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RESUMO

RANGEL COSTA, POLIANA; M. Sc.; Universidade Federal do Espirito Santo;
Fevereiro de 2013; Morfometria, germinacao in vitro e ex vitro e adequacgéo
metodoldgica do teste de tetrazdlio em sementes de Passiflora foetida var.
glaziovii Killip (Passifloraceae); Orientador: Rodrigo Sobreira Alexandre; Co-
orientadores: Edilson Romais Schmildt, Anderson Geyson Alves Araujo; José Carlos
Lopes.

A espécie Passiflora foetida L. apresenta ampla utilidade medicinal e ornamental,
porém informacdes referentes aos seus taxons infraespecificos e ao potencial
fisiolégico de suas sementes ainda sdo escassas. Os testes de tetrazolio e
germinacao sdo importantes componentes para a avaliacdo da qualidade fisiologica
de sementes, possibilitando avaliagdo do vigor e deterioracéo. Através da aplicacao
destas metodologias € possivel alcancar os niveis maximos de germinacdo com a
obtencdo de plantulas de qualidade. Desta forma, objetivou-se caracterizar a P.
foetida var. glaziovii Killip, avaliar o seu comportamento germinativo ex vitro e in vitro
e adequar a metodologia do teste de tetrazolio. A caracterizacdo e identificacédo
botanica foram realizadas a partir da observacédo de caracteres relevantes conforme
chave de identificacdo. A germinacdo ex vitro foi realizada em rolo e sobre papel
Germitest nas temperaturas de 25 e 20-30 °C. Posteriormente sementes totalmente
desprovidas de tegumento foram utilizadas nos testes de germinacgéo in vitro e de
tetrazolio. Para a germinacado in vitro utilizou-se o meio MS sendo as sementes
acondicionadas as diferentes qualidades de luz (branca, vermelho, vermelho
extremo e auséncia) e duas temperaturas (25 e 20-30 °C). No teste de tetrazdlio as
sementes foram submergidas, em solucdes de tetrazdlio em concentracdes de 2,5;
5,0; 7,5 e 10 g L™ nas temperaturas de 30, 35, 40 e 45 °C por duas horas na
auséncia de luz. A P. foetida var. glaziovii Kilip € uma espécie silvestres,

caracterizada como trepadeira herbacea que apresenta tricomas glandulares em
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suas folhas, bracteas e estipulas. Esta planta apresenta sementes pequenas de
aproximadamente 4,87 mm de comprimento e 2,15 mm de largura, nao-
fotoblasticas, sendo que a germinacdo deve ser realizada in vitro na temperatura
alternada de 20-30 °C. Na avaliacdo de vigor através do teste de tetrazdlio a
combinacdo da concentracdo de 10 g L™ e temperatura de 30 °C é a indicada para
esta espécie.

Palavras-chave: maracuja, silvestre, propagacao, vigor, cultura de tecidos.
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ABSTRACT

RANGEL COSTA, POLIANA; M. Sc.; Universidade Federal do Espirito Santo;
February 2013; Morphology, germination in vitro and ex vitro and
methodological adequacy of the tetrazolium test in seeds of Passiflora foetida
var. glaziovii Killip (Passifloraceae). Advisor: Rodrigo Sobreira Alexandre; Co-
supervisor: Edilson Romais Schmildt, Anderson Geyson Alves Araujo; José Carlos
Lopes.

The species Passiflora foetida L. has wide medical utility and ornamental, but
information concerning their infraspecific taxon and the physiological potential of its
seeds are still scarce. Tetrazolium tests and germination are important components
for the evaluation of the physiological quality of seeds, enabling the evaluation force
and deterioration. Through the application of these methodologies is possible to
achieve the maximum levels of germination with getting quality seedlings. In this way,
aimed to characterize P. foetida var. glaziovii Killip, evaluate their behavior in vitro
and ex vitro germinal and tailor the tetrazolium test methodology. The botanical
identification and characterization were performed from the observation of relevant
characters as identification key. The ex vitro germination was held in roller and paper
Germitest at temperatures of 25 and 20-30° C. Totally devoid of seed integument
later were used in the in vitro germination tests and tetrazolium. For the in vitro
germination medium was MS being the seeds put up the different qualities of light
(white, red, red extreme and absence) and two temperatures (25 and 20-30° C).
Tetrazolium test the seeds were submerged, tetrazolium solution at a concentration
of 2.5;5.0; 7.5 and 10 g L™ at temperatures of 30, 35, 40 and 45° C for two hours in
the absence of light. P. foetida var. glaziovii Killip is a wild species, characterized as
herbaceous vine with glandular trichomes on its leaves, bracts and estipulas. This
plant has small seeds of approximately 4.87 mm long and 2.15 mm wide, non-

photoblastic, and germination in vitro should be performed in alternating temperature
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of 20-30° C. In the evaluation of force through the tetrazolium test the combination of

concentration of 10 g L™ and temperature of 30° C is recommended for this species.

Key words: passion fruit, wild, propagation, force, tissue culture.



1. INTRODUCAO

A familia Passifloraceae é composta por 27 géneros e 935 espécies, sendo
trepadeiras herbaceas, arbustos e até arvores lenhosas (APGIII, 2009). No Brasil
ocorrem quatro géneros, Mitostemma Mast., Dilkea Mast., Ancisthrothyrsus Harms e
Passiflora L., com 147 espécies, na sua maioria subordinada ao género Passiflora
(BERNACCI et al., 2013).

Conhecida vulgarmente como canapu-fedorento, maracuja-de-estalo ou
maracuja do mato, a Passiflora foetida L. € uma trepadeira herbacea autocompativel
(FARIA & STEHMANN, 2010). Esta é possivelmente a espécie mais variavel do
género Passiflora com 38 taxons infraespecificos revisados e aceitos por Killip em
1938 (GARCIA & HOC, 1998; ARARUJO & ALVES, 2007; CARVALHO et al., 2011).

Atualmente estes taxons estdo sendo revisados nao havendo, portanto,
precisdo em relacdo ao seu total. Conforme The Plant List (2010) sdo aceitos oito
taxons infraespecificos de P. foetida, porém, essa quantidade ndo esta em
conformidade com os dados apresentados em Tropicos.org (2013), no qual ha
aceitacdo da P. foetida var. glaziovii Killip, assim como observado no IPNI ( 2013).

A P. foetida € a Unica espécie do género que apresenta glandulas de resina,
gue sao tricomas secretores presentes principalmente nas flores, frutos, bracteas e
estipulas. Esta resina apresentou elevada atividade de proteases e fosfatases
acidas e recebeu a devida atencdo devido a presenca de passifloricinas, inseticida
do tipo alfa-pironas e outras substancias capazes de inibir a atividade de metalo-
proteases envolvidas na invasdo tumoral, metastase e angiogénese (ROSA &
DORNELAS, 2012).

Esta espécie apresenta grande valor ornamental, medicinal e etnobotanico

sendo utilizada em tratamentos como asma, ictericia, erisipela, doencas de pele com



inflamacé&o, biliousnes, tonturas, dor de cabeca, emenagogo, insbnia, histeria,
ansiedade nervosa e apresentando atividades antiproliferativa, antibactericida,
sedativa e antiespasmodica (MOHANASUNDARI et al., 2007; NATARAJAN et al.,
2011; RASOOL et al., 2011; SATHISH et al., 2011).

Poucos sao os trabalhos referentes a P. foetida, sendo, portanto escassas
as informacdes referentes ao seu potencial fisioldgico. Entretanto, para a obtencdo
de plantas com padrdes de qualidade desejados € essencial compreender o0s
métodos viaveis para sua propagacao (PIRES et al., 2012).

Para que a germinacdo das sementes seja eficiente € necessario o
conhecimento dos padrfes 6timos para a espécie, e 0s principais fatores do
ambiente que controlam a germinacao sao a umidade do solo, a luz e a temperatura
(BASKIN & BASKIN, 1988), Os testes de germinacédo e de tetrazolio (TZ) sao alguns
dos principais métodos para avaliacdo do potencial fisiologico de sementes.

A germinagdo das sementes tem inicio com a embebicdo de agua e
desencadeia uma sequéncia de mudancas metabdlicas, que culminam com a
emergéncia de raiz primaria, quando se refere a sementes viaveis nao-dormentes
(CARVALHO & NAKAGAWA, 2000).

A luz € um fator de grande importancia na germinacdo de sementes e
desenvolvimento das mudas, podendo afetar a germinacdo de forma positiva,
negativa ou indiferente (BALAGUERA et al., 2010).

A temperatura também influéncia diretamente a germinacdo, pois afeta a
absorcao de agua e as reacdes bioquimicas que regulam o metabolismo envolvido
nesse processo, sendo que cada espécie possui uma faixa caracteristica de
temperatura dentro da qual suas sementes podem germinar (ZUCARELI et al.,
2009).

Apesar do teste de germinacdo ser o método mais utilizado para avaliacéo
do vigor de sementes, o teste de tetrazolio (TZ) vem ganhando destaque devido as
vantagens de sua utilizacdo podendo ser citados: a reducéo consideravel do periodo
de avaliacdo do potencial germinativo, sendo especialmente utili quando as
sementes que tém de ser semeadas imediatamente apds a colheita (BRASIL 2009;
HOSOMI et al. 2011; SANTOS et al. 2012); o fato de nado ser afetado por fungos; o
baixo custo e possibilidade de estimativa de vigor; possibilidade de avaliagcdo da
viabilidade de sementes que apresentam dorméncia ou germinacdo lenta (ISTA
2004, RIBEIRO et al. 2010, GRZYBOWSKI et al. 2012) e solucionar problemas



detectados em teste de germinacdo, em que as razdes para as anormalidades de
plantulas ndo sejam claras, de acordo com a International Seed Testing Association
(ISTA 2004).

O teste topogréafico de tetrazolio (TZ) € um teste bioquimico que pode ser
utilizado para determinar rapidamente a viabilidade de sementes, que é analisada
pela coloracdo dos tecidos vivos em presenca de uma solucdo de sal tetrazolio
(2,3,5 trifenil cloreto de tetrazélio) (BRASIL, 2009; DELOUCHE, 1976; ISTA, 2004).

O teste baseia-se na submersdo das sementes em uma solugéo de 2,3,5-
trifenil cloreto de tetrazodlio, que se difunde pelos tecidos vivos, onde ocorre a sua
reducdo por acédo das enzimas desidrogenases, principalmente a desidrogenase do
acido malico. Desta forma, ions de hidrogénio sdo transferidos para o sal de
tetrazolio resultando na formagdo de um composto estavel nao difusivel de
coloracédo avermelhada denominado trifenilformazan, indicando assim a presenca de
atividade respiratoria nas mitocondrias (BARROS et al., 2005). Entretanto, tecidos
deteriorados ou danificados desenvolvem coloragdo vermelha intensa, enquanto 0s
vigorosos desenvolvem coloracdo suave e o0s tecidos mortos ndo desenvolvem
coloracdo, mantendo a cor natural (DELOUCHE, 1976).

A eficacia do TZ depende de metodologias apropriadas a cada espécie,
determinando: as formas de pré-condicionamento, o preparo das sementes antes de
serem submetidas a coloracdo, a concentracdo da solucéo de tetrazolio, o tempo e
temperatura de condicionamento. Estas padronizacbes sao importantes, pois
influenciam diretamente a intensidade e a uniformidade de coloracdo das sementes,
ou seja, interferem na avaliacdo e na interpretacdo dos resultados (GASPAR-
OLIVEIRA et al., 2009; SOUZA et al., 2010).

A determinacdo destes parametros geralmente ocorre a partir de estudos
gue comparam os resultados obtidos no teste de tetrazélio com outros testes que
avaliam a qualidade das sementes, como a germinacao e a emergéncia de plantulas
(GASPAR-OLIVEIRA et al., 2009).

Outra ferramenta de grande aplicabilidade no TZ é a utilizacdo de imagens
digitalizadas, no qual é possivel o seu armazenamento, ampliacdo e posterior
avaliacdo de forma mais detalhada da coloracdo apresentada pelos tecidos,
reduzindo-se desta forma os erros (CUSTODIO et al., 2012).



Diante das informacdes apresentadas, objetivou-se caracterizar a P. foetida
var. glaziovii Killip e definir as condicbes ideais de aplicacdo dos testes de

germinacgéo e de tetrazélio em suas sementes.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Género Passiflora

Embora espécies da familia Passifloraceae ocorram no Velho Mundo (Africa
e Asia), apenas com a descoberta da América a ciéncia veio a ter contato com o
grupo. A primeira mencao a representantes da familia Passifloraceae faz referéncia
a frutos comestiveis denominados granadillas, em referencia a roma (Punica
granatum L.) (KUGLER & KING, 2004).

Entretanto, existiam, também, nomes de origem indigena, como maracuja,
derivado de murucuya de origem tupi que significa “fruto que se serve” ou “alimento
na cuia” e mburucuya de origem guarani (KUGLER & KING, 2004; MELLET]I, 2000).

Outra denominacgdo atribuida ao maracuja é “flor da paixdo”, devido ao
arranjo numérico e anatdbmico de suas flores e os elementos da crucificacdo de
Cristo. Assim, seriam 0s cinco estames representativos das cinco chagas, os trés
pistilos para os trés pregos e as cores branca e purpura, representando a pureza e a
divindade (SILVA & SILVA-ALMEIDA, 2000).

No Brasil o género Passifora L. € o maior e o mais importante
economicamente. As espécies mais conhecidas do género Passiflora sdo as
cultivadas comercialmente, podendo ser citadas a Passiflora edulis Sims. f.
flavicarpa Degener (maracujazeiro amarelo) e P. edulis Sims.(maracujazeiro roxo),
gue séo utilizadas principalmente na industria para obtencédo de suco concentrado e

P. alata Curtis (maracujazeiro doce), cujos frutos sdo consumidos na forma de ‘fruta



fresca’ e as folhas sdo utlizadas na industria farmacéutica e de cosméticos
(VASCONCELLOS & DUARTE FILHO, 2000; BRIGNANI, 2002).

2.2. Utilidade medicinal das Passifloras

O emprego de plantas medicinais para a manutencdo e a recuperacao da
saude tem ocorrido ao longo dos tempos desde as formas mais simples pelo
tratamento local até as formas mais sofisticadas com a fabricagdo industrial de
medicamentos (GIRALDI & HANAZAK, 2010).

As plantas medicinais muitas vezes caracterizam o Unico recurso terapéutico
de muitas comunidades e grupos étnicos, o que explica o fato de serem amplamente
cultivadas em quintais residenciais ou comercializadas em feiras livres e mercados
populares (MACIEL et al., 2002).

A selecdo de plantas com possivel poder farmacolégico depende de
diversos fatores que incluem o contetdo quimico, toxicidade e uso tradicional pela
populacdo em diferentes culturas, que € conhecido como etnobotanica (RATES,
2001).

A Etnobotanica aborda a forma como as pessoas incorporam as plantas em
suas praticas e tradi¢des culturais (GIRALDI & HANAZAK, 2010). Ao investigar a
utilizacdo dos fitoterapicos pela populacdo brasileira alguns autores evidenciaram
gue as espécies do género Passiflora estdo entre os mais utilizados (RIBEIRO et al.,
2005; SILVA et al., 2006; MARLIERE et al., 2008). Sendo que os medicamentos
fitoterapicos a base de maracuja devem ser elaborados a partir das espécies P.
alata e P. incarnata (ZERAIK et al, 2010).

A utilidade medicinal do maracujd foi descoberta em 1867, quando
passiflorina havia despertado grande interesse na medicina. Porém, antes mesmo
da descoberta das Américas nativos desta regido ja faziam uso das propriedades
terapéuticas do maracuja (CERQUEIRA-SILVA et al.2010).

Espécies do género Passiflora sdo empregadas frequentemente na

medicina popular, principalmente devido as suas propriedades sedativas e



ansioliticas, sendo P. alata, P. edulis e P. incarnata as mais utilizadas para este fim
(MENDEZ et al., 2011)

No Brasil, a Passiflora alata Curtis esta presente em preparacdes
farmacéuticas como infusbes e comprimidos sozinha ou em associagdo com P.
edulis e P. incarnata (MENDEZ et al., 2011).

A P. foetida L. é utilizada por inteira no uso terapéutico medicinal, seja na
forma fresca ou seca (RASOOL et al., 2011). A decocgédo ou emplastros de diversas
partes da planta sdo utilizados no combate a asma, insdnia, emenagogo, biliousnes,
histeria, inflamacdo de pele, ansiedade nervosa, dor de cabeca e erisipelas
(MOHANASUNDARI et al., 2007; NATARAJAN et al., 2011; RASOOL et al., 2011,
SATHISH et al., 2011; CHIVAPAT et al., 2011).

Os principais constituintes fitoquimicos desta planta contém alcaldides,
flavondides, fenois, compostos glicosideos cianogénicos, passiflorinas, policetideos
e alfa-pironas (MOHANASUNDARI et al., 2007). Os flavonédes encontrados nas
folhas de P. foetida apresentam diversos beneficios biologicos. A vitexina apresenta-
se como um potente hipotensor, além de demonstrar propriedades anti-inflamatoérias
e anti-espamaodicas. Ja o campferol, a apigenina e a luteolina demonstraram possuir
2011).

O extrato bruto e etandlico das folhas de P. foetida L. apresentam atividade
antiproliferativa em adenocarcinoma de mama humano na gama potencial de 1C50.
Mohanasundari et al. (2007), observaram que o0 extrato etandlico das folhas
apresenta notavel atividade antibacteriana contra Ps. Putida, V. cholerae, S. flexneri
e S. pyogenes.

O extracto etanolico bruto preparado a partir de calos obtidos in vitro de
folhas de P. foetida L. mostrou exercer efeito protetor promissor contra a hepatoxina
CCl4 em ratos com lesdes hepaticas induzidas. Apds 14 dias de alimentacao oral de
extrato etandlico (200 e 500 mg kg™ b.wt) os animais apresentaram reduc&o
significativa de aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT)
e de substancias reativas do acido tiobarbitarico (TBARS), sendo anteriormente este
niveis elevados pela presenca da CCl4 (RASOOL et al., 2011). O mesmo efeito
hepatoprotetor contra CCl4 em ratos albinos foi demonstrado por Anandan et al.

(2009), porém os referentes autores obtiveram o extrato etandlico de frutos de P.



foetida. Em ambos os relatos, o efeito hepatoprotetor foi atribuido a presenca dos

flavonodides.

2.3. Propagacao dos maracujazeiros

A propagacdo do maracujazeiro pode ser feita de forma sexuada, por
sementes ou assexuada, por estaquia, enxertia, alporquia e cultura de tecidos in
vitro (WAGNER JUNIOR et al., 2006). No Brasil a propagacdo do maracujazeiro
comercial é feita basicamente por meio de sementes, sendo as mudas produzidas
em viveiros telados ou cobertos de palha, em sacos de polietileno ou tubetes, cerca
de dois meses antes do inicio do plantio (DANTAS, 2006).

Ha uma preferéncia pelo método assexuado devido a sua praticidade e
antecipacdo das mudas. Além disto, mesmo quando a producdo de mudas é
realizada por estaquia ou enxertia, 0 seu inicio ocorre a partir da germinacao de

sementes para obtencao de matrizes (FERREIRA, 2000).

A grande questdo da producdo de mudas de maracujazeiros comerciais a
partir de sementes € a elevada heterozigose, que determina alta variabilidade
genética, ocasionando, portanto, elevada desuniformidade entre plantas nos
pomares. Uma alternativa para solucionar esta questdo é a propagacéo vegetativa,
gue apresenta como vantagem a manutencao de material com boas caracteristicas
agrondémicas, favorecendo a multiplicacdo de plantas produtivas e tolerantes a

pragas e a doencas (LIMA et al., 1999).

2.4. Germinacdo e dorméncia das sementes

O conhecimento sobre os aspectos da germinacdo de sementes das

diversas espécies de Passiflora € fundamental para a propagacdo e para a
manutencdo de bancos de germoplasma, visando assim evitar a erosdo genética

(PASSOS et al., 2004).



A germinagao ocorre em uma sequéncia ordenada de eventos iniciados pela
absorcdo de &gua, a qual desencadeia divisdes celulares, sintese de enzimas e
mobilizacdo de reservas, aumento da taxa respiratoria, de assimilacdo e
diferenciacao celular (KRAMER & KOZLOWSKI, 1972).

A agua tem papel fundamental na compreensdo da biologia da semente,
particularmente nos processos de desenvolvimento e germinacdo. De acordo com
Carvalho & Nakagawa (2000), por meio do fornecimento da &gua ocorre a
reidratacdo dos tecidos e consequentemente a intensificagcdo da respiracdo e de
todas as outras atividades metabdlicas, culminando com o fornecimento de energia
e nutrientes necessarios para o crescimento do eixo embrionario.

O processo de absorcao de dgua pela semente segue um padréo trifasico.
Na fase | ocorre a embebicdo, com ativacdo da semente por consequéncia do inicio
da entrada de agua, ja na fase Il a absor¢céo torna-se constante, sendo poucos o0s
aumentos no teor de agua evidenciados e por fim a fase lll, na qual se observa a
elevacao na quantidade de agua absorvida com o tempo (BEWLEY & BLACK, 1994;
MARCOS FILHO, 2005).

A duracdo das fases de germinacdo depende de fatores relacionados a
semente, como a permeabilidade do tegumento, a composicdo quimica e o
tamanho, além das condi¢des durante a embebi¢cdo, como temperatura, composicao
do substrato e presenca de reguladores vegetais (CARVALHO & NAKAGAWA,
2000).

A resposta da germinacao a luz pode variar conforme a espécie, sendo as
sementes classificadas em trés categorias, de acordo com a sua sensibilidade a luz
branca, chamadas de fotoblastismo. A primeira categoria € denominada fotoblasticas
positivas, em que as sementes germinam apenas sob luz branca, a segunda
categoria refere-se as fotoblasticas negativas, quando as sementes necessitam da
auséncia de luz (escuro), e a terceira categoria, quando a luz nao interfere no
processo germinativo,as sementes sdo insensiveis a luz, denominadas n&o-
fotoblasticas ou indiferentes (MAYER & POLJAKOFF MAYBER, 1989).

O fitocromo € o pigmento responsavel pela fotorreacdo, controlando a
germinacao, sendo este uma cromoproteina sintetizada nos plastidios (KRETSCH et
al., 2000). O fitocromo estd presente no citoplasma do eixo embrionario e sua

7

porcdo protéica € a responsavel pela captacdo de sinais luminosos do ambiente
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(KRETSCH et al., 2000; MARCOS FILHO, 2005), podendo ser apresentado na
forma inativa (Fv), convertendo-se a forma ativa (Fve) ao absorver luz vermelha (660
nm). Porém, ao ser expostos a luz vermelho extrema (730 nm) ou permanecendo no

escuro o fitocromo novamente assume a forma inativa (MARCOS FILHO, 2005).

Na forma ativa, o fitocromo atinge concentragdes suficientes para disparar o
processo de germinacdo, mediante a sintese de hormdnios e o0 reinicio da
transcricdo da mensagem genética (MARCOS FILHO, 2005). Conforme descrito por
Taiz & Zeiger (2009) a luz vermelha realiza a ativacéo do fitocromo, havendo assim
aumento da expressédo do gene que codifica uma enzima chave na rota biossintética
da giberelina, sugerindo que o fitocromo promove a germinacdo de sementes pelo
aumento da biossintese do hormdnio, uma vez que a giberelina pode substituir a luz
vermelha na promoc¢éo da germinacao.

A temperatura € outro fator de importancia para a germinagao, pois
influencia a velocidade de absorcdo de agua total, a velocidade e a uniformidade da
germinacdo e, portanto afeta as reagbes bioquimicas que determinam todo o
processo germinativo. Assim, a germinacado sO ocorrera dentro de determinados
limites de temperatura definidos (minimo, 6timo e maximo), que caracterizam sua
distribuicdo geografica, havendo, portanto espécies que respondem a temperatura
constante e outras a temperatura alternada, sendo esta ultima, provavelmente, uma
adaptacao as flutuacbes naturais do ambiente (CARVALHO & NAKAGAWA, 2000;
RODRIGUES, 2010).

Existem sementes que mesmo viaveis ndo germinam, embora as condi¢des
de agua, gases (O,) e temperatura estejam aparentemente adequadas. Este
bloqueio germinativo ocorre em virtude da estrutura ou composi¢cdo quimica das
sementes, sendo estas denominadas dormentes, o que torna necessario o uso de
tratamentos especiais para assim possibilitar a germinacdo (MARCOS FILHO,
2005).

A dorméncia é uma forma natural de distribuir a germinacéo no tempo e no
espaco, além de permitir que a semente inicie a germinacdo quando as condicdes
ambientais vierem a favorecer a sobrevivéncia das plantulas (PEREZ, 2004). A
dorméncia pode se apresentar de forma fisica (impermeabilidade do tegumento a
agua e gases), quimica (presenca de fatores inibidores), mecéanica (resisténcia do

tegumento ao crescimento do embrido), morfolégica (imaturidade do embrido) ou
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fisiologica (mecanismos fisioldgicos de inibicdo da germinacdo) (FOWLER &
BIANCHETTI, 2000).

Os problemas de germinacao sao comuns no género Passiflora até mesmo
com maracuja-amarelo, que é a espécie mais estudada (MELETTI et al., 2002). Para
superar este problema, alguns trabalhos tém sido conduzidos com diferentes
espécies e métodos para superar a dorméncia.

Segundo Morley-Bunker (1980), as passifloras estdo incluidas no grupo de
plantas cujas sementes apresentam dorméncia causada por mecanismos de
controle da entrada de agua para o interior da semente. No entanto, Ferreira (1998)
ao determinar a curva de embebicdo em sementes de Passiflora alata Dryander, P.
edulis Sims.f. flavicarpa Deg. e P. giberti N. E. Brown observou que estas espécies
apresentavam permeabilidade a agua constatando que a dorméncia deve estar
relacionada a outros fatores fisiolégicos da semente como, por exemplo, a presenca
de substancias quimicas que impedem a germinacao.

Substancias reguladoras de crescimento presentes no arilo que envolve as
sementes agem de forma negativa na germinacdo das sementes de maracuja, pois
contribuem para uma germinacdo desuniforme, desta forma o arilo deve ser
adequadamente retirado visando, além da obtencdo da maxima germinacdo, a
emergéncia rapida das plantulas (PEREIRA & DIAS, 2000). Lopes et al. (2007)
afirmam que a remocao completa do arilo das sementes favorece a porcentagem de
germinacao e reduz o niumero de sementes duras.

A necessidade do estudo dos efeitos de reguladores vegetais ha germinacao
de sementes e no processo de formacdo de mudas de Passifloras € salientada por
diversos autores, como Lima et al. (2009) e Zucareli et al. (2009). Tais reguladores
estdo envolvidos nos processos de crescimento e desenvolvimento de um 6rgéao ou
tecido vegetal, que, pode ser alterado de acordo com as condic@es fisioldgicas da
planta, podendo atuar como promotor ou inibidor no controle do processo
germinativo de sementes (TAIZ & ZEIGER, 2009).

Os fitorreguladores também vém sendo utilizados para a reducdo da
dorméncia em sementes de Passifloras. Os horménios como giberelinas, citocininas
e etileno sdo promotores da germinacdo, enquanto outros, como o acido abscisico,
sdo indutores de dorméncia (TAIZ & ZEIGER, 2009). Em sementes de Passiflora
nitida kunth, a aplicacdo do &cido giberélico a 1000 mg L™, associada ou néo a luz,

favoreceu a germinacdo (PASSOS et al., 2004). Em sementes P. cincinnata Mast. a
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utilizacdo de GA4:+7 + N-(fenilmetil)-aminopurina promoveu aumento significativo no
processo de emergéncia e no desenvolvimento inicial (ZUCARELI et al., 2009).

A técnica de cultura in vitro também tem se mostrado eficiente para a
germinacdo de sementes de Passifloras, porém para a realizacdo deste
procedimento Alexandre et al. (2009) sugerem a remocao total do tegumento.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Caracterizagao morfolégica de P. foetida var. glaziovii Killip

Material vegetal de P. foetida var. glaziovii Killip provenientes da area da
fazenda experimental do Centro Universitario Norte do Espirito Santo (CEUNES) da
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), foram coletados, propagados
vegetativamente por estaquia e posteriormente cultivados em vasos alocados em
casa de vegetacdo. A identificacdo taxondmica e caracterizacdo morfologica foram
realizadas de acordo com Killip (1938), cujos caracteres mais relevantes foram
analisados. A terminologia morfolégica empregada segue o sugerido por Vidal e
Vidal (2000).

3.2. Avaliac@es do potencial fisiologico de sementes de P. foetida var. glaziovii
Killip

Sementes obtidas de frutos maduros tiveram seus arilos removidos com a
utilizacdo de cal hidratada e friccdo em peneira de malha plastica, seguida de
lavagem em &gua corrente. Sendo posteriormente dispostas sobre papel absorvente
por 72 horas, a temperatura ambiente (25 °C), para secagem. Decorrido este

periodo foram avaliados:
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Teor de agua - Determinado pelo método da estufa a 105 + 3 °C por 24
horas. Foram utilizadas quatro repeticdes com 50 sementes, pesadas em balanca
com precisao de 0,0001 g e os dados foram expressos em porcentagem (BRASIL,
2009).

Condutividade elétrica - Quatro repeticées de 50 sementes foram pesadas
com precisdo de 0,0001 g, sendo posteriormente imersas em 75 mL de &gua
destilada em copos de plastico (capacidade para 200 mL). As sementes foram
mantidas em BOD a 25 °C, por 24 horas. Decorrido este periodo, foi determinada a
condutividade elétrica da solucdo de embebicdo, por meio do condutivimetro
modelo EC-1382 e os resultados, expressos em uS cm™ g™ (BARBOSA et al., 2012).

Dimensionamento das sementes - com auxilio de um paquimetro digital
com precisao de 0,1mm, foram mensuradas as dimensdes de comprimento, largura
e espessura de 50 sementes. O comprimento foi medido da base ao apice enquanto
a largura e espessura foram medidas na regido mediana das sementes,
caracterizando-as conforme terminologia de Perez-Cortez (2002).

Curva de embebicdo - Conduzida a temperatura ambiente (25 °C), duas
repeticdes de 50 sementes foram dispostas uniformemente sobre duas folhas de
papel Germitest umedecidas com agua destilada, na proporcdo de 2,5 vezes a
massa do papel seco. As avaliacdes foram feitas a cada hora durante 12 horas, e
posteriormente a cada 24 horas. A avaliacdo compara o teor de agua absorvido em
funcao do tempo.

Germinacao ex vitro - Quatro repeticdbes de 50 sementes intactas foram
postas para germinar entre trés folhas de papel Germitest e em placas de Petri
forradas com duas camadas do mesmo papel, umedecidos com agua destilada na
proporcdo de 2,5 vezes a sua massa seca. Posteriormente as sementes foram
mantidas em BOD regulada na temperatura constante de 25 e alternada de 20-30
°C, com fotoperiodo de 12 horas. As avaliacbes foram realizadas aos 14 e 30 dias
apOs a semeadura e os resultados foram expressos em porcentagem de plantulas
normais e anormais (BRASIL, 2009).

Germinacdao in vitro - Os tegumentos foram totalmente removidos de forma
manual com o auxilio de um mini-torno de bancada (ALEXANDRE et al., 2009) e em
seguida as sementes foram levadas a camara de fluxo laminar, para entdo serem
submetidas ao processo de desinfestacdo com etanol 70% por um minuto e

hipoclorito de sddio em concentracdo comercial (2,5% de cloro ativo) por 15 minutos.
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ApOs cada processo foi realizada a triplice lavagem das sementes em agua
destilada e autoclavada. Posteriormente as sementes foram semeadas em frascos
de vidro contendo 50 mL de meio de cultivo MS (MURASHIGE & SKOOG 1962),
sendo dispostas em quatro repeticdes de 25 sementes. Para avaliar a germinacgao,
foram aplicados como tratamentos as combinacbes dos seguintes fatores:
temperaturas (25 e 20-30 °C) e qualidade de luz (branca, vermelho, vermelho
extremo e auséncia de luz). A determinacdo das temperaturas foi baseada na
metodologia descrita para P. edulis nas Regras de Analise de Sementes (BRASIL,
2009). A luz branca foi produzida por quatro lampadas fluorescentes de 20 W,
fixadas internamente na porta da BOD. O comprimento de onda vermelho foi obtido
a partir de duas folhas de papel celofane vermelho, enquanto que para o vermelho
extremo utilizou-se duas folhas de papel celofane azul seguidas de duas folhas de
celofane vermelho. A auséncia de luz foi alcancada pelo uso de sacolas pretas
envolvendo os frascos de vidro (MENEZES et al., 2004). O delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em esquema fatorial simples
2x4, sendo duas temperaturas (25 e 20-30 °C) e quatro qualidades de luz (branca,
vermelho, vermelho extremo e auséncia de luz). As médias obtidas foram
comparadas pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade, com auxilio
software GENES (CRUZ 2006).

Teste de tetrazolio - Cinco repeticbes de 50 sementes tiveram seus
tegumentos removidos como descrito anteriormente e em seguida foram preé-
condicionadas em agua destilada por 12 horas, a temperatura ambiente (25 °C).
Posteriormente, as sementes foram transferidas para recipientes com 20 mL da
solucéo de 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazdlio, nas concentra¢cdes de 2,5; 5,0; 7,5 e 10
g L, a qual foram acondicionados por duas horas em BOD reguladas nas
temperaturas de 30; 35; 40 e 45 °C. Os recipientes foram protegidos com papel
aluminio para evitar o contato da solugdo com a luz para que ndo ocorresse a
fotodegradacdo da solucdo. Apls este periodo as sementes foram lavadas e
mantidas imersas em agua destilada para assim realizar a excisdo manual dos
embriées, com o auxilio de uma lamina de bisturi. Em sequéncia os embrides foram
digitalizados e avaliados, com o auxilio do microscopio estereoscopio Leica SGD,
gue possui aumento de 40X e camera embutida Leica EC3. A intensidade da
coloracdo e diferenciacdo da viabilidade dos embrides de P. foetida foram

determinadas conforme Moore (1972), ou seja, vermelho brilhante ou rosa brilhante
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(tecido vivo e vigoroso), vermelho carmim forte (tecido em deterioracdo) e branco
leitoso ou amarelado (tecido morto).

Paralelamente ao TZ realizou-se um teste de germinacdo in vitro com a
finalidade de associar os padrdes de coloracdo as classes de vigor. Cinco
repeticoesde dez sementes foram desinfestadas e semeadas como descrito
anteriormente. Posteriormente os fracos foram mantidos em BOD com temperatura
ajustada para 20-30 °C, na presenca de luz branca e fotoperiodo de 12 horas por 30
dias. Decorrido esse periodo procedeu-se a avaliacdo das plantulas, sendo estas
classificadas conforme seus diferentes estadios de desenvolvimento (Brasil 2009).
Para avaliar a associacdo entre o TZ e o teste de germinagdo in vitro, foram
calculados em cada repeticdo o numero de embrides pertencentes a cada classe
aplicando posteriormente o teste Qui-quadrado em nivel de 5% de probabilidade,
com auxilio software Bioestat 5.0 (AYRES et al., 2007).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Identificacéo e caracterizagcdo morfologica

Passiflora foetida var. glaziovii Killip. Publ. Field. Mus. Nat.Hist.Bot. 19:
503.1938.

Trepadeira herbacea; ramos cilindricos, finos, estriados, vinaceos; gavinhas
axilares; estipulas pinatissectas; folhas 3-lobadas, 6,9-8,1 x 3,1-4,2 cm, l6bulo direito
2,0-3,1 cm larg., I6bulo esquerdo 2,3-3,0 cm larg., base cordada, apice agudo,
subhastadas, adpresso-hirsuta acima, densamente ciliada, face adaxial com
tricomas tectores, face abaxial com tricomas glandulares, margem ondulada e ciliada
com presenca de tricomas glandulares; peciolo 3,1-4,9 cm compr., ciliado, tricomas
glandulares; 3-bracteas 2,0-2,5 cm compr., persistentes, bipinatissectas, segmentos
mais curtos que a metade da altura do eixo principal ndo intimamente ligados,
verdes, ciliadas, tricomas glandulares; hipanto curto-campanulado, verde; sépalas-5,
oblongas, corniculadas, apice agudo, presenca de tricomas tectores, face abaxial
verde, face adaxial alva; pétalas-5, oblongas, apice arredondado, alvas; corona
filiforme, alva e lilas; opérculo, membranaceo, margem denteada; limen, cupuliforme,
membranaceo ndo envolvendo a base do androgindforo, margem lisa; anel
nectarifero presente; androginéforo reto; ovario 3-carpelar, glabro, pluriovulado,

globdide, hirsuto; estigmas-3; estames-5; fruto bacodide, elipsoide, glabro, verde;
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sementes 1,95-2,29 x 4,24-4,93 mm, achatadas, oblongas, alveoladas, enegrecidas,
apice tridentado, ariladas, arilo alvo (Figuras 1).

Material examinado: BRASIL. Espirito Santo. S&o Mateus, Litoraneo,
Campus do CEUNES, 01 Il 2013, fl./fr., Costa, P. R. 01(VIES).

FIGURA 1. Caracterizacdo morfoldgica de P. foetida var. glaziovii Killip: face adaxial
da folha (A); tricomas tectores localizados na face adaxial da folha (B); face abaxial
da folha (C); tricomas tectores localizados na face abaxial da folha (D); tricoma
glandular (E); flor (F); fruto verde com presenca de bracteas (G); fruto maduro
aberto demonstrando sementes cobertas por arilo (H); sementes intacta e semente
apos retirada parcial do tegumento demonstrando o endosperma (1).
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Até o presente momento a Passiflora foetida var. glaziovii Killip, era
conhecida apenas para o estado do Rio de Janeiro (Killip 1938) pelo material-tipo,
sendo aqui registrada pela primeira vez no Espirito Santo.

Em regides geograficas proximas ao Espirito Santo foram relatadas a
presenca de P. foetida L., P. foetida var. gossypifolia (Desv.) Mast. Trans. Linn. e P.
foetida var. fluminensis (M. Roemer) Killip, no entanto estas variedades diferem da
descrita neste estudo, principalmente devido a presenca de tricomas localizados por
toda a planta, a excecdo do ovério de P. foetida var. fluminensis, que se apresentou
glabro (Killip 1938), assim como em P. foetida var. glaziovii Killip.

4.2. AvaliagOes fisiologicas e bioquimica

As sementes de P. foetida var. glaziovii Killip utilizadas no presente estudo
apresentaram em media 10% de umidade e a condutividade elétrica igual a 0,694 uS
cm™ g*. Estas sementes possuem tegumento rigido, com superficie na zona central
ornamentada e reticulada. O apice apresenta-se tridentado em ambas as faces, com
a projecao mediana ligeiramente maior em relacdo as demais, a base é aguda e a
margem estriada. As dimensdes médias das sementes sdo iguais a: 4,67mm de
comprimento, 2,15mm de largura e 1,24 mm de espessura.

O inicio da germinacdo se da com a absor¢cdo de agua pela semente e
termina com o alongamento do eixo embrionario, em que a protrusdo do embrido
através do tegumento € o ponto crucial que identifica esse processo (BEWLEY e
BLACK, 1994).

As fases de embebicdo das sementes de P. foetida var. glaziovii Killip
segundo o padréo trifasico de absorcdo de agua, sdo representadas na Figura 2.
Observa-se gque a fase | do processo de embebicdo ocorre em duas horas, havendo
elevacdo da umidade de 10 para 12%. Decorrido este periodo ocorre drastica
reducdo na velocidade de absorcdo de agua fato que perdura por 94 horas

caracterizando a Fase Il ou leg fase.

Apds 96 horas ha o aumento na velocidade de embebicéo e o teor de agua

passa de 12 para 13% em 24 horas. Este periodo caracteriza o inicio da fase lll, na
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qual ocorre absor¢do ativa de agua pelas sementes, porém esta fase ndo é
concluida, pois as 120 horas de embebicdo ndo é observada a protrusédo radicular
em P. foetida var. glaziovii Killip.

13,5
13,0
12,5
12,0

11,5

Teor de agua {%)

11,0
10,5

10,0
¢ 1 2 3 4 5 6 7 8§ 9 10 11 12 24 48 72 96 120

Periodo de embebicio {horas)

FIGURA 2. Curva de embebicédo de sementes de P. foetida var. glaziovii Killip.

Em sementes de P. alata a fase Ill da germinacdo também €& marcada por
aumento no conteudo de agua a partir de 120 h, mas ao contrario de P. foetida var.
glaziovii, em Passiflora alata apds 120 h inicia-se o crescimento do embrido,
culminando com a protruséo de raiz primaria (FERRARI et al., 2008).

A dorméncia germinativa também pode ser observada nas avaliacdes de
germinacao ex vitro, tanto em rolo de papel quanto sobre papel, sendo que para
ambos os testes apenas uma semente germinou a temperatura de 20-30 °C (Figura
3). Esta dorméncia € descrita por Soares et al. (2012), que afirmam que as
sementes de P. foetida L. podem levar alguns meses para germinar.

A propagacao in vitro pode ser uma estratégia eficiente para superar em
parte a dorméncia germinativa. Desta forma, realizou-se um pré-teste, no qual
sementes de P. foetida var. glaziovii Kilip com presenca de tegumento
apresentaram alto grau de contaminacdo, ao contrario das sementes que tiveram
seus tegumentos totalmente removidos (Figura 3). Além disso, foi possivel observar
gue as sementes sem tegumento, quando inoculadas in vitro iniciaram a protrusao

radicular. O mesmo foi observado em P. edulis f. flavicarpa, no qual a remocéo
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completa dos tegumentos € indicada para a germinacéo in vitro (ALEXANDRE et al.,
20009).

Assim como em P. foetida var. glaziovii Killip, as sementes de Passiflora
edulis f. flavicarpa ndo germinaram quando o seu tegumento foi mantido intacto, o
gue caracteriza algum tipo de dorméncia. Esta dorméncia em P. edulis esta ser
ocasionada pelo tegumento, estando possivelmente relacionada aos mecanismos de
controle de entrada de &gua para o interior das sementes ou as substancias

inibidoras do crescimento presentes ao envoltério das sementes.

e — A
2

FIGURA 3. Germinacao de sementes de P. foetida var. glaziovii Killip: sobre papel
(A); em rolo de papel (B). Pré-teste de germinacgéo in vitro (C): 1. sementes sem
tegumento e 2. sementes com tegumento.

Na Figura 3 (A-B), pode-se observar a presenca de exsudatos ao redor das
sementes. Hilst et al. (2012) relatam que em sementes de Coffea arabica L. existe
uma correlacdo negativa entre as tonalidades dos exsudatos e a qualidade
fisioloégica das sementes de café, porém ainda ndo ha uma padronizacdo para esta
avaliacao.

A partir dos resultados obtidos anteriormente, iniciou-se a avaliagdo da
resposta germinativa das sementes de P. foetida var. glaziovii Killip perante as
diferentes qualidades de luz e temperaturas. A andlise fatorial entre temperatura e
gualidade de luz ndo foi significativa sendo, portanto, os tratamentos avaliados

separadamente (Tabela 1).
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Tabela 1. Resumo da analise de variancia para o teste de germinacao in vitro em P.
foetida var. glaziovii Killip em relacéo a qualidade de luz e temperatura (Temp.) para
as variaveis plantulas normais aos 14 dias ap6s montagem do teste, plantulas
normais, plantulas anormais e comprimento de hipocétilo aos 30 dias apés
montagem do teste de germinacéao.

Valores do Quadrado Médio

FV G.L. 14 dias 30 dias
Plantulas R ) Plantulas Comprimento de
) Plantulas normais _ _ .
normais anormais hipocotilo (cm)
Luz 3 307,17 290,61 55,20 66,70**
Temp. 1 312,5™ 1287,78** 1815,03** 0,16™
Luz
X 3 192.5™ 98,11 174,03™ 0,16™
Temp.
Residuo 24 114,17 133,11 211,28 1,84
Média 34,87 39,91 44,78 7,69
CV (%) 30,64 28,91 32,46 17,62

Quadrado médio significativo a 1% (**) e ndo significativo (™).

Aos 14 dias ap0s a semeadura ndo houve diferenca entre as porcentagens
de plantulas normais obtidas de sementes mantidas sob temperaturas de 25 e 20-30
°C (Tabela 2). Esse resultado, porém foi alterado apds 30 dias da montagem do
teste, sendo a porcentagem de plantulas normais superiores quando as sementes
foram expostas a temperatura de 20-30 °C, sugerindo uma resposta correspondente
a uma provavel adaptacao as flutuacGes naturais do ambiente (BORGES & RENA,
1993).

A temperatura alternada de 20-30 °C também foi a mais adequada para a
germinacao de Passiflora cincinnata Mast. (SANTOS et al., 1999), Passiflora edulis f.
flavicarpa Deg. (OSIPI & NAKAGAWA, 2005) e Passiflora alata Dryander
(ZUCARELI et al., 2009).
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TABELA 2. Porcentagem de plantulas normais e anormais e comprimento de
hipocétilo (cm) de P. foetida var. glaziovii Killip quando submetidas a diferentes
temperaturas.

Caracteristicas avaliadas

14 dias 30 dias
Temperaturas  pjantulas R _ Plantulas Comprimento
o Plantulas normais _ _ .
(C) normais anormais  de hipocotilo
(%)

(%) (%) (cm)

25 31,7 a* 33,5b 52,3 a 7,7a

20-30 38,0 a 46,2 a 37,2b 7,6 a

*Médias de cada caracteristica seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste
de Tukey em nivel de 5% de probabilidade.

Para a germinacdo, a semente de P. foetida var. glaziovii mostrou-se
indiferente a qualidade de luz (comprimento de ondas), em relacdo a porcentagem
de plantulas normais e anormais como pode ser observado na Tabela 3, o que
sugere um comportamento nao-fotoblastico (Figura 4) (MAYER & POLJAKOFF
MAYBER, 1989).

Essa caracteristica possibilita que as sementes de P. foetida var. glaziovii
Killip germinem em ambientes com presenca, pouca ou auséncia de luz, ocupando,
assim um micro-habitat na floresta, ou mesmo no solo coberto com camada de
pedras ou acumulo de folhas (VIEIRA et al., 2010). Os diferentes graus de
luminosidade causam, em geral, mudancas morfologicas e fisioldgicas na planta,
sendo que o grau de adaptacdo é ditado por caracteristicas particulares de cada

espécie em interacdo com seu meio (SCALON et al., 2003).
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TABELA 3. Porcentagem de plantulas normais e anormais e comprimento de
hipocotilo (cm) de P. foetida var. glaziovii Killip quando submetidas diferentes
gualidades de luz.

Caracteristicas avaliadas

14 dias 30 dias
Qualidade de Plantulas Plantulas Plantulas _
_ _ _ Comprimento de
luz normais normais anormais _ .
hipocatilo (cm)
(%) (%) (%)

Branca 33,5 a* 35,1a 446 a 43c
Vermelha 310a 410 a 435 a 6,3b
Vermelha

31,0a 355a 485 a 91a
extrema
Auséncia 440 a 48,0 a 425 a 10,8 a

*Médias de cada caracteristica seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste
de Tukey em nivel de 5% de probabilidade.

FIGURA 4. Frascos contendo plantulas de P. foetida var. glaziovii Killip apés 30 dias
de condicionamento em ambientes com qualidades de luz: branca (A); vermelho
(B); vermelho extremo (C) e auséncia (D).

Ao avaliar o comportamento germinativo de Passiflora nitida sob diferentes
concentracfes de acido giberélico (GA3), Passos et al. (2004) observaram que
quando as sementes foram tratadas com 1000 mg L™ ndo houve diferenca na
porcentagem germinativa das sementes, quando expostas ou nao a luz, sendo este
um comportamento similar ao observado em P. foetida var. glaziovii. Porém, em
outras espécies como em P. cincinnata Mast. e P. edulis f. flavicarpa, a luz exerce
efeito inibitério a germinacdo (MACIEL & BAUTISTA, 1997; ZUCARELI et al., 2009).
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A avaliacdo do potencial fisiologico das sementes de P. foetida var. glaziovii
Killip pelo teste bioquimico de tetrazdlio, foi realizada a partir de analises individuais
dos embribes por meio de imagens possibilitaram uma avaliacdo mais apurada da
coloracéo dos embrides, por permitir a ampliagéo, para assim diferenciar e classificar
0s embrides conforme o vigor.

Apo6s a aplicacdo dos diferentes tratamentos do TZ foi possivel identificar
treze padrbes principais de coloracdo, e a avaliagdo das plantulas obtidas pela
germinacgdo in vitro resultou na identificacdo de quatro estadios de crescimento,
permitindo assim propor um padrao de avaliagdo com quatro classes de vigor.

A definicdo das classes de vigor foi realizada a partir da associacdo da
coloracdo dos embrides com o desenvolvimento das plantulas. Embrides que
apresentaram coloracdo vermelho, rosa brilhante ou ambas foram classificados
como de vigor alto, originando plantulas com sistema radicular e parte area bem
desenvolvidos (Classe 1) (Tabela 4). Quando os embribes apresentaram coloracéo
rosa claro, menos de 50% dos cotilédones sem coloracéo ou a extremidade do eixo
embrionario com coloracao vermelha forte foram caracterizados como de vigor baixo
podendo originar plantulas com parte aérea e hipocotilo pouco desenvolvidos, ou
ainda, plantulas com cotilédones ainda fusionados ou sementes que somente
apresentavam protrusdo de raiz primaria (Classe 2) (Tabela 4).

Embrides que apresentavam cotilédones com 50% ou acima deste
percentual sem coloracdo, eixo embrionario branco ou vermelho carmim forte,
originam plantulas anormais sem sistema radicular ou em formato de rosetas
(Classe 3) (Tabela 4). No decorrer das avaliagcbes notou-se a presenca de lesdes
laterais nos cotilédones, ocasionadas pela pressdo do mini-torno no momento de
remocao do tegumento, sendo essas lesdes, portanto desconsideradas no momento
da avaliacdo, conforme recomendacédo das regras de Analise de Sementes (RAS)
(BRASIL, 2009).

Além disso, a retirada do tegumento possibilita maior obtencdo de maior
uniformidade no procedimento da coloracdo dos tecidos (SILVA et al., 2012). No
entanto, conforme Cervi et al. (2009), a retirada dos tegumentos pode acarretar

prejuizos no resultado das avalia¢des devido a ocorréncia de danos ao embrido.
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TABELA 4. Padrdes de coloracdo de embrides de P. foetida var. glaziovii Killip,
observados no teste de tetrazolio e classes de vigor correspondente ao grau de
desenvolvimento de plantulas cultivadas in vitro.

Padrao de coloracéo Classe / Vigor Grau de desenvolvimento
Vermelho brilhante, rosa brilhante Parte aérea e radicular bem
ou ambas. desenvolvidas.

1 mm

1/Alto
7
(\
\\\\
Rosa claro; menos de 50% dos Parte aérea e hipocatilo
cotilédones sem coloracao; pouco desenvolvido;
extremidade do eixo embrionério cotilédones fusionados;
vermelho intenso. apenas a presenca de raiz.

s ) 1 mm imm . L
- , 2 [ Baixo >

50% ou mais dos cotilédones sem

coloracao; eixo embrionario branco Anormais
ou vermelho carmim forte.
3/ Inviavel ’ t
Embrido sem coloracdo; embrido
vermelho carmim; embrido metade
branco e a outra metade vermelho Embrides sem
carmim. desenvolvimento.

4 [ Morto ; \
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A inexisténcia de um padrdo de avaliacdo para sementes de espécies do
género Passiflora dificulta a adequacéo dos resultados obtidos no TZ. Em alguns
trabalhos foi feita a avaliacdo da viabilidade de sementes de Passifloraceae, como
em P. giberti (FERREIRA et al., 2002), P. alata (FERREIRA et al., 2005; ZUCARELI
et al., 2003) e P. setacea (PADUA et al., 2011), mas n&o apresentaram imagens que
pudessem servir de comparacdo para as outras espécies como a do presente
estudo (P. foetida var. glaziovii Kiilip). Um exemplo da importancia destas imagens é
demonstrada no trabalho de Hosomi et al. (2011), tornando possivel a avaliacao de
sementes de Cattleya sanguiloba e Cattleya granulosa ap6s o TZ e assim as
separando em sementes em viaveis, ndo viaveis ou vazias.

A desuniformidade no processo de avaliacdo do TZ em passifloras pode ser
observada quando se realiza a comparacao de diferentes estudos. Em sementes
duras de P. alata avaliadas por meio do TZ, para determinagcdo da porcentagem de
sementes dormentes e mortas, foram considerados como viaveis os tecidos de
coloracdo vermelha ou rosa e inviaveis os de coloragado branco-leitoso ou vermelho
intenso (ZUCARELI et al., 2003). Ja Padua et al. (2011), ao avaliarem sementes de
P. setacea observaram que as viaveis apresentaram coloracdo rosea em pelo
menos metade dos cotilédones e de todo o eixo embrionario.

A presenca da cor vermelha carmim é caracteristica de tecidos em
deterioracdo que permitem maior difusdo da solucdo de tetrazdlio, por meio de suas
membranas celulares comprometidas (CORTE et al.,, 2010). Desta forma, a
presenca ou a auséncia de coloracdo no eixo hipocétilo-radicula demonstra que ha
intensa desuniformidade no tecido, afetando em ambos 0s casos a regido vascular e
o cilindro central do embrido, onde estédo localizados 0s vasos que conectam o0 eixo
embrionario aos cotilédones, que transportam substancias de reserva nas fases
iniciais de germinacdo e emergéncia das plantulas o que impossibilita a formacéo de
plantulas normais ou até mesmo impede o desenvolvimento do ebrido.

Os valores referentes a associacdo entre o TZ e o teste de germinacao in
vitro sdo apresentados na Tabela 5. Ao aplicar o teste de Qui-quadradro foi possivel
realizar comparacdes entre as frequéncias de cada tratamento do TZ com as
frequéncias da germinacdo in vitro, obtendo assim valores percentuais de
probabilidade, que superiores a 5% demonstram ndo haver diferenca estatistica
entre as frequéncias. Assim, ao comparar as frequéncias de embrides viaveis e

inviaveis, verifica-se que os pré-condionados por 12 horas a temperatura ambiente
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em &gua destilada e acondicionadas nas concentracées de 10 e 5 g L™ de tetrazélio
e mantidas as temperaturas de 30 e 35 °C por duas horas, respectivamente,
apresentaram 83,03% de probabilidade, sendo, portanto, as que melhor
corresponderam as frequéncias obtidas no teste de germinacéo in vitro (Tabela 5).

TABELA 5. Comparacdes entre frequéncias do nimero (N°) e porcentagens (%) de
embrides vidveis e inviadveis obtidas no teste de tetrazdlio com as do teste de
germinacao in vitro.

Teste de Tetrazoélio

. N Embrides Embrides N
Temperatura Tetrazélio u(rjnero vidveis inviaveis  Probabilidade
e
(°C) OLY  sementes (N9 (%) (N°) (%) (%)
2,5 50 2 4 48 96 0,14
5.0 50 23 46 27 54 14.93*
30 50
7.5 32 64 18 36 0,13
10.0 50 17 34 33 66 83,03
2.5 50 11 22 39 78 49,40
5.0 50 17 34 33 66 83,03
35 -
7.5 31 62 19 38 0,26
10.0 50 25 50 25 50 6,62
2.5 50 19 38 31 62 52,62
5.0 50 27 54 23 46 2,58
40 5
7.5 34 68 16 32 0,03
10.0 50 25 50 25 50 6,62
2.5 50 32 64 18 36 0,13
5.0 50 19 38 31 62 52.63
45 5
7.5 9 18 41 82 24.17
10.0 50 30 30/60 20 40 0,49
Teste de germinagdo in vitro
20-30 - 50 15 30 35 70 ]

Valores de p > 5% ndo diferem estatisticamente do teste de germinacao in vitro.
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A escolha de metodologia adequada para o emprego do TZ deve se basear
na facilidade para a diferenciacéo de tecidos viaveis e inviaveis e lotes de qualidade
fisiologica distintas. Além disso, o TZ deve representar o teste de germinacao, ou
seja, fornecer uma ideia aproximada da germinacdo de determinado lote de
sementes (KRZYZANOWSKI & FRANCA NETO, 1999). Segundo Azerédo et al.
(2011) e Clemente et al. (2012), os resultados de viabilidade obtidos no TZ e de
germinacdo devem ser semelhantes, permitindo diferencas de até 5% entre ambos,
0 que também pode ser observado na Tabela 5 para os tratamentos citados acima.

A associacao do teste de germinagéo in vitro com o padrao de coloracéo de
sementes pelo TZ ja foi utilizado com o buriti (SPERA et al., 2001). O mesmo foi feito
com sementes de macauba (RIBEIRO et al., 2010) e ex vitro para sementes de P.
setacea (PADUA et al., 2011).

Em sementes de Eulophia alta, os resultados apresentados no TZ foram
inferiores aos do teste de germinacdo (JOHNSON et al., 2007). Possivelmente a
diferenca entre os resultados deve-se a aplicacdo de padrbes metodoldgicos que
nao foram adequados para a espécie estudada. Sendo este um exemplo da
importancia de estudos voltados a adequacdo de metodologias para realizacdo do
TZ.

Em sementes de outras Passifloraceas as metodologias empregadas sao
distintas, como em P. alata, em que as sementes sdo cortadas transversalmente e
acondicionadas em solucéo de tetrazélio a 1 g L™, durante trés horas, na auséncia
de luz e na temperatura de 35 °C (ZUCARELI et al., 2003). Ja para sementes
armazenadas de P. setacea, o condicionamento foi de 24 horas a 30 °C, seguido de
corte na extremidade do eixo embrionario e acondicionamento em 7,5 g L™ de
tetrazolio por trés horas a temperatura de 30 °C (PADUA et al., 2011).

Ao comparar a frequéncia obtida no TZ com o teste de germinacéo (Tabela
6) pbde-se observar que o condicionamento dos embrifes na concentracédo de 10 g
L de tetrazélio sob temperatura de 30 °C apresentou o maior porcentual de
significancia sendo este igual a 60,40%, quando comprado ao teste de germinacao
in vitro. Este resultado reafirma o obtido na Tabela 5, podendo, portanto considerar o
tratamento em questdo como o mais adequado para a realizacdo do teste de

tetrazolio em sementes de P. foetida var. glaziovii Killip.
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TABELA 6. Comparacédo do numero (N°) e porcentagem (%) de embrides avaliados
pelo teste de tetrazolio que podem dar origem a plantulas normais e anormais com
as plantulas obtidas no teste de germinacao in vitro.

i Plantulas  Plantulas .
Temperatura TZ_1 Nimerode  ormais normais Morto  Probabilidade
(°C) (L") sementes (%)
N° % N° % N° %

2,5 50 2 4 5 10 43 86 0,00

5,0 50 23 46 25 50 2 4 1,16

30 7.5 50 32 64 17 34 1 2 0,03
10,0 50 17 34 25 50 8 16 60,40*

2,5 50 11 22 35 70 4 8 2,88
5,0 50 17 34 26 52 7 14 44,39

35 7,5 50 31 62 15 30 4 8 0,36
10,0 50 25 50 16 32 9 18 12,34

2,5 50 19 38 28 5 3 6 4,16

5,0 50 27 54 11 22 12 24 2,17

40 7.5 50 3 68 15 30 1 2 0,00
10.0 50 25 50 15 30 10 20 11,27

2,5 50 32 64 15 30 3 6 0,13

5,0 50 19 38 23 46 8 16 52,98

45 7.5 50 9 18 34 68 7 14 8,46

10,0 50 30 60 15 30 5 10 0,84

Teste de germinacgéo in vitro
20-30 - 50 15 30 23 46 12 24 -

"Valores de p > 5% n&o diferem estatisticamente do teste de germinacao in vitro.
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5. CONCLUSAO

Primeiro registro da espécie Passiflora foetida var. glaziovii Killip no estado
do Espirito Santo.

As sementes de Passiflora foetida var. glaziovii Killip séo classificadas como
nao-fotoblasticas e devem ser germinadas in vitro em temperatura alternada de 20-
30 °C, estando totalmente desprovidas de tegumento.

Para avaliacdo do vigor das sementes de Passiflora foetida var. glaziovii
Killip pelo teste de tetrazdlio recomenda-se a retirada total do tegumento, o pré-
condicionamento por doze horas em agua destilada a temperatura ambiente de 25
°C e condicionamento pela imersdo em solucédo de 10 g L™ de 2,3,5-trifenil cloreto de

tetrazolio a temperatura de 30 °C, por duas horas em ambiente escuro.
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