) =significativo ao nivel de 1% de probabilidade
pelo teste F da ANAVA. (QM) Quadrado Médio. G %: germinagéo; t : tempo médio de germinacéo; V :
velocidade média de germinacéo; | : incerteza; Z: sincronia.
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APENDICE B: Resumo da andlise de variancia das sementes de maracujazeiro
(Passiflora spp.) para cada espécie, com diferentes graus de umidade (sementes
dessecadas e nao dessecadas), diferentes ambientes de semeadura (germinador e
casa de vegetacao) e diferentes temperaturas de armazenamento (criopreservacao e
refrigerador) para as variaveis germinacao ( G %), tempo médio de germinagéo ( t),

velocidade média de germinagéo (V), incerteza (1) e sincronia (z).

FV — . QM -
GL G% t % I Z
P. coccinea
Grau de Umidade (G.U.) 1 0,0045 12,2259 0,0000 0,1284 0,0195
Ambiente 1 0,0648* 716,75* 0,0021* 6,7194*  0,9058*
Temperatura 1 0,0253 0,9932 0,0000 0,5477  0,0014
G.U.*Ambiente 1 00162 13,836 0,0000 0,0757  0,0346
G.U.*Temperatura 1 0,0021 49,859 0,0000 1,1734 0,0000
Ambiente*Temperatura 1 0,0050 0,2791 0,0000 0,0742  0,0017
G.U*Ambiente*Temperatura 1 0,0008 56,209 0,0001 0,3471  0,0015
Residuo 24 0,0123 16,379 0,0000 0,4097  0,0150
P. edulis
Grau de Umidade (G.U.) 1 0,0128 0,0000 0,0000 0,0333  0,0135
Ambiente 1 0,0005 680,67** 0,0513* 11,686** 2,1644**
Temperatura 1 00338 1,4113 0,0000 0,1950  0,0016
G.U*Ambiente 1 0,0001 0,0099 0,0000 0,0334  0,0135
G.U.*Temperatura 1 0,1596* 0,1261 0,0000 0,1146 0,0023
Ambiente*Temperatura 1 0,0210 1,1859 0,0000 0,1950  0,0016
G.U.*Ambiente*Temperatura 1 0,0181 0,2063 0,0000 0,1146  0,0023
Residuo 24 0,0162 2,8927 0,0000 0,1266  0,0207
P. gibertii
Grau de Umidade (G.U.) 1 0,001 18,468 0,0012** 1,5529 0,0295
Ambiente 1 0,2869* 92,369** 0,0042* 0,1295  0,0069
Temperatura 1 0,0270 1,8907 0,0002 0,6136  0,0042
G.U.*Ambiente 1 0,0043 9,6002 0,0007* 0,0189  0,0033
G.U.*Temperatura 1 0,0017 0,7616 0,0000 0,0778 0,0668
Ambiente*Temperatura 1 0,0026 4,6923 0,0003 0,0002  0,0031
G.U.*Ambiente*Temperatura 1 0,0002 10,379 0,0005 0,1430 0,0125
Residuo 24 0,0149 3,0933 0,0001 0,1461  0,0294
P. maliformis
Grau de Umidade (G.U.) 1 0,0036 13,284 0,0002 0,8228  0,0021
Ambiente 1 0,0325 27,348 0,0014* 3,3697* 0,3771*
Temperatura 1 0,0595 20,583 0,0004 0,1238  0,0820
G.U.*Ambiente 1 0,0013 26,258 0,0004 0,0038  0,0031
G.U.*Temperatura 1 0,0032 0,3630 0,0000 0,3935  0,0167
Ambiente*Temperatura 1 0,0200 1,7222 0,0000 0,3322  0,0318
G.U.*Ambiente*Temperatura 1 0,0021 3,7509 0,0000 0,0120 0,0000
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Residuo 24 0,0296 11,696 0,0002 0,2717  0,0211
P. morifolia
Grau de Umidade (G.U.) 1 0,0276 7,5075 0,0000 0,3009 0,0071
Ambiente 1 0,1830* 1060,8* 0,0142** 10,186** 0,5371*
Temperatura 1 0,0288 0,0224 0,0000 0,3289  0,0154
G.U.*Ambiente 1 0,0990* 5,1964 0,0000 0,0072  0,0012
G.U.*Temperatura 1 0,0200 12,9624 0,0000 0,5205 0,0082
Ambiente*Temperatura 1 0,0072 0,1037 0,0000 0,1229  0,0043
G.U.*Ambiente*Temperatura 1 0,0313 4,7673 0,0000 0,0011  0,0000
Residuo 24 0,0081 14,257 0,0001 0,2861  0,0136
P. setacea
Grau de Umidade (G.U.) 1 0,0081 0,8859 0,0002 0,5844  0,0000
Ambiente 1 0,5645* 3164,4* 0,0332** 1,6766  0,0159
Temperatura 1 0,0270 0,9688 0,0000 0,2039  0,0536
G.U.*Ambiente 1 0,0048 4,6604 0,0003* 0,0985  0,0275
G.U.*Temperatura 1 0,0017 10,299 0,0000 0,0628  0,0514
Ambiente*Temperatura 1 0,0345* 2,6876 0,0000 0,0511  0,0000
G.U.*Ambiente*Temperatura 1 0,0005 21,036 0,0001 0,4860  0,0610
Residuo 24 0,0064 6,6540 0,0001 0,8107  0,0323
P. suberosa
Grau de Umidade (G.U.) 1 0,0005 0,0228 0,000 0,7694  0,0119
Ambiente 1 0,1047* 768,10* 0,034** 15586** 1,5746**
Temperatura 1 0,0732* 6,7878* 0,000 0,0454  0,1356*
G.U.*Ambiente 1 0,0116 0,4027 0,000 05463  0,0546
G.U.*Temperatura 1 0,0520 25113 0,000 0,2192  0,0401
Ambiente*Temperatura 1 0,0058 1,2846 0,000  0,1544  0,0217
G.U.*Ambiente*Temperatura 1 0,0011 4,9726 0,000 0,0194  0,0045
Residuo 24 0,0140 11,3764 0,000 0,2308  0,0285
P. tenuifila
Grau de Umidade (G.U.) 1 0,3301* 127,1825 0,0000 0,5258 0,0563
Ambiente 1 0,4584* 2838 5% 0,0051** 10,766** 0,8019**
Temperatura 1 0,0095 259,52% 0,0005** 2,0838* 0,0196
G.U.*Ambiente 1 0,0413 225,60* 0,0002* 0,8155  0,0360
G.U.*Temperatura 1 0,0048 18,9914 0,0000 0,3561  0,0160
Ambiente*Temperatura 1 0,0332 251924 0,0000 0,0154  0,0060
G.U.*Ambiente*Temperatura 1 0,0038 1,8108 0,0000 0,0002  0,0000
Residuo 24 0,0122 32,1322 0,0000 0,3358  0,0169

*= significativo a ao nivel de 5% de probabilidade; **=significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo

teste F da ANAVA. (QM) Quadrado Médio. G %: germinacéo; t : tempo médio de germinacéo; V :
velocidade média de germinacéo; | : incerteza; Z:sincronia.



