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RESUMO

O maracujazeiro apresenta grande variabilidade genética intraespecifica para as
diversas caracteristicas da planta e do fruto. O gradiente altitudinal influencia a
distribuicdo da variacdo genética dentro e entre populacdes de plantas e estudos
sobre localizacbes geograficas distintas possibilitam expressées do genotipo,
influenciadas pelas condicbes ambientais. Objetivou-se estudar a caracterizacao
genética, fisiologica e bioquimica de sementes e plantas de hibridos de
maracujazeiros cultivados em diferentes altitudes. As sementes dos hibridos de
maracujazeiros foram provenientes da Embrapa Cerrado (BRS Gigante Amarelo -
BRS GA, BRS Rubi do Cerrado - BRS RC e BRS Sol do Cerrado - BRS SC) e
cultivados em quatro altitudes no Sul do estado do Espirito Santo 41; 104; 711 e
1016 m. Foram analisados: caracteristicas agronémicas, analises fisicas e quimicas
dos frutos, andlise fisica e bioquimica das sementes e qualidade fisiolégica das
sementes; inducdo das sementes aos estresses hidrico e salino utilizando-se manitol
e cloreto de potassio nas concentragcbes de 0,0; -0,2; -0,4; -0,6 e -0,8 MPa;
propagacédo assexuada dos hibridos cultivados em diferentes altitudes, sem o uso de
regulador de crescimento e com o &cido indol-3-butirico (1000 mg LY e a
fitotoxicidade e citoxicidade de cascas e folhas dos hibridos cultivados em diferentes
altitudes. O namero de frutos por plantas é a caracteristica de maior importancia nas
analises dos hibridos de maracujazeiros nas diferentes altitudes. Os hibridos em
baixa altitude (41 e 104 m) apresentam maiores desempenhos agronémicos e o
hibrido BRS Sol do Cerrado a 1016 m de altitude apresenta maior qualidade
fisiologica das sementes. Os estresses hidricos e salinos prejudicam a germinacdo e
o crescimento das plantulas a partir do potencial -0,8 MPa e os hibridos a 41 m de
altitude apresentam menores danos devido suas condi¢gfes locais. O hibrido BRS
Rubi do Cerrado cultivado na altitude de 711 metros € o que apresenta maior
potencial de enraizamento. O hibrido BRS Rubi do Cerrado nas altitudes de 41 e
1016 m apresenta maiores efeitos alelopaticos sobre a germinacdo de sementes de
alface. O extrato apresenta alta mutagenecidade de acordo com que se aumentam
as concentracdes, consequentemente evidenciando maiores alteracdes nucleares e
cromossOmicas nas células em seus processos de divisbes. O aumento das
concentragdbes das infusdes foliares dos hibridos de P. edulis Sims f. flavicarpa,
cultivados em diferentes altitudes causa efeito alelopatico e mutagénico em L. sativa
L.
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Palavras-chave: Passiflora spp. Hibridos. Altitude. Estresse. Germinacéo. Vigor.

Mutagenicidade.

ABSTRACT
The passion fruit presents great intraspecific genetic variability for the diverse
characteristics of the plant and the fruit. The altitudinal gradient influences the
distribution of genetic variation within and between plant populations and studies on
distinct geographic locations enable genotype expressions influenced by
environmental conditions. The objective was to study the genetic, physiological and
biochemical characterization of seeds and plants of hybrids of passion fruit grown at
different altitudes. The seeds of the hybrids of passion fruit were obtained from
Embrapa Cerrado (BRS Gigante Amarelo - BRS GA, BRS Rubi do Cerrado - BRS
RC and BRS Sol do Cerrado - BRS SC) and cultivated at four altitudes in the
southern state of Espirito Santo 41; 104; 711 and 1016 m. The following parameters
were analyzed: agronomic characteristics, physical and chemical analyzes of the
fruits, physical and biochemical analysis of the seeds and physiological quality of the
seeds; induction of seeds to water and salt stress using mannitol and potassium
chloride at concentrations of 0.0; -0.2; -0.4; -0.6 and -0.8 MPa; (1000 mg L™) and the
phytotoxicity and cytotoxicity of bark and leaves of the hybrids grown at different
altitudes. The number of fruits per plants is the most important characteristic in the
analysis of hybrids of passion fruit at different altitudes. Hybrids at low altitude (41
and 104 m) show higher agronomic performance and BRS Sol do Cerrado hybrid at
1016 m altitude has a higher physiological seed quality. Water and saline stresses
affect germination and seedling growth from potential -0.8 MPa and hybrids at 41 m
altitude have less damage due to their local conditions. The hybrid BRS Rubi do
Cerrado cultivated at an altitude of 711 meters is the one with the greatest potential
for rooting. The BRS Rubi hybrid of the Cerrado at altitudes of 41 and 1016 m
presents greater allelopathic effects on the germination of lettuce seeds. The extract
shows high mutagenicity as concentrations are increased, thus evidencing greater
nuclear and chromosomal changes in the cells in their division processes. The
increase of the concentrations of the leaf infusions of the hybrids of P. edulis Sims f.
flavicarpa grown at different altitudes causes an allelopathic and mutagenic effect on

L. sativa L.
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1 INTRODUCAO

O maracujazeiro pertence a familia Passifloraceae e ao género Passiflora,
que se destaca como o mais importante economicamente. O Brasil é
considerado como centro de origem de aproximadamente 139 espécies
conhecidas, e também o maior centro de diversidade genética do género
(BERNACCI et al., 2013). A planta desenvolve-se bem em regi6es tropicais e
subtropicais, onde o clima é quente e umido. A altitude, temperatura, umidade
relativa, luminosidade e precipitacdo exercem importante influéncia sobre a
longevidade e rendimento das plantas (ALMEIDA et al., 2015).

O maracujazeiro esta entre as principais frutiferas cultivadas no pais,
apresentando limitagdes no cultivo e baixa produtividade (RONCATTO et al.,
2008). A estaquia permite aumentar a produtividadesuperar essas dificuldades,
produzindo mudas com excelente qualidade, identicas a planta matriz, em
pequeno espacgo fisico e em curto periodo (SOUZA; SANTOS; CARVALHO,
2014). Para melhorar a propagacéo vegetativa, a utilizagdo de auxina € de
grande importancia, podendo ser aplicada externamente, contribuindo para o
melhor e mais rapido enraizamento (FELICIANA et al., 2017). Entretanto, a
espécies comerciais como os hibridos desenvolvidos pela Embrapa Mandioca
e Fruticultura por meio de cruzamentos com parentais selecionados, apesar de
apresentarem caracteristicas agronémicas desejaveis como alta produtividade,
uniformidade na producédo, alto rendimento de polpa com acidez e dogura
aceitaveis e tolerancia as principais doengas (NEVES et al., 2013), séo
autoimcompativeis, classificadas como aldégamas por exceléncia, devendo,
portanto, serem as suas mudas clonais produzidas em menor numero por
matriz, utilizando-se estacas de varias matrizes para possibilitar a dupla
fertilizagao.

Estes materiais genéticos sao plantados em distintas regides quanto a
altitudes e caracteristicas quimicas e fisicas de solo, além de sofrerem
inUmeras variagBes climaticas, a exemplo, de estresses abidticos, como a
salinidade e a seca que sdo os principais fatores responsaveis pela reducdo da
produtividade das culturas no mundo (FAGIERA et al., 2011), e como a maioria
das frutiferas, o maracujazeiro é considerado uma cultura sensivel tanto a
salinidade do solo como a da agua (CAVALCANTE et al., 2005). O estresse
salino pode causar danos nas ceélulas, induzir a producédo de espécies reativas
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de oxigénio, causar a morte celular devido a peroxidacdo de lipidios da
membrana celular, a oxidagao de proteinas, a inibicdo de enzimas e danos no
DNA e RNA (SILVEIRA et al., 2010). Sob estresse hidrico, especialmente no
inicio da embebicao, a absor¢cado de agua € afetada, atrasando e diminuindo a
germinacgao, predispondo a semente e a plantula a uma menor resisténcia as
condi¢cdes ambientais adversas (KAPPES et al., 2010).

A altitude é determinante no desempenho ecofisiolégico de uma planta,
por exercer influéncia direta sobre os fatores abidticos (JOET et al., 2010).
Regides de alta altitude apresentam maior possibilidade de ocorréncia de
estresses devido a redugao da disponibilidade hidrica e temperatura (ZHU et
al., 2010).

As interagbes entre as plantas ocorrem quando uma planta doadora
(produz e libera os aleloquimicos) e um organismo alvo sofre seus efeitos
(SCOGNAMIGLIO et al., 2014). Os aleloquimicos s&o sinais quimicos
transmitidos ao ambiente, que podem inibir a germinagdo de sementes, o
desenvolvimento de plantas, a producdo de metabdlitos, a fotossintese, a
respiracdo, o transporte de membrana e a sinalizagdo quimica intracelular
(PERRY et al. 2007; FABRICANTE et al., 2013).

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 ASPECTOS GERAIS DA CULTURA DO MARACUJAZEIRO

O maracujazeiro pertence a familia Passifloraceae, a ordem Violales, a
classe Magnoliopsida e ao filo Magnoliophyta. Desde 1553 existem registros de
plantas desta familia e houve divergéncias quanto ao niumero de géneros e
espécies da familia, sendo que o primeiro registro literario de uma planta
pertencente ao grupo foi escrito na Coldombia (JORGENSEN; MACDOUGAL,
2014). O numero de espécies da familia Passifloraceae varia entre 520
(WATSON; DALLWITZ, 2012) e 700 (FEUILLET, 2004), e o numero de géneros
varia entre 18 (FEUILLET, 2004; WATSON; DALLWITZ, 2012) e 23
(BARROSO, 1978). Tais varia¢des sao resultados de incertezas taxonémicas,
uso de sindbnimos e descri¢cdes de novas espécies.

O Brasil destaca-se no cenario internacional como o maior produtor
mundial de maracuja amarelo (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Degener),

cuja producdo em 2017 foi de 704.000 toneladas, em uma area de 50.000 ha.
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A regido Nordeste lidera a producédo brasileira, respondendo por mais da
metade da produc&o nacional, seguida pelas regides Sudeste, Norte, Centro-
Oeste e Sul (IBGE, 2017).

O maracujazeiro € uma planta de clima tropical e subtropical, podendo ser
cultivado, sob condicdes ideias, em regifes com temperatura media entre 25 e
26 °C e precipitagdo pluviométrica entre 1.200 a 1.400 mm, bem distribuida ao
longo do ano. Os solos mais recomendados para a cultura sdo os areno-
argilosos, profundos, férteis, bem drenados, com topografia plana a
ligeiramente ondulada, com pH entre 50 e 6,5. A altitude do cultivo
recomendada € entre 100 e 1000 m, a umidade relativa do ar deve ser baixa e
a luminosidade alta. A planta necessita de 11 horas de luz/dia para entrar em
floracdo para producéo de frutos com 6timo aspecto, sabor e aroma (FRAIFE
FILHO et al., 2010).

A propagacdo do maracujazeiro para comercializacdo € feita
principalmente via seminifera (SILVA et al., 2015), mas apresentam alguns
problemas como a falta de uniformidade na germinacdo e emergéncia das
plantulas. Além da propagacdo via sementes, 0 maracujazeiro pode ser
propagado via assexuada como o0 método da estaquia, permitindo a
multiplicagcdo a partir de plantas-matrizes produtivas e de qualidade, para
formacdo de pomares com maior uniformidade e vigor (HUH et al., 2017),
podendo ainda ser propagado por enxertia (ALEXANDRE et al. 2013; OLIARI
et al., 2016).

O Brasil, por ser um dos centros de origem do maracuja, possui ampla
variabilidade genética natural para as diversas caracteristicas da planta e do
fruto. A caracterizacdo e a avaliacdo das espécies de interesse séao
ferramentas indispensaveis aos trabalhos de melhoramento de plantas. Entre
as varias espécies do género Passiflora nativas do Brasil, algumas tém
caracteristicas interessantes, que poderiam ser introduzidas no maracujazeiro
comercial, como a resisténcia a doencas e algumas pragas,
autocompatibilidade, androginéforo mais curto, qualidade de frutos e da
produtividade (FALEIRO et al., 2011).

Assim, ha grande interesse em estudos de competicdo de cultivares, no
sentido de identificar aquelas de melhor adaptabilidade as condi¢gbes locais

especificas. O clima pode variar entre locais, influenciando o comportamento
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das cultivares, portanto, ndo se pode indicar ou deixar de recomendar o plantio
de determinada cultivar em novas regides, tomando-se como referéncia apenas
0 seu comportamento na regiao de origem (GRECO, 2014).

Além da valiosa variabilidade interespecifica, 0 maracujazeiro apresenta
grande variabilidade genética intraespecifica para as diversas caracteristicas
da planta e do fruto. A utilizacdo de variabilidade genética existente nas
populacbes de maracujazeiro azedo permite a identificacdo de gendtipos
superiores para os fins especificos. Os métodos de melhoramento, baseados
em hibridacfes interespecificas tém sido citados como promissores, embora
possam existir problemas de alguns dos hibridos F1 relacionados com a macho
esterilidade, viabilidade de pdlen, falta de adaptacdo e suscetibilidade as
doencas de parte aérea (RUGGIERO, 2000). Na Embrapa Cerrados, o método
do retrocruzamento tem sido utilizado para a incorporacdo de genes de
resisténcia e outros genes de interesse de espécies silvestres em variedades
comerciais (JUNQUEIRA et al., 2005; FALEIRO et al., 2011).

Entre as cultivares comerciais utilizadas atualmente, o hibrido BRS
Gigante Amarelo, lancado em 2008 (EMBRAPA, 2008) tem apresentado altas
produtividades (42 t ha™ no primeiro ano nas condicées do Cerrado do Brasil),
boa adaptacédo a diferentes condicbes edafoclimaticas, alta qualidade de frutos
e elevado rendimento de polpa para uso agroindustrial. Considerando-se que
esta cultivar seja um hibrido simples intravarietal, acredita-se que o
reaproveitamento com a multiplicacdo de suas sementes pode diminuir o seu
vigor hibrido e reduzir o seu potencial produtivo, além de diminuir o tamanho e
a homogeneidade dos frutos, reduzindo a renda do produtor. Com base nas
areas de avaliacdo, ha indicadores da adaptacéo da cultivar na altitude de 376
a 1.100 m, latitude de 9 a 23°, plantio em qualquer época do ano (quando
irrigado), em diferentes tipos de solo.

O hibrido BRS Sol do Cerrado, langado também em 2008 (EMBRAPA,
2008) foi obtido com base no melhoramento populacional por selecdo
recorrente e obtencdo e avaliacdo de hibridos intraespecificos. Frutos que
apresentam coloracdo amarelo brilhante e polpa amarelo forte (maior
quantidade de vitamina C), oblongos, boa produtividade (40 t ha™* no primeiro
ano nas condi¢cbes do Cerrado do Brasil), e alta qualidade e rendimento de

polpa. Com base nas &reas de avaliagdo, ha indicadores da adaptacdo da
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cultivar na altitude entre 376 a 1.100 m, latitude de 9 a 23°, e plantio em
qualquer época do ano (quando irrigado), em diferentes tipos de solo.

O BRS Rubi do Cerrado, langcado em 2012 (EMBRAPA, 2012) foi obtido
com base no melhoramento populacional por selecao recorrente e obtencéo e
avaliacdo de hibridos inter e intraespecificos. Apresenta maior resisténcia ao
transporte, coloracdo de polpa amarelo forte (maior quantidade de vitamina C),
maior tempo de prateleira e bom rendimento de polpa. A obtencdo de frutos
para industria e para mesa evidencia a caracteristica de dupla aptiddo da
cultivar. Ha indicadores da adaptacéo da cultivar na altitude entre 376 a 1.100
m, latitude de 9 a 23°, plantio em qualquer época do ano (quando irrigado), em
diferentes tipos de solo.

2.2 POTENCIAL ALELOPATICO EM MARACUJAZEIRO

O termo alelopatia vem do grego allelon = de um para o outro e pathos =
sofrer, e foi descrito pelo botanico Hans Molisch em 1937 (CHOU, 2006;
WILLIS, 2007) como a influéncia de uma planta no crescimento e
estabelecimento de outra planta, pela liberacdo de compostos quimicos no
ambiente (TEASDALE et al., 2012; SALDANHA, 2013). A Sociedade
Internacional de Alelopatia recentemente definiu alelopatia como “ciéncia que
estuda qualguer processo envolvendo, essencialmente, metabdlitos
secundarios produzidos por plantas, algas, bactérias e fungos, que influenciam
0 crescimento e desenvolvimento de sistemas agricolas e bioldgicos, incluindo
efeitos positivos e negativos” (INTERNATIONAL ALLELOPATHY SOCIETY,
2014).

As interacfes entre as plantas ocorrem guando uma planta doadora
(produz e libera os aleloquimicos) e um organismo alvo sofre seus efeitos
(SCOGNAMIGLIO et al.,, 2014). Os aleloguimicos s&o sinais quimicos
transmitidos ao ambiente, que podem inibir a germinagdo de sementes, o
desenvolvimento de plantas, a producdo de metabdlitos, a fotossintese, a
respiracdo, o transporte de membrana e a sinalizacdo quimica intracelular
(PERRY et al., 2007; FABRICANTE et al., 2013).

Os aleloguimicos sdo responsaveis pelas multiplas interacbes quimicas
entre os diferentes organismos como: interagdes positivas (promogéao, atragao)

e negativas (inibicdo, repeléncia), no qual indicam as funcdes ecoldgicas
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dessas substancias, sendo importante para a sobrevivéncia, evolucdo e
coevolucdo das espécies vegetais. Por exemplo, a liberacdo de aleloquimicos
serve de estratégia de plantas invasoras para garantir sucesso na competicao
e no dominio de comunidades vegetais (LARCHER, 2006) e algumas espécies
podem ser relativamente resistentes a esses metabolitos, podendo apresentar
alguma relacdo coevolutiva com aquelas e desenvolvido tal resisténcia. Essa
situacdo ndo é tdo comum, 0 que garante o sucesso de muitas espécies
invasoras produtoras de aleloquimicos (BAIS et al., 2006). Estudos
relacionados com a atividade alelopatica das plantas sdo importantes para a
agricultura, que podem contribuir para o manejo das culturas, evitando que
determinadas espécies possam ser cultivadas proximas inibindo o seu
crescimento e desenvolvimento (IGANCI et al., 2006).

Os compostos alelopaticos sdo produtos do metabolismo secundario
vegetal produzidos pela planta, que parece néo ter relacdo direta com o
crescimento e desenvolvimento do vegetal. Eventos em nivel celular
coordenam um complexo de sinais (sinalizadores - “signaling”), que permitem a
comunicacdo entre os 6rgaos por hormoénios ou fitormoénios (“mensageiros
quimicos”), em que os metabdlitos secundarios sao ativados por estimulos
internos ou externos (RAVEN et al., 2010; TAIZ et al., 2017).

A alface (Lactuca sativa L.) € um dos modelos vegetais indicados para
bioensaios devido ao seu rapido crescimento, elevado nimero de sementes,
possuir sementes pequenas, 0 que contribui para uma maior area de superficie
de contato com a substancia avaliada (ANDRADE-VIERA et al., 2014). E uma
planta eudicotiledbnea, pertence a familia Asteraceae, destacando-se como
uma das hortalicas herbaceas mais consumidas no mundo e no Brasil,
agronomicamente muito delicada, de caule diminuto n&o ramificado
(NASCIMENTO et al.,, 2012). A principal vantagem do uso da alface nos
estudos alelopaticos reside na sensibilidade da espécie, mesmo em baixas
concentracbes de aleloquimicos. Além disso, a espécie demonstra outras
peculiaridades que favorecem sua utilizacdo: germinagdo répida, em
aproximadamente 24 horas; crescimento linear insensivel as diferencas de pH
em ampla faixa de variacdo e insensibilidade aos potenciais osmoticos (SOUZA
et al., 2005).
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Os principais constituintes quimicos de Passiflora edulis sdo os acidos
graxos (linoleico, oleico, palmitico), os flavonoides, os esteroides, os taninos,
os alcaloides, os terpenos, os polifendis (antioxidantes), os carotenoides e as
cumarinas (responsaveis pela acdo antibacteriana) (BRAGA et al., 2010). Nos
ensaios farmacoldgicos, os compostos ativos encontrados foram harmano
(conhecido como passiflorina, um sedativo natural encontrados em folhas e
frutos), maracujina e cardioespermina (um glicosideo cianogénico) (LORENZI;
MATOS, 2008).

Passiflora edulis foi investigada por possuir substancias inibitérias
(genericamente chamadas de aleloquimicos), cuja funcao primaria é garantir a
dorméncia das sementes e assegurar que as mesmas nao germinem dentro do
fruto (condicdes locais de germinacao 6tima), mas também exibe consideravel
acado alelopatica sobre a germinacdo de outras espécies (COELHO et al.,
2011). Os aleloguimicos estdo em maior concentracdo no arilo (Que envolve
toda a semente) e faltam dados que relatem se esse efeito concentra-se
apenas no arilo, ou se outras partes da planta podem exercer alelopatia (seja
ela positiva ou ndo) (MARTINS et al., 2010).
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4 CAPITULO 1: CARACTERES AGRONOMICOS, FISIOLOGICOS E
BIOQUIMICOS DE HIBRIDOS DE MARACUJAZEIROS CULTIVADOS EM
DIFERENTES ALTITUDES

RESUMO: A importancia em desenvolver trabalhos que avaliem os caracteres
de frutos e sementes de plantas cultivadas em diferentes altitudes reside na
possibilidade de identificar as diferengas fenotipicas determinadas pelas
variagbes ambientais. Objetivou-se estudar caracteres agrondmicos,
fisiolégicos e bioquimicos de hibridos de maracujazeiros cultivados em
diferentes altitudes no Espirito Santo. Foram utilizados os hibridos: BRS
Gigante Amarelo, BRS Sol do Cerrado e BRS Rubi do Cerrado, cultivados nas
regibes de Marataizes (41 m); Jerébnimo Monteiro (104 m); Alegre (711 m) e
Ibitrama (1016 m). Foram analisados o0s caracteres agronémicos,
caracteristicas fisicas e quimicas dos frutos, qualidades fisica, bioquimica e
fisiologica das sementes. Utilizou-se o método de Singh para determinacéo das
caracteristicas de maior importancia, parametros genéticos e coordenadas
principais. Numero de frutos é a caracteristica de maior importancia nas
analises dos hibridos nas diferentes altitudes. Hibridos em baixa altitude
apresentam maiores desempenhos agronémicos e as sementes do hibrido
BRS Sol do Cerrado a 1016 m apresenta maior qualidade fisiologica.
Palavras-chaves: Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Degener. Genotipo.

Qualidade fisiolégica. Caracteristicas.

ABSTRACT: The importance of developing studies that evaluate fruit and seed
characteristics of plants grown at different altitudes is based on the possibility of
identifying phenotypic differences determined by environmental variations. The
objective of this study was to study agronomic, physiological and biochemical
characteristics of hybrids of passion fruit grown at different altitudes in Espirito
Santo. Hybrids were used: BRS Gigante Amarelo, BRS Sol do Cerrado and
BRS Rubi do Cerrado, cultivated in the regions of Marataizes (41 m); Jerbnimo
Monteiro (104 m); Alegre (711 m) and lIbitrama (1016 m). The agronomic
characteristics, physical and chemical characteristics of the fruits, physical,
biochemical and physiological qualities of the seeds were analyzed. The Singh
method was used to determine the most important characteristics, genetic

parameters and main coordinates. Number of fruits is the most important
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characteristic in the analyzes of hybrids at different altitudes. Hybrids at low
altitude show higher agronomic performance and the seeds of BRS Sol do
Cerrado hybrid at 1016 m show higher physiological quality.

Keywords: Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Degener. Genotype.

Physiological quality. Characteristics.

4.1 INTRODUCAO

O maracujazeiro € uma planta originaria da America tropical, pertence ao
género Passiflora que possui mais de 150 espécies e 0 maracujazeiro azedo
(Passiflora edulis Sims f flavicarpa) € o mais cultivado devido a sua qualidade
de frutos, alto rendimento comercial, utilizado para consumo in natura e
producdo de derivados (IBGE, 2017). O Brasil é centro de diversidade do
maracujazeiro e apresenta 6timas condi¢cbes para o0 seu cultivo. A planta
desenvolve-se bem em regies tropicais e subtropicais, onde o clima é quente
e umido. A altitude, temperatura, umidade relativa, luminosidade e precipitacédo
exercem importante influéncia sobre a longevidade e rendimento das plantas
(BORGES; LIMA, 2009).

As regides mais indicadas para o plantio do maracujazeiro sdo as de
altitudes entre 100 a 1000 m, com temperatura média entre 25 e 26 °C;
precipitacdo pluviométrica ideal entre 1.200 a 1.400 mm, bem distribuida ao
longo do ano; umidade relativa do ar baixa e luminosidade alta. A planta
necessita de 11 horas de luz/dia para entrar em floragcdo para producao de
frutos com 6timo aspecto, sabor e aroma (FRAIFE FILHO et al., 2010). Embora
0 maracujazeiro tenha boa adaptagao aos diversos tipos de solos, € necessario
que o mesmo seja profundo e tenha, principalmente, boa drenagem
(ALEXANDRE et al., 2009; LOPES et al., 2013).

A altitude € determinante no desempenho ecofisiolégico de uma planta,
por exercer influéncia direta sobre fatores abibticos (JOET et al., 2010).
Regides de alta altitude apresentam maior possibilidade de ocorréncia de
estresses devido a reducdo da disponibilidade hidrica e temperatura (ZHU et
al., 2010). Aumento na altitude proporciona aumento do tamanho da semente,
as quais podem apresentar vantagens durante o estabelecimento de mudas em
condigbes estressantes (PLUES et al., 2005).

A germinagdo das sementes de maracujazeiros estdo sujeitas as
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variagdes de temperatura, ao comprimento do dia, aos indices de pluviosidade
e a outras variantes, sendo que o ambiente adequado permite a expressao da
composi¢cdo genética desejada (BOTEZELLI et al.,, 2000), o que pode ser
relevante para espécies melhoradas geneticamente, como os hibridos de
maracujazeiros.

A importancia em desenvolver trabalhos que avaliem os caracteres de
frutos e sementes de plantas cultivadas em diferentes altitudes reside na
possibilidade de identificar as diferengas fenotipicas determinadas pelas
variagbes ambientais, sendo que o ambiente pode favorecer a expressao de
determinadas caracteristicas, que em outras condicdbes ambientais nao se
manifestariam. Diante do exposto, objetivou-se avaliar caracteres agrondémicos,
fisiolégicos e bioquimicos de plantas, frutos e sementes de hibridos de

maracujazeiros cultivados em diferentes altitudes no estado do Espirito Santo.

4.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido pelo Laboratério de Analise de Sementes
(LAS) no campus do Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias da
Universidade Federal do Espirito Santo (CCAE-UFES), em Alegre-ES. Foram
utilizadas sementes de hibridos de maracujazeiro provenientes da Embrapa
Cerrado (BRS Gigante Amarelo - BRS GA, BRS Rubi do Cerrado - BRS RC e
BRS Sol do Cerrado - BRS SC), cultivadas em quatro regides no Sul do estado
do Espirito Santo (Tabela 1), cujas condi¢des climaticas e analise dos solos

encontram-se nas Tabelas 1 e 2.
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Tabela 1 - Descrigdo geografica e climatoldgica das areas onde foram implantados os experimentos

Dados Altitudes (m)
41 104 711 1016
Marataizes Jerbnimo Monteiro Alegre Ibitirama
Latitude 21°05'13,73” S 20°48'9,93” S 20°37'51,91” S 20° 28'09,40” S
Longitude 40° 54’ 15,717 O 41° 24’ 24,85” O 41° 36’ 15,97” O 41° 43 31,63” O
Clima (classificagao climatica Tropical - Aw Tropical - Aw Subtropical de inverno Quente e temperado -

Képpen-Geiger) seco e verao quente - Cwa Cwa
Temperatura média (°C) 23,8 23,8 23 19,8
Pluviosidade média anual (mm) 1014 1094 1341 1286

Tabela 2 - Resultados da andlise de solo das areas experimentais para os cultivos dos hibridos de maracujazeiros em diferentes

altitudes
Altitudes pH P K Na Ca Mg Al H+Al SB t T \% m MO Areia Silte Argila Classe
(m)  H,O mg dm™ cmolc dm™ (%) (%) gKg' (%) (%) (%) dosolo

41 5,51 13,07 57 12 1,65 0,84 0,10 5,12 2,69 2,79 7,81 34,50 3,58 1551 59 1 39  Argilosa
104 6,50 37,43 205 4 3,55 1,00 0,00 2,97 5,10 5,10 8,07 63,19 0,00 11,46 73 7 19 Média
711 586 2,55 42 2 3,00 1,11 0,00 3,80 4,23 4,23 8,02 52,71 0,00 20,91 49 7 42  Argilosa
1016 506 391 11 O 0,07 0,03 0,55 14,36 0,12 0,67 1448 0,85 81,73 40,13 64 10 26 Média

Legenda: pH: potencial hidrogenibnico; P: fésforo; K: potassio; Na: sodio; Ca: calcio; Mg: magnédio; Al: aluminio: H+AI: hidrogénio
e aluminio; SB: soma de base; t: capacidade de troca catidnica efetiva; T: capacidade de troca catidnica a pH 7 (CTC); V: indice de

saturacdo em bases; m: indice de saturacdo em aluminio; MO: matéria organica.



31

O experimento foi conduzido em delineamento em blocos casualizados,
em esquema de parcelas subdivididas (4 x 3), sendo que as parcelas
representadas pelas quatro altitudes e as subparcelas se constituiram dos trés
hibridos, com quatro blocos (repeti¢cdes) e cinco plantas por bloco, totalizando
60 plantas em cada localidade/altitude.

As mudas de maracujazeiros foram produzidas em sacolas plasticas de
14 x 28 cm, com solo, esterco de curral e areia (1:1:1). Foram semeadas duas
sementes por sacola e as regas feitas diariamente, de acordo com as
necessidades da cultura. Apés 120 dias da semeadura foi feito o transplantio
para o local definitivo. O sistema de conducéao e sustentacdo das plantas foi em
espaldeira vertical, com 1,8 m de altura e espagamento de 3,0 m x 4,0 m. As
plantas foram polinizadas naturalmente, sem irrigacdo na area, e o controle de
plantas daninhas realizado por meio de rogada das entrelinhas e capina
manual nas linhas.

As anadlises dos hibridos foram realizadas durante os dois ciclos de
producao da cultura (2015 e 2016), e constaram de:

Analises agronémicas - numero de frutos por planta e indices de
clorofilas a, b e total (utilizou-se o clorofilog CFL1030 da Falker);

Analises fisicas e quimicas dos frutos - peso médio do fruto (g) em
balanca de precisao 0,001 g; comprimento do fruto (cm); didmetro do fruto
(cm); espessura da casca (cm) com o auxilio de um paquimetro digital, com
precisdo de 0,1 mm; rendimento de polpa (%) calculada a porcentagem da
massa da polpa, subtraindo-se a massa da casca e das sementes em relacao a
massa total do fruto; firmeza do fruto (g f') determinada em trés pontos, com o
auxilio de um texturbmetro (Stevens LFRA Texture Analyser, com ponta
T9/1000, 2 mm s e profundidade de 20 mm); numero de sementes por fruto;
teor de sdlidos soluveis (°Brix): utilizou-se o refratdmetro digital com
compensagao automatica de temperatura; acidez total titulavel: avaliada por
titulometria de neutralizagdo, com diluicdo de 10 mL de suco puro em 90 mL de
agua destilada e titulagdo com solucdo de NaOH 0,1 N até que o suco atingisse
pH 8,1, com o auxilio do medidor de pH Digimed DMPH - 2, com correcao
automatica de temperatura expressa em porcentagem (%) de acido citrico
(AOAC,1990); ratio (razao entre os sdlidos soluveis e acidez titulavel); pH da
polpa: utilizou-se o pHmetro digital Digimed DMPH - 2; teor de vitamina C



32

(mg): utilizando-se 10 g do suco em frasco erlenmeyer contendo 50 mL de
solucdo de acido oxalico e a titulagdo efetuada com o indicador DCFI (2,6-
diclorofenol-sédico) até atingir a coloracao rosada persistente por 15 segundos
e condutividade elétrica da polpa determinada em condutivimetro MS
Tecnopon, sendo os resultados expressos em uS cm” g'1.

As sementes de frutos maduros e recém-colhidos foram extraidas com
auxilio de uma colher esterilizada, removendo-se a polpa com a técnica da cal
extinta sobre uma peneira, com lavagem das sementes e secagem sobre papel
tipo germitest a sombra.

Anadlises fisicas e bioquimicas das sementes - utilizando-se oito
repeticoes de 100 sementes por tratamento foram determinados o peso de mil
sementes, em balancga analitica (0,0001 g); e quatro repeticdes de 25 sementes
por tratamento foram determinados o comprimento e o didmetro da semente,
com o auxilio de um paquimetro digital (0,01 mm); teor de agua da semente
(%), determinado pelo método de estufa a 105 + 3 °C por 24 horas (BRASIL,
2009); condutividade elétrica: realizada com trés repeticdes de 50 sementes,
imersas em 75 mL de agua deionizada em copos de plastico (capacidade de
200 mL) (BARBOSA et al., 2012), mantidas a 25 °C por 24 horas em e a
condutividade da solugdo determinada em condutivimetro MS Tecnopon,
sendo os resultados expressos em pS cm™ g e a lixiviagdo de potassio (mg L
) em fotdmetro de chama - Digimed.

As analises bioquimicas foram feitas utilizando-se quatro repeticdes de
100 sementes, nas quais foram determinados: Lipidios totais - realizado por
método gravimétrico (BLIGH; DYER,1959); Fendis soluveis totais - baseado no
método de Folin Ciocalteu, comleitura das amostras em espectrofotbmetro a
725 nm; Carboidratos totais - feita pela reagdo com antrona (HODGE;
HOFREITER, 1962), com leituras a 620 nm;Proteinas totais - pelo método de
Bradford (1976), utilizando-se BSA como padrao e leituras a 595 nm; Amido -
pela hidrolise acida em mono, di e oligossacarideos que, posteriormente foram
submetidos a reacado com Antrona (HODGE; HOFREITER, 1962) e a leitura no
comprimento de ondas de 620 nm; Fibras - o pellet resultante da extragao do
amido foi levado para estufa de circulagao forcada a temperatura de 60 °C até
peso constante. Os resultados foram expressos em porcentagem em fungao da

massa inicial utilizada para a determinagao bioquimica; Cinzas: a determinacao
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mineral foi feita pela adaptagao de Silva (1981).

Qualidade fisiolégica das sementes — foi determinada pelas analises:
Germinacao - conduzida com quatro repeticdes de 25 sementes, semeadas em
rolos de papel tipo germitest, umedecido com agua destilada na proporgao de
2,5 vezes a massa do papel seco, que foram mantidos em camara de
germinacao tipo BOD, regulada a temperatura alternada de 20-30 °C, na
condi¢cado de escuro. As avaliacdes foram feitas até 28 dias apds a semeadura,
computando-se a porcentagem de plantulas normais (BRASIL, 2009), e os
resultados expressos em porcentagem de germinacdo; indice de velocidade de
germinacgao - determinado concomitante com o teste de germinacdo, sendo
computado diariamente o niumero de sementes que apresentaram protrusdo da
raiz primaria igual ou superior a 2 mm, segundo Maguire (1962); Comprimento
da parte aérea - determinado apo6s 28 dias da semeadura, com o auxilio de
régua milimetrada, mediante a medicdo do comprimento entre o colo e o apice
da ultima folha, e o resultado expresso em cm planta™; Massas fresca e seca
totais das plantulas - determinadas apos 28 dias da semeadura, em balanca
analitica (0,0001 g) e apds a obtencao da massa fresca, as plantulas foram
acondicionadas em sacolas de papel tipo Kraft, mantidas em estufa de
convecgao a 72 °C por 72 horas. Posteriormente, as amostras foram pesadas,
obtendo-se a massa seca total e os resultados expressos em mg plantula™.

O experimento foi representado pelas combinacfes das quatro altitudes
e dos trés hibridos, totalizando 12 tratamentos. Os dados foram submetidos a
andlise de variancia, obtendo-se os coeficientes de variacdo da parcela, da
subparcela e genético, assim como a herdabilidade para cada caractere
avaliado, considerando o modelo delineamento de blocos ao acaso, arranjo em
parcela subdividida, considerando o fator A (P) fixo (altitudes) e o fator B (S)
aleatério (hibridos), tendo o componente genético como a subparcela e o
componente ambiental o Erro A, utilizando-se o programa Genes (CRUZ,
2016), sendo: Yijk = u + Pi + Bj + Ea + Sk + PSik + Eb, e em que:

Y = vetor de dados;

u = meédia geral;

Pi = vetor dos efeitos do fator A (alocados nas parcelas, assumido como fixo);
Bj = vetor dos efeitos do fator B (alocados nas subparcelas, assumido como

aleatério);
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Ea = erro associados a interacdo do fator A (altitudes) com o fator repeticées;
Sk = vetor dos efeitos de blocos ou repeti¢coes;

PSik = vetor dos efeitos da interacéo fator B x fator A, ou a interacéo hibridos x
altitude;

Eb = erro associado aos residuos do fator B (hibridos).

Para identificacdo da combinacdo entre a altitude x hibrido de maior
desempenho foram realizadas analises multivariadas considerando 12
tratamentos, que foram representados pelas combinag¢des das quatro altitudes
e dos trés hibridos.

Os caracteres foram separados em grupos: andlise agronémica; analise
fisico e quimica do fruto; andlise fisica e biogquimica das sementes e qualidade
fisiol6égica das sementes.

Foi obtida uma matriz de correlacdo fenotipica para a retirada dos
caracteres com corre¢cdo maior que 0,90. Os dados foram padronizados e foi
realizado o diagndstico de multicolinearidade, sendo excluidos os caracteres
com altos valores para o fator de inflacdo da variancia (VIF), a fim de obter um
conjunto de multicaracteristicas que apresentassem colinearidade fraca.

Com este conjunto de caracteres foi obtida a matriz de Distancia
Euclidiana Média Padronizada e, posteriormente, foi realizada analise de
coordenadas principais (PCoA) com o programa DarWin, obtendo-se a
dispersdo dos dois eixos representando a maior parte da variacdo observada.
Para a determinacédo das caracteristicas de maior importancia na discriminacao
dos tratamentos (altitudes x hibridos), foram identificadas as caracteristicas de
maior peso nos primeiros autovetores e realizada a analise de contribuicdo
relativa de Singh (1981) com base na distancia de Mahalanobis. As anélises
foram realizadas utilizando-se o programa Genes (CRUZ, 2016).

Por fim, considerando o efeito significativo da interagcdo para o0s
caracteres de maior contribuicdo para as analises multivariadas em cada grupo

de caracteristica foram apresentadas as médias para cada uma das interagdes.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
O meétodo de Singh (1981), baseado na distancia de Mahalanobis,
considera de maior importancia caracteristicas que expressam maior

variabilidade, sendoque a maior contribuicdo de caracteristicas relativa a
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analise agronémica (A) foi o numero de frutos por planta (NFP - 99,53%); para
a analise fisico quimico do fruto (B), o rendimento de polpa (R - 60,44%) e o
comprimento do fruto (CF - 19,73%); para a andlise fisico quimica da semente
(C), a cinza (26%), diametro da semente (DS - 16,75%), acUcar (13,44%), fibra
(13,31%) e fenol (11,23%) e para a qualidade fisiologica das sementes (D),
indice de velocidade de germinacao (IVG - 23,53%), comprimento da raiz (CR -
21,60%), germinacao (20,31%) e comprimento da parte aérea (19,03%) (Figura
1).

O grande interesse na avaliacdo da importancia relativa dos caracteres
reside na possibilidade de descartarem caracteristicas que cooperem pouco
para a discriminacdo do material avaliado, diminuindo méo-de-obra, tempo e

custo despendidos na experimentacdo (CORREA; GONCALVES, 2012).
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Figura 1 - Importancia de caracteres, pelo método proposto por Singh (1981),
baseado em D? de Mahalanobis relacionadas a analise agronémica (A); analise

fisica e quimica dos frutos (B); andlise fisica e bioquimica das sementes (C) e
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qualidade fisiolégica das sementes (D) de hibridos de maracujazeiros nas
diferentes altitudes.

Legenda: NFP: numero de frutos por planta; CF: comprimento do fruto; EC:
espessura da casca; R: rendimento de polpa; F: firmeza do fruto; SS: solidos
soluveis; AT: acidez titulavel; pH: potencial hidrogenibénico; CE: condutividade
elétrica; VIT C: vitamina C; DS: diametro da semente; US: teor de 4gua da
semente; CES: condutividade elétrica das sementes; GER: germinacgéo; IVG:
indice de velocidade de germinacdo; CPA: comprimento da parte aérea; CR:

comprimento da raiz; MFT: massa fresca total e MST: massa seca total.

As estimativas dos coeficientes genéticos para cada caracteristica
avaliada podem ser observadas na Tabela 3.

A utilizacdo de estimativas de parametros genéticos para o melhoramento
de plantas €é importante na identificacdo da variabilidade genética,
proporcionando ganhos de selecdo, devido ao entendimento das causas
genéticas e ambientais (ou experimentais) atribuidas ao fenétipo (CRUZ et al.,
2011).

Os coeficientes de variacdo genética (CVQ), coeficiente de variacdo da
parcela (CVP) e coeficiente de variagdo da subparcela (CVS) apresentaram
valores semelhantes para cada caracteristica. O coeficiente de variacdo
genética (CVQ), calculado como a razdo entre o desvio padrdo genético e a
média dos hibridos apresentou maior valor para o amido (14,90). O CVg é um
importante indicador da grandeza relativa por meio da selecdo para cada
caracteristica (MENGARDA et al., 2015).

O coeficiente de variacéo da parcela (CVP), calculado como a razéo entre
o desvio padréo da parcela e a média dos hibridos apresentou maior valor para
o comprimento da raiz (110,54) e o coeficiente de variacdo da subparcela
(CVS), calculado como a razao entre o desvio padrao da subparcela e a média
dos hibridos apresentou maior valor para o comprimento da raiz (112,33).

A relacdo CVQ/CVP, que representa a razao entre as variagbes
decorrentes das causas genéticas e das parcelas (hibridos), apresentou maior
valor para o rendimento do fruto (8,23); a relagdo CVg/CVS, a razéo entre as
variacbes decorrentes das causas genéticas e das subparcelas (altitudes),

apresentou maior valor para o rendimento da polpa (5,52) e a relacao
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CVP/CVS, que representa a razdo entre as variacdes das parcelas e das
subparcelas, apresentou maior valor para o indice de clorofila b (1,56).

Em geral, a estimativa de herdabilidade (h?) apresentou valores variando
de 49,88 (indice de clorofila a) a 99,91% para o rendimento da polpa (Tabela
3). As diferencas observadas nos valores das estimativas de herdabilidade s&o
aceitaveis, j& que é uma estimativa mutavel de acordo com varios fatores,
destacando-se a estrutura genética da populacdo avaliada (SANTOS et al.,
2015) e as mudancas nos parametros genéticos e fenotipicos.

Caracteristicas que apresentem altos valores de estimativa de
herdabilidade representam a possibilidade de ganhos expressivos no processo
de selecédo (CARDOSO et al., 2009).

A herdabilidade no sentido amplo é considerada a variabilidade genética
total em relacdo a fenotipica, e a herdabilidade no sentido restrito apenas é
considerada a porcao da variancia genética aditiva em relacdo a fenotipica. A
herdabilidade no sentido restrito é a mais explorada pelos programas de
melhoramento que tem como alvo de estudo espécies de reproducao cruzada,
como é o caso do maracujazeiro-amarelo (VIANA; GONCALVES, 2005).

A herdabilidade juntamente com o coeficiente de determinacéo genotipico
determinam a quantidade da variacdo fenotipica que pode ser atribuida a
causas genéticas e, assim, a possibilidade de obter mudancas para certa

caracteristica por meio da selecdo (CRUZ et al., 2011).
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Tabela 3 - Coeficiente de variagdo genético (CVQg), coeficiente de variacdo da parcela (CVP), coeficiente de variagcdo da subparcela
(CVS) e herdabilidade (h?) para 28 variaveis relacionadas a anélise agrondémica, analise fisica e quimica do fruto, analise fisica e
bioquimica das sementes e qualidade fisiol6gica das sementes de hibridos de maracujazeiros em diferentes altitudes

Caracteristicas Média CVg CVP CVS CVg/CVP  CVg/CVS CVP/CVS h?
Numero de frutos por planta 28,75 7,82 3,17 2,24 2,46 3,49 1,41 98,98
indice de clorofila a 38,93 2,31 9,29 6,77 0,24 0,34 1,37 49,88
indice de clorofila b 9,66 0,00 25,50 16,34 0,00 0,00 1,56 0,00
Comprimento do fruto (cm) 8,92 3,90 1,01 2,34 3,86 1,66 0,43 99,58
Espessura do fruto (cm) 6,88 5,38 2,66 2,28 2,02 2,35 1,16 98,48
Rendimento da polpa (%) 44,24 8,46 0,98 1,53 8,63 5,52 0,64 99,91
Firmeza do fruto (g f*) 213,43 9,20 12,48 13,94 0,73 0,65 0,89 89,69
Solidos soluveis totais (°Brix) 14,78 2,39 4,12 3,68 0,58 0,64 1,11 84,35
Acidez titulavel 3,69 5,21 11,85 10,53 0,43 0,49 1,12 75,53
pH 2,90 1,56 2,48 2,20 0,62 0,70 1,12 86,34
Condutividade elétrica da polpa (uS cm™g™) 1,23 12,29 16,84 17,73 0,72 0,69 0,94 89,50
Vitamina C (mg) 42,23 8,39 5,38 5,00 1,55 1,67 1,07 97,48
Diametro da semente (mm) 4,46 4,18 1,21 1,12 3,45 3,73 1,08 99,47
Teor de 4gua da semente (%) 8,99 0,80 1,64 1,59 0,48 0,50 1,03 79,52
Condutividade elétrica da semente (uS cm™g™) 6,81 11,70 8,84 9,47 1,32 1,23 0,93 96,54
Lipideo (%) 6,95 5,28 13,54 12,61 0,38 0,41 1,07 70,89
Fenol (%) 1,19 5,07 9,44 8,37 0,53 0,60 1,12 82,20
Acucar (%) 1,61 6,30 25,13 19,05 0,25 0,33 1,31 50,15
Proteina (%) 13,32 5,09 9,49 14,52 0,53 0,35 0,65 82,14
Amido (%) 11,09 14,90 16,65 13,83 0,89 1,07 1,20 92,76
Fibra (%) 52,85 2,54 3,09 4,03 0,82 0,63 0,76 91,53
Cinza (%) 1,92 3,23 11,77 20,20 0,27 0,15 0,58 54,72
Germinacao (%) 86,00 0,00 7,29 4,91 0,00 0,00 1,48 0,00
indice de velocidade de germinagdo 2,20 0,00 9,85 7,91 0,00 0,00 1,24 0,00
Comprimento da parte aérea (cm) 3,91 0,00 4,44 5,03 0,00 0,00 0,88 0,00
Comprimento da raiz (cm) 3,86 0,00 110,54 112,33 0,00 0,00 0,98 0,00
Massa fresca total (mg) 61,02 7,97 9,50 11,88 0,83 0,67 0,79 91,85

Massa seca total (mg) 6,83 2,09 8,19 6,17 0,25 0,33 1,32 51,02
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A Analise das Coordenadas Principais (PCoA) com o caractere andlise
agronébmica de hibridos para 12 tratamentos (combinacdes de altitudes X
hibridos de maracujazeiros) apresentou 91,33% da variancia total (Figura 2). E
possivel observar que o hibrido BRS Gigante Amarelo a 41 m de altitude (2), o
hibrido BRS Rubi do Cerrado a 104 m (4) e o BRS Sol do Cerrado a 104 m (6)
apresentaram maiores desempenhos de namero de fruto por planta, indice de
clorofila a e b, ou seja, caracteristicas agrondmicas.

O maracujazeiro desenvolve-se melhor em regides tropicais e
subtropicais, com temperatura média mensal de 20 a 32 °C, ndo suportando
geadas e ventos frios (ALMEIDA et al., 2015).

Factorial analysis: (Axes 1/ 2)
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Figura 2 - Analise gréafica de coordenadas principais com o caractere andlise
agrondmica de hibridos para 12 tratamentos (altitudes x hibridos de
maracujazeiros): 1 = altitude 41 m e BRS Rubi do Cerrado; 2 = altitude 41 m e
BRS Gigante Amarelo; 3 = altitude 41 m e BRS Sol do Cerrado; 4 = altitude 104
m e BRS Rubi do Cerrado; 5 = altitude 104 m e BRS Gigante Amarelo; 6 =
altitude 104 m e BRS Sol do Cerrado; 7 = altitude 711 m e BRS Rubi do
Cerrado; 8 = altitude 711 m e BRS Gigante Amarelo; 9 = altitude 711 m e BRS
Sol do Cerrado; 10 = altitude 1016 m e BRS Rubi do Cerrado; 11 = altitude
1016 m e BRS Gigante Amarelo; 12 = altitude 1016 m e BRS Sol do Cerrado)
(representando 91,33% da variancia total, sendo autovalor do eixo 1 = 60,79%
e do eixo 2 = 30,54%).
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A Analise das Coordenadas Principais (PCoA) com o caractere andlise
fisico quimico do fruto apresentou 41,07% da variancia total (Figura 3). O
hibrido BRS Gigante Amarelo a 711 m de altitude (8), o hibrido BRS Sol do
Cerrado a 104 m (6) e o BRS Rubi do Cerrado a 104 m (4) apresentaram

maiores desempenhos fisico quimico para frutos de maracujazeiros.

Factorial analysis: (Axes 1/ 2)
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Figura 3 - Andlise gréafica de coordenadas principais com o caractere analise
fisica e quimica do fruto de hibridos para 12 tratamentos (altitudes x hibridos de
maracujazeiros): 1 = altitude 41 m e BRS Rubi do Cerrado; 2 = altitude 41 m e
BRS Gigante Amarelo; 3 = altitude 41 m e BRS Sol do Cerrado; 4 = altitude 104
m e BRS Rubi do Cerrado; 5 = altitude 104 m e BRS Gigante Amarelo; 6 =
altitude 104 m e BRS Sol do Cerrado; 7 = altitude 711 m e BRS Rubi do
Cerrado; 8 = altitude 711 m e BRS Gigante Amarelo; 9 = altitude 711 m e BRS
Sol do Cerrado; 10 = altitude 1016 m e BRS Rubi do Cerrado; 11 = altitude
1016 m e BRS Gigante Amarelo; 12 = altitude 1016 m e BRS Sol do Cerrado)
(41,07% da variancia total, com CP1 = 20,74% e CP2 = 20,33%).
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Para a andlise fisica e bioquimica das sementes pelo (PCoA) apresentou
50,43% da variancia total (Figura 4). O hibrido BRS Gigante Amarelo a 711 m
de altitude (8) e a 104 m (5) apresentaram maiores desempenhos fisico e
bioquimico das sementes de maracujazeiros.

A relagdo direta entre a massa da semente com a altitude podera ser
influenciada por fatores que poder&do covariar juntamente com a variagao de
altitude (GUO et al., 2010). Fatores intrinsecos a planta matriz, que afetam
diretamente a massa das sementes, como por exemplo, o tamanho e o nimero
de sementes por fruto poderdo ser influenciados pela variagdo de altitude
confundindo o efeito direto da altitude sobre a massa das sementes
(BOLMGREN; COWAN, 2008).

Factorial analysis: (Axes 1/ 2)
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Figura 4 - Analise gréafica de coordenadas principais com o caractere analise
fisica e bioquimica das sementes de hibridos para 12 tratamentos (altitudes x
hibridos de maracujazeiros): 1 = altitude 41 m e BRS Rubi do Cerrado; 2 =
altitude 41 m e BRS Gigante Amarelo; 3 = altitude 41 m e BRS Sol do Cerrado;
4 = altitude 104 m e BRS Rubi do Cerrado; 5 = altitude 104 m e BRS Gigante
Amarelo; 6 = altitude 104 m e BRS Sol do Cerrado; 7 = altitude 711 m e BRS
Rubi do Cerrado; 8 = altitude 711 m e BRS Gigante Amarelo; 9 = altitude 711 m
e BRS Sol do Cerrado; 10 = altitude 1016 m e BRS Rubi do Cerrado; 11 =
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altitude 1016 m e BRS Gigante Amarelo; 12 = altitude 1016 m e BRS Sol do
Cerrado) (50,43% da variancia total, com CP1 = 31,49% e CP2 = 18,94%).

Para a andlise da analise qualidade fisiologica das sementes pelo (PCoA)
apresentou 82,76% da variancia total (Figura 5). O hibrido BRS Sol do Cerrado
a 1016 m de altitude (12) apresentou maior desempenho de qualidade
fisioloégica das sementes de maracujazeiros.

Maiores altitudes podem favorecer a formacdo de sementes maiores,
mais rapida e maior porcentagem de germinacao e uma elevada qualidade das
sementes (CHEN et al., 2017).

A expressao do fendtipo resulta da interacado do gendtipo com o ambiente.
Quando se consideram varios ambientes, além dos efeitos do gendétipo e do
meio, ha também o efeito causado pela interagcdo destes dois fatores
(RESENDE, 2007). Na avaliagédo de cultivares em diversos ambientes verifica-
se o comportamento diferenciado diante das variacbes dos ambientes nos

quais os experimentos estéo instalados (ROSADO et al., 2012).

Factorial analysis: (Axes 1/ 2)
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Figura 5 - Andlise grafica de coordenadas principais com o caractere qualidade
fisiolégica das sementes de hibridos para 12 tratamentos (altitudes x hibridos
de maracujazeiros): 1 = altitude 41 m e BRS Rubi do Cerrado; 2 = altitude 41 m
e BRS Gigante Amarelo; 3 = altitude 41 m e BRS Sol do Cerrado; 4 = altitude



43

104 m e BRS Rubi do Cerrado; 5 = altitude 104 m e BRS Gigante Amarelo; 6 =
altitude 104 m e BRS Sol do Cerrado; 7 = altitude 711 m e BRS Rubi do
Cerrado; 8 = altitude 711 m e BRS Gigante Amarelo; 9 = altitude 711 m e BRS
Sol do Cerrado; 10 = altitude 1016 m e BRS Rubi do Cerrado; 11 = altitude
1016 m e BRS Gigante Amarelo; 12 = altitude 1016 m e BRS Sol do Cerrado)
(82,76% da variancia total, com CP1 = 62,38% e CP2 = 20,38%).

4.4 CONCLUSAO

Numero de frutos por plantas é a caracteristica de maior importancia nas
andlises dos hibridos de maracujazeiros nas diferentes altitudes.

Os hibridos em baixa altitude (41 e 104 m) apresentam maiores
desempenhos agrondmicos e as sementes do hibrido BRS Sol do Cerrado a

1016 m de altitude apresenta maior qualidade fisiol6gica de sementes.
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5 CAPITULO 2 - ESTRESSE HIDRICO E SALINO EM SEMENTES DE
HIBRIDOS DE MARACUJAZEIROS DE DIFERENTES ALTITUDES

RESUMO: Estresses hidrico e salino tém efeito na germinagéo, no crescimento
e no desenvolvimento das plantas, Objetivou-se estudar o comportamento de
sementes e plantulas de hibridos de maracujazeiros cultivados em diferentes
altitudes do estado do Espirito Santo, sob estresses hidrico e salino. Os frutos
foram colhidos em pomares localizados em altitudes variando em 41; 104; 711
e 1016 m, as sementes foram extraidas com auxilio de uma colher esterilizada,
removida a polpa com a técnica da cal extinta e mantidas sobre papel germitest
para ajuste de teor de agua a 10-12%. Os tratamentos de estresse foram:
hidrico, com manitol e salino, com cloreto de potassio (KCI) ambos nas
concentracbes de 0,0; -0,2; -0,4; -0,6 e -0,8 MPa. O teste de germinacéao foi
conduzido com quatro repeticoes de 25 sementes, semeadas em rolos de
papel tipo germitest, e as contagens de germinacao realizadas diariamente até
0os 28 dias apds a semeadura e calculado o indice de velocidade de
germinacdo. Os estresses hidricos e salinos prejudicam a germinacdo e
crescimento das plantulas a partir do potencial -0,8 MPa e os hibridos a 41 m
de altitude apresentou menores danos devido seu local de origem.
Palavras-chave: Passiflora spp. Gendétipos. Cloreto de potassio. Manitol.

Germinacéo. Vigor.

ABSTRACT: The objective of this study was to study the behavior of seedlings
and seedlings of hybrids of passion fruit cultivated at different altitudes of the
State of Espirito Santo under water and saline stresses. The fruits were
harvested in orchards located at altitudes varying in 41; 104; 711 and 1016 m,
the seeds were extracted with a sterilized spoon, the pulp was removed using
the extinct lime technique and kept on germitest paper to adjust the water
content to 10-12%. The stress treatments were: hydric, with mannitol and
saline, with potassium chloride (KCI) both at concentrations of 0,0; -0.2; -0.4; -
0.6 and -0.8 MPa. The germination test was conducted with four replicates of 25
seeds, seeded in germitest paper rolls, and the germination counts were
performed daily up to 28 days after sowing and the germination rate index was
calculated. The water and saline stresses affect seedling germination and

growth from the potential -0.8 MPa and the hybrids at 41 m altitude presented
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smaller damages due to their place of origin.
Keywords: Passiflora spp. Genotypes. Potassium chloride. Mannitol.

Germination. Vigor.

5.1 INTRODUCAO

O maracujazeiro pertence a familia Passifloraceae, € originario da
Ameérica Tropical, com mais de 150 espécies de Passifloraceaes nativas no
Brasil. Por ter origem tropical, o Brasil apresenta excelentes condi¢cbes para
seu cultivo, destacando-se dentre as espécies mais cultivadas no Brasil e no
mundo o0 maracuja-amarelo, também conhecido como maracuja azedo
(Passiflora edulis f. flavicarpa Degener), maracuja-roxo (Passiflora edulis Sims)
e 0 maracuja-doce (Passiflora alata Curtis) (FALEIRO, 2011).

O Brasil destaca-se como um dos maiores produtores e consumidores
mundiais do maracuja, com uma producao de 694.539 toneladas em uma area
de 50.204 ha, destacando-se no agronegécio da producdo de frutas e
contribuindo para o desenvolvimento do setor agricola (IBGE, 2017). No
Estado, o maracujazeiro € cultivado principalmente em Vila Valério, Afonso
Claudio, Santa Maria de Jetiba, Domingos Martins e Sooretama (CEASA,
2016).

Regides com altitude entre 100 a 1000 m sdo as mais indicadas para o
cultivo de maracujazeiros (FRAIFE FILHO et al., 2010), permitindo que a
cultura seja cultivada principalmente no estado do Espirito Santo.

As variagdes altitudinais sado consideradas um dos principais gradientes
que influenciam no crescimento das plantas e sé&o capazes de propiciar
mudancas em sua fisiologia. Frutos e sementes de diferentes localidades
geograficas permitem estudar e identificar as diferencas fenotipicas
determinadas pelas variagcbes ambientais, principalmente porque uma regiao
pode ser adequada para a expressao de determinadas caracteristicas, que em
outro local ndo se manifestariam (BOTEZELLI et al., 2000).

Os aspectos fisiolégicos, metabdlicos e nutricionais das plantas séo
afetados pelos efeitos dos estresses hidricos e salinos prejudicando, assim, o
crescimento das plantas (PRISCO; GOMES-FILHO, 2010). Araujo et al. (2013)
observaram que o aumento da salinidade da agua, reduziu a percentagem de

emergéncia em plantas de maracujazeiro amarelo. Ahmed e Montani (2010)
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relataram que os efeitos mais marcantes da salinidade sobre as plantas
refletem em alteracbes do potencial osmotico, da toxicidade ibnica e do
desequilibrio da absorcdo dos nutrientes, reduzindo assim 0 seu crescimento,
com serios prejuizos a atividade agricola.

As espécies se comportam de forma diferenciada quanto aos efeitos dos
sais, ou seja, cada espécie tolera certo nivel de salinidade, sem perder a
capacidade produtiva, nivel de tolerancia que é conhecido como salinidade
limiar (ELOI et al., 2011), fator que sugere a analise de crescimento como uma
técnica valida para o estudo das bases fisioldgicas da producao e da influéncia
exercida pelas variaveis ambientais, genéticas e agronémicas.

Embora o desenvolvimento de tecnologias adequadas para exploracéo de
areas com presenca de sal seja importante, o avanco das pesquisas na busca
de espécies e cultivares mais tolerantes ao sal ainda ndo alcangou niveis
satisfatorios.

Objetivou-se estudar o estresse hidrico e salino em sementes de hibridos
de maracujazeiros cultivados em diferentes altitudes do estado do Espirito

Santo.

5.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Analise de Sementes
(LAS), no campus do Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias da
Universidade Federal do Espirito Santo (CCAE-UFES), em Alegre-ES. Foram
utilizadas sementes de frutos de hibridos de maracujas provenientes da
Embrapa Cerrado (BRS Gigante Amarelo - BRS GA, BRS Rubi do Cerrado -
BRS RC e BRS Sol do Cerrado - BRS SC) (Tabela 1), cultivados em quatro
altitudes no Sul do estado do Espirito Santo (Figura 1).

Tabela 1 - Origem dos gendtipos utilizados

Gendtipo Origem
BRS Gigante Amarelo  MSC (matriz derivada da selecdo Sul Brasil) x GA (matriz
derivada da selecdo Redond&o)

BRS Rubi do Cerrado  Hibrido F1 obtido do cruzamento entre as matrizes CPAC-
MJ-M-08 e CPAC-MJ-M-06
BRS Sol Cerrado GA-2 x MA (matriz derivada da selecdo Redondéo)
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Figura 1 - Locais de amostragem de Passiflora spp. no estado do Espirito
Santo, Brasil. Os pontos indicam as localidades amostradas: 1 (Marataizes - 41
m); 2 (Jerébnimo Monteiro - 104 m); 3 (Alegre - 711 m) e 4 (Ibitirama - 1016 m)

As sementes de frutos maduros e recém-colhidos foram extraidas com
auxilio de uma colher esterilizada, removida a polpa com a técnica da cal
extinta, sobre uma peneira. Em seguida, as sementes contendo a mucilagem
foram lavadas e mantidas sobre papel tipo germitest a sombra para secagem
até a umidade atingir niveis oscilando entre 10 a 12%.

O estresse hidrico foi induzido com manitol e o estresse salino com
cloreto de potassio (KCl) ambos nas concentragées de 0,0; -0,2; -0,4; -0,6 e -
0,8 MPa, segundo a equacgao proposta por Van’t Hoff (SALISBURY; ROSS,
1992). As avaliagdes constaram do teste de germinagao e indice de velocidade
de germinacgao das sementes.

A germinagéao foi conduzida com quatro repeticdes (subamostras) de 25
sementes, para cada tratamento, semeadas em rolos de papel, tipo germitest,

umedecidos com agua destilada na proporcao de 2,5 vezes a massa do papel
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seco. Os rolos foram acondicionados na posigao vertical, em cubas de plastico,
contendo uma lamina de agua destilada, para evitar perda de umidade e
mantidos em germinador (BOD, modelo 347 CD), regulada a temperatura
alternada de 20-30 °C, na auséncia de luz. As contagens foram realizadas até
28 dias apos a semeadura (BRASIL, 2009), e os resultados foram expressos
em porcentagem de germinagdo. A germinacgao foi caracterizada pela emisséo
da raiz primaria com comprimento maior ou igual a 2 mm. Os resultados foram
expressos em porcentagem de germinagao.

O indice de velocidade de germinagéo foi determinado concomitante com
o teste de germinagéo, utilizando-se os dados das contagens diarias do teste
de germinagdo, sendo consideradas germinadas as sementes que
apresentaram protrusdo da raiz primaria com comprimento = 2 mm. O calculo
do IVG foi realizado segundo a metodologia proposta por Maguire (1962).

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado,
em esquema fatorial 4 x 5 (quatro altitudes x cinco potenciais osmaticos). Os
dados foram submetidos ao teste de normalidade de residuos e a analise de
variancia, e quando o valor de F foi significativo em nivel de 5%, realizou-se a
comparagao de médias pelo teste de Tukey. Para o efeito dos potenciais
osmoticos, os dados foram submetidos a analise de regresséao e, para o ajuste
das equacdes (Y=) quadraticas foi utilizado como critério a significancia dos
betas (p<0,05). Para todas as analises foi utilizado o programa estatistico R,
empregando-se o pacote ExpDes (R CORE TEAM, 2017).

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Houve interacdo significativa entre altitudes x potenciais osmoéticos na
germinacao de sementes de Passiflora spp., cultivadas em diferentes altitudes

sob condig&o de estresse hidrico com manitol (Tabela 2).
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Tabela 2 - Germinacado (%) de sementes de hibridos de maracujazeiros (BRS
GA= Gigante Amarelo; BRS RC= Rubi do Cerrado e BRS SC= Sol do Cerrado)
em diferentes altitudes submetidos ao estresse hidrico com manitol em

diferentes potenciais osmoéticos

Altitude Potencial osmético (MPa) Equacéo de regresséo R?
(m) 0 -02 -04 -06 -0,8
BRS GA

41 48b"Y 61a 46a 40b 44a - -
104 98a 40b 26b 30c 21c 92,377-247,71"x +207,14"x*> 91,81
711 98a 40b 4l1a 36bc 30b 90,827 -209,53"x +174,10"x*> 85,46
1016 96a 63a 46a 48a 16¢C 88,90 x — 88,00 x 90,39

CV (%) = 8,76

BRS RC

41 72b 64a 64a 5la 43a 73,157- 35,37 'x 94,02
104 94a 26b 29c 18b 12b 85,897 -242,67 x+ 19553 x> 86,60
711 92a 0Oc 0d Oc Oc 81,487-354,85x+32857 x> 85,71
1016 93a 60a 52b 50a Oc 86,20" - 58,00"x — 49,99"x*> 87,62

CV (%) = 9,63

BRS SC
41 50b 72a 67a 72a 6la 51,907+9242"x-101,78"x*> 79,95
104 97a 62b 72a 65b 45b 88,10 - 50,25 'x 70,45

711 99a 63b 52b 41d 35c 94,747-152,05"x + 98,66 x° 98,11
1016 99a 74a 65a 53c 45b 97,427-108,78"x + 55,35 x° 98,63

CV (%) = 5,96

Dmeédias seguidas por mesma letra (hibridos) na coluna ndo diferem ente si,
pelo teste Tukey (p < 0,05). ~, " e ": significancia em nivel de 1%, 5% e n&o
significativo, respectivamente. R? = coeficiente de determinacéo do ajuste da
regressao.

Para o hibrido BRS GA, os maiores valores de porcentagens de
germinacdo foram obtidos em altitudes de 104 e 711 m, sem a condi¢cdo de
estresse hidrico (98%). Verifica-se que no potencial osmoético -0,2 MPa
apresentou maiores valores de porcentagens de germinacado, quando a 41 e
1016 m de altitude. Guedes et al. (2013) relataram que o menor potencial
osmotico afeta negativamente a germinacdo e o crescimento inicial das
plantulas, semelhante ao encontrado nesse trabalho. No potencial -0,4 MPa,
houve menor porcentagem de germinagdo (26%) em altitude de 104 m,
diferindo nas demais altitudes. Maior porcentagem de germinacao foi obtida a
1016 m de altitude no potencial de -0,6 MPa (48%). Em potencial de -0,8 MPa,
obteve-se a maior porcentagem de germinacdo em altitude de 41 m,

correspondendo a 44% de germinagao.
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Em relacé@o ao hibrido BRS RC, em altitude de 711 m é possivel verificar
que houve nula germinacdo sob a condi¢cdo de estresse hidrico. O estresse
hidrico geralmente atua reduzindo a porcentagem e a velocidade de
germinacdo das sementes, em que cada espécie apresenta um valor de
potencial hidrico no solo, abaixo do qual a germinacdo ndo ocorre (LOPES;
MACEDO, 2008). No potencial -0,8 MPa, houve maior porcentagem de
germinacao a 41 m de altitude, apresentando 43%.

O hibrido BRS SC apresentou maiores valores de germinacédo (99%),
quando também ndo submetido a condicdo de estresse hidrico. Observa-se
que em altitudes de 711 e 1016 m, houve decréscimo linear da porcentagem de
germinacao em resposta aos potenciais osmaoticos. A reducdo na germinacao
das sementes sob estresse hidrico, ou seja, sob baixos potenciais hidricos, se
deve a reducdo na disponibilidade de &gua necesséria para a ativacdo e
manutencdo do metabolismo das sementes (MUNS; TESTER, 2008; BEWLEY
et al., 2013). Esse comportamento das sememtes de frutos de maracuja
cultivados em diferentes altitudes e submetidas a condicdo de estresse hidrico
e salino caracterizam as expressfes de cada genétipo e evidencia a sua
adaptacdo a condicdo ambiental de diferentes altitudes ou locais de
desenvolvimento da espécie, corroborando com os resultado obtidos por
Goncalves et al. (2009)

Houve interacdo significativa entre altitudes x potenciais osmaéticos no
indice de velocidade de germinacdo de sementes de Passiflora spp., cultivadas
em diferentes altitudes sob condicdo de estresse hidrico com manitol (Tabela
3).
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Tabela 3 - indice de velocidade de germinacido de sementes de hibridos de
maracujazeiros (BRS GA= Gigante Amarelo; BRS RC= Rubi do Cerrado e BRS
SC= Sol do Cerrado) em diferentes altitudes submetidos ao estresse hidrico

com manitol em diferentes potenciais osmoéticos

Altitude Potencial osmético (MPa) Equacéo de regresséo R?
(m) 0 -0,2 -0,4 -0,6 -0,8
BRS GA

41 1,48d% 231a 226a 1,32ab 1,21a 1,627+3,19"x-4,92"x> 69,61
104 2,47b 1,70bc 1,04c 1,04b 0,75b 2,46 -4,39"x +2,92"x> 97,56
711 3,22a 1,37c 2,31a 1,55a 1,04 ab 2,69 -2,02"x 56,88
1016 1,92c 2,05ab 1,81b 1,53a 0,87ab 1,92" +1,01™x-2,89"x* 99,37

CV (%) = 14,29

BRS RC
41 246a 252a 2,09a 245a 1,74a 2,55 -0,75 x 51,43
104 2,20a 1,04b 1,52b 056c 051b 1,947 - 1,92"x 74,03

711 2,24a 0,00c 0,00c 0,00d 0,00c 1,987-8,64"x+8,00°x> 85,71
1016 1,71b 246a 195ab 151b 0,00c 1,76"+4,18"x-7,96"x> 97,30
CV (%) = 18,64

BRS SC B )
41 167c 3,44a 358a 2,8la 196a 1,827 +8,78"x-11,01"x* 91,99
104 2,85a 2,74b 2,99b 223b 1,19b 3,177-1,917x 68,04

711  2,20b 2,92ab 2,07c 2,15bc 0,92b 2,29 +2,58'x-5,30"x" 84,08
1016 2,42 ab 3,23ab 3,12ab 1,67c 1,09b 261" +358x-7,17 x* 88,18
CV (%) = 11,86
Dmeédias seguidas por mesma letra (hibridos) na coluna ndo diferem ente si,

pelo teste Tukey (p < 0,05). ~, " e ": significancia em nivel de 1%, 5% e n&o
significativo, respectivamente. R? = coeficiente de determinacéo do ajuste da

regressao.

Com base nos resultados obtidos, o hibrido BRS GA apresentou maiores
valores de indice de velocidade de germinacdo em altitudes de 711 e 104 m
(3,22 e 2,47 respectivamente) na auséncia da condi¢do de estresse hidrico. Em
potencial osmatico -0,8 MPa, apresentaram 0s menores valores para o indice
de velocidade de germinacéo.

Em relacdo ao hibrido BRS RC, na auséncia de estresse hidrico, 0 menor
valor para o indice de velocidade de germinacao (1,71) foi obtido a 1016 m de
altitude, diferindo as demais altitudes. Observa-se, que novamente o hibrido
apresentou valor nulo de indice de velocidade de germinacdo em altitude de
711m sob efeito da condicéo de estresse. Verifica-se também, que os maiores
valores foram obtidos quando em menores altitudes (41 m), para todos os

potenciais osmaticos. Muitas das espécies crescem sob condi¢cbes de baixa
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altitude, e aquelas com maior adaptacdo as altitudes, sdo também as mais
adaptadas as variacdes de latitude (PINTO, 2009).

O hibrido BRS SC apresentou maiores valores de indice de velocidade de
germinacdo, quando em 41 m de altitudes de acordo com o aumento do
potencial osmotico.

A velocidade de emergéncia é um fator preponderante para um rapido
estabelecimento das plantulas em condicbes de campo. Plantulas com maior
IVG possuem maior desempenho e, consequentemente, maior capacidade de
resistir aos estresses que porventura possam interferir no crescimento e no
desenvolvimento da planta (DAN et al., 2010).

Houve interacdo significativa entre altitudes x potenciais osmoticos na
germinacdo de sementes de Passiflora spp., cultivadas em diferentes altitudes

sob condig&o de estresse salino com cloreto de potassio (Tabela 4).

Tabela 4 - Germinacgéo (%) de sementes de hibridos de maracujazeiros (BRS
GA= Gigante Amarelo; BRS RC= Rubi do Cerrado e BRS SC= Sol do Cerrado)
em diferentes altitudes submetidos ao estresse salino com cloreto de potassio

em diferentes potenciais osmaéticos

Altitude Potencial osmotico (MPa) Equacéo de regresséo R?
(m) 0 -02 -04 -06 -08
BRS GA

41 48b"Y 67a 43b 51a 40a - -
104 98a 32c 27d 46a 21c 87,987-22235°x+ 191,07 x> 71,32
711 98a 44b 34c 52a 30b 90,277-193,96"x + 163,39"x* 74,54
1016 96a 63a 62a 52a 25hc 90,35 - 76,25 X 90,58

CV (%) = 7,35

BRS RC

41 72b 62a 49b 38a 34a 70,907- 49,37 x 97,07
104 94a 31b 34c 25b 16b 86,057-217,19"x + 170,08"x* 85,46
711 92a 0c 0d Oc Oc  81,487-354,85"x +328,57"x*> 85,71
1016 93a 66a 65a 32ab 16b 92,10"- 94,50 x 95,21

CV (%) = 9,28

BRS SC

41 50b 56b 70a 58a 40ab 47,927+9528"x-130,35"x> 87,04
104 97a 60b 57b 44b 4lab 95,487 -154,60"x + 109,82"x> 94,03
711 99a 60b 70a 48b 47a 92,587-114,60"x +72,32"x> 82,00
1016 99a 78a 46c 63a 35b 97,807 -121,50"x +62,50"x° 82,43

CV (%) = 5,66

WMédias seguidas por mesma letra (hibridos) na coluna nao diferem ente si,

pelo teste Tukey (p < 0,05). , " e ": significAncia em nivel de 1 e 5% e n&o
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significativo, respectivamente. R? = coeficiente de determinacdo do ajuste da

regressao.

Com base nos resultados obtidos, o hibrido BRS GA apresentou maiores
médias de germinagdo a partir de 104 m de altitude sem o uso de solugéo
salina (>96%). Para a solugao salina com potencial de -0,2 MPa observou-se
maiores porcentagens de germinacdo a 41 m e 1016 m de altitude (67 e 63%,
respectivamente). Maior porcentagem de germinacao foi obtida a 1016 m de
altitude no potencial osmatico -0,4 MPa (62%). No potencial osmotico -0,8 MPa
0 maior percentual de germinagcao (40%) foi observado a 41 m de altitude
Analisando a porcentagem de germinacdo, observa-se que ndo ocorreu ajuste
de equacéo para a altitude de 41 m. A analise de regressdo mostrou um efeito
quadrético para as altitudes 104 e 711 m. Verifica-se que a porcentagem de
germinacgdo decresceu linearmente em resposta aos potenciais osmoticos na
maior altitude estudada (1016 m), com maior valor no potencial 0 MPa (Tabela
4). As maiores porcentagens de germinacdo foram oriundas dos menores
potenciais osmaticos, o que sugere o efeito negativo do estresse salino sobre o
desenvolvimento inicial das plantulas, corroborando com os resultados obtidos
Ribeiro et al. (2014), no qual observaram que o maracujazeiro amarelo
apresentou elevada sensibilidade aos sais.

O hibrido BRS RC apresentou maior porcentagem de germinacdo em
altitudes acima de 104 m, sem condicao de estresse salino, obtendo até 94%
de germinacdo. Analisando 0s potenciais osmoticos, obteve-se maior
porcentagem de germinacdo das sementes procedentes de frutos colhidos
quando a 41 e 1016 m de altitude para todas as concentracdes. Observa- se
também, que em altitude de 711 m as sementes sofreram influéncia da
condicdo de estresse salino, apresentando nula germinacdo em todas as
concentracbes. A germinacdo é afetada quando a difusdo de agua pelo
simplasto das células é interrompida, devido aos potenciais hidricos mais
negativos do meio (OLIVEIRA et al., 2009). O estresse salino tem efeito no
crescimento e desenvolvimento das plantas, podendo ocasionar a sua morte
(SOBHANIAN et al., 2011). A origem da semente também é um fator
importante na germinacdo e diferentes populagbes de plantas podem

manifestar variabilidade genética, resultando em diferentes comportamentos
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germinativos (OLIVEIRA et al., 2008). Essas afirmativas podem justificar os
resultados encontrados no presente estudo em relacdo ao decréscimo da
germinacao das sementes.

Assim como os demais, o hibrido BRS SC apresentou resultados com
maiores porcentagens de germinagao (>97%), em altitudes acima de 104 m,
quando ndo submetido a solugéo salina. Para o potencial -0,2 MPa, observa-se
que a maior porcentagem de germinacao foi obtida a 1016 m de altitude,
diferindo as demais altitudes. No potencial osmotico -0,4 MPa, a maior
porcentagem foi obtida a 41 e 711 m de altitude, e a menor porcentagem a
1016 m de altitude (70 e 46%, respectivamente). Maior porcentagem de
germinacao foi obtida a 1016 m de altitude no potencial osmaético -0,6 MPa
(63%). No potencial osmotico -0,8 MPa apresentou menor porcentagem de
germinacao a 1016 m de altitude (35%), néo diferindo significativamente nas
demais altitudes.

Houve interacdo significativa entre altitudes x potenciais osmoéticos no
indice de velocidade de germinacdo de sementes de Passiflora spp., cultivadas
em diferentes altitudes sob condicao de estresse salino com cloreto de potassio
(Tabela 5).
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Tabela 5 - indice de velocidade de germinacdo de sementes de hibridos de
maracujazeiros (BRS GA= Gigante Amarelo; BRS RC= Rubi do Cerrado e BRS
SC= Sol do Cerrado) em diferentes altitudes submetidos ao estresse salino

com cloreto de potassio em diferentes potenciais osmaoticos

Altitude Potencial osmético (MPa) Equacéo de regressédo R?
(m) 0 -02 -04 -06 -0,8
BRS GA

41 1,48d"® 290a 1,94b 1,80a 1,16a 1,737-3,86"x-591"x*> 62,56
104 2,47b 1,28c 1,00c 1,28b 1,00a 2,347-4,88"x+4,26"x> 84,81
711 3,22a 2,16b 1,22c 1,78a 0,96a 3,13"-5,28"x+3,53"x> 84,76
1016 1,92c¢ 2,80a 2,3l1a 1,21b 0,44b 2,087+3,34"x—7,01"x* 91,71

CV (%) = 10,87

BRS RC
41 246a 266a 2,39a 0,77a 194a - -
104 2,20a 1,13b 0,98b 0,76a 0,75c 2,047 -4,26"x+3,37"x* 95,26
711 2,24a 0,00c 0,00c 0,00b 0,00d 1,98"-8,64"x+8,00°x> 85,71
1016 1,71b 1,58b 2,11a 0,44ab 1.36b - -

CV (%) = 19,76

BRS SC
41 167c 3,10ab 2,26a 2,27a 2,17a - -
104 2,85a 3,35a 2,39a 1,03b 1,06b 3,317 -2,947x 78,66
711 2,20b 2,43c 2,30a 1,39b 1,20b 2.517-1,52"x 71,97
1016 2,42 ab 2,54bc 1,33b 1,17b 1,10b 2.517 - 2,00"x 80,58

CV (%) = 15,39

Dmeédias seguidas por mesma letra (hibridos) na coluna nado diferem ente si,
pelo teste Tukey (p < 0,05). ~, " e ": significancia em nivel de 1%, 5% e n&o
significativo, respectivamente. R? = coeficiente de determinacéo do ajuste da

regressao.

Em relacdo ao indice de velocidade de germinacao (IVG) (Tabela 5), o
hibrido BRS GA apresentou maior indice (3,22) em altitude de 711m, nao
estando submetido a condicdo de estresse salino, havendo um decréscimo
linear a medida que aumenta o potencial osmatico.

Para o potencial -0,2 MPa, os maiores valores de indice de velocidade de
germinacdo foram obtidos a 41 e 1016 m de altitude (2,90 e 2,80
respectivamente). Maior valor para o indice de velocidade de germinacéo foi
observado a 1016 m de altitude no potencial osmaético -0,4 MPa. Nos potencias
osmoticos -0,6 e -0,8 MPa, respectivamente, € possivel verificar que o0s
maiores indices de velocidade de germinacdo foram obtidos das menores
altitudes (41 m), e os menores valores das maiores altitudes (1016 m). De

acordo com Silva e Dantas (2013) a procedéncia ou o local em que as
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sementes sdo coletadas e as plantas matrizes produzidas, € um dos fatores
que podem influenciar na qualidade fisiologica das sementes, justificando a
variacdo na porcentagem do indice germinativo.

O hibrido BRS RC apresentou maior indice de velocidade de germinacao
(2,24) em altitude de 711 m sem a condi¢cdo de estresse hidrico, obtendo valor
nulo quando submetido a condicéo de estresse. Este fator pode ser explicado
pelo estresse salino a que as sementes foram submetidas. Oliveira et al. (2015)
trabalhando com interacdo salinidade da agua de irrigacdo e substratos na
produgcdo de mudas de maracujazeiro amarelo verificaram que o aumento da
salinidade da agua de irrigacdo reduziu a emergéncia, o crescimento e o
acumulo de matéria seca das mudas de maracujazeiro amarelo. A diminuicédo
da velocidade de germinacdo das sementes em condi¢cdes de salinidade esta
ligada a dificuldade de absorcdo da agua, devido a potenciais hidricos muito
negativos, especialmente no inicio da embebicéo, influenciando a absor¢éo de
agua, podendo inviabilizar a sequéncia de eventos relacionados ao processo
germinativo (MOTERLE et al., 2006).

O hibrido SC, apresentou maiores valores de indice de velocidade de
germinacdo a 104 m de altitudes a 0,0 MPa (2,85). O potencial -0,4 MPa,
apresentou menor indice a 1016 m de altitude (1,33). Para os potencias -0,6
MPa e -0,8 MPa, os maiores valores de indice de velocidade de germinacao
foram obtidos a 41 m de altitude (2,27 e 2,17, respectivamente).

Dessa forma, verificou-se que os testes de avaliacdo de qualidade
fisiolégica de sementes sdo eficientes para diferenciar as procedéncias de
sementes de maracuja em niveis de vigor conforme verificado por Lazarotto et
al., (2013) em estudos com sementes de cedro. E possivel caracterizar varias
expressbes do gendtipo da espécie, possibilitada pela adaptacdo dos
individuos as condicbes ambientais locais com estudos de germinacao de
frutos de procedéncias distintas (GONCALVES et al., 2009).

5.4 CONCLUSAO

Os estresses hidricos e salinos prejudicam a germinacao e crescimento
das plantulas a partir do potencial -0,8 MPa.

Os hibridos Gigante Amarelo e Sol do Cerrado a 41 m de altitude

apresentam menores danos devido aos condi¢des do local.
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6 CAPITULO 3 - ENRAIZAMENTO DE ESTACAS DE HIBRIDOS DE
MARACUJAZEIROS CULTIVADOS EM DIFERENTES ALTITUDES

RESUMO: A propagacdo do maracujazeiro amarelo é feita principalmente via
seminifera, mas este processo tem ocasionado baixa e desuniforme
germinacdo das sementes. Desta forma, objetivou-se com este trabalho
estudar o enraizamento de estacas de hibridos de maracujazeiros de diferentes
altitudes, com e sem tratamento com &cido indol-3-butirico. Foram utilizadas
estacas dos hibridos: BRS Gigante Amarelo, BRS Rubi do Cerrado, BRS Sol
do Cerrado, provenientes de plantas cultivadas em altitudes de 41; 104; 711 e
1016 metros. As estacas foram seccionadas com comprimento de 10 a 15 cm,
contendo quatro gemas e uma folha na extremidade apical. A base das estacas
foi imersa em solucao de acido indol-3-butirico, nas concentracdes de 0 e 1000
mg L*, durante um minuto, e posteriormente o terco basal foi inserido em
tubete de 50 cm®, contendo vermiculita como substrato e mantidas em casa de
vegetacdao irrigada com nebulizacdo intermitente, com intervalos de 40 minutos.
Foram analisados: porcentagem de enraizamento, porcentagem de estacas
mortas, porcentagem de brotacdo, porcentagem de calo nas estacas, nUmero
de raizes por estaca e comprimento da raiz. A altitude de 711 metros é a que
mais se destaca em todas as caracteristicas analisadas, a excecdo do
comprimento de raiz. O enraizamento e a porcentagem de brotacdo sdo
maiores quando ndo ha a aplicacdo do &cido indol-3-butirico. J& a porcentagem
de estacas com calos, niumero de raizes e comprimento de raiz sdo maiores
com a aplicacdo de 1000 mg L™ de &cido indol-3-butirico. As estacas do
maracujazeiro BRS Rubi do Cerrado apresentam maior porcentagem de
enraizamento.

Palavras-chave: Passiflora spp. Propagac&o. Genétipos. Acido indol-3-butirico.

ABSTRACT: The propagation of yellow passion fruit is mainly via seminiferous,
but this process has caused low and uneven seed germination. In this way, the
aim of this work was to study the rooting of cuttings of passion fruit hybrids of
different altitudes, with and without indole-3-butyric acid treatment. Stakes of
the hybrids were used: BRS Gigante Amarelo, BRS Rubi do Cerrado, BRS Sol
do Cerrado, from plants cultivated at altitudes of 41; 104; 711 and 1016 meters.
The cuttings were sectioned with a length of 10 to 15 cm, containing four buds
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and one leaf at the apical end. The base of the cuttings was immersed in indole-
3-butyric acid solution at concentrations of 0 and 1000 mg L™ for one minute,
and thereafter the basal third was inserted in a 50 cm3 tube containing
vermiculite as substrate and maintained in a greenhouse irrigated with
intermittent nebulization, with intervals of 40 minutes. Rooting percentage,
percentage of dead cuttings, sprout percentage, percentage of callus on
cuttings, number of roots per cutting and length of root were analyzed. The
altitude of 711 meters is the one that most stands out in all the characteristics
analyzed, except for the root length. Rooting and sprouting percentage are
higher when there is no application of indole-3-butyric acid. The percentage of
cuttings with calluses, root numbers and root lengths are higher with the
application of 1000 mg L™ of indole-3-butyric acid. The cuttings of passion fruit
BRS Rubi do Cerrado show a higher percentage of rooting.

Keywords: Passiflora spp. Propagation. Genotypes. Indole-3-butyric acid.

6.1INTRODUCAO

O Brasil destaca-se como o principal produtor de maracuja do mundo,
cuja produgcdo em 2017 foi de 704.000 toneladas, em uma area de 50.000 ha
(IBGE, 2017). Destaca-se como maior centro de distribuicdo do género
Passiflora, sendo que a espécie mais cultivada no Brasil € o maracujazeiro
amarelo (Passiflora edulis Sims f. Flavicarpa Degener.), também conhecido
como maracujazeiro azedo, cujos frutos sdo destinados tanto para o consumo
in natura quanto para industrializagdo (OCAMPO et al., 2016; COELHO et al.,
2018; SOUZA et al., 2018). Comercialmente o maracuja azedo se destaca
como o0 mais utilizado, apresentando maior produtividade e rendimento de
polpa, além de possuir frutos maiores (OCAMPO et al., 2013; YUAN et al.,
2017). E o mais utilizado pela populacéo devido ao desconhecimento de outras
especies do mesmo género, como por exemplo as espécies silvestres e o
maracujazeiro doce (PAIVA et al., 2014; FALEIRO et al., 2015).

O maracujazeiro é cultivado, na maioria das vezes, em pequenas
propriedades e apesar de ser uma cultura de alto risco, devido a grande
quantidade de pragas e doengas que podem ataca-la, seu cultivo tem crescido
devido a sua excelente rentabilidade (MELETTI, 2011; POTIN et al., 2016; DU
et al., 2017; GONCALVES et al., 2018).



65

A utilizacdo de hibridos e variedades melhoradas geneticamente com
maior produtividade, qualidade de frutos, resisténcia a doencas e adaptadas
aos diferentes agroecossistemas € a medida mais eficaz para a expansao do
cultivo e para o controle de pragas e doencas. Os programas de melhoramento
genético vém trabalhando no intuito de desenvolver variedades com essas
caracteristicas, pois é de fundamental importancia para garantir a viabilidade
econbmica da cultura (FALEIRO et al., 2013; BELLON et al., 2014; LIU et al.,
2017).

A propagacdo do maracujazeiro para comercializacdo € feita
principalmente via seminifera (SILVA et al., 2015), mas muitos produtores
reclamam da falta de uniformidade na germinacao e emergéncia das plantulas.
Outra alternativa para a propagacdo desta espécie € a multiplicacdo por
estaquia, permitindo a multiplicacéo a partir de plantas-matrizes produtivas e de
qualidade, para formacdo de pomares com maior uniformidade e vigor
(RONCATTO et al., 2008; HUH et al., 2017), podendo ainda ser propagado por
enxertia (ALEXANDRE et al., 2013; OLIARI et al., 2016).

Entretanto, a produgcdo de mudas por estaquia € influenciada
principalmente: pela aptiddo da planta em emitir raizes adventicias, condigbes
favoraveis do ambiente de cultivo como: temperatura, umidade, arejamento,
luz, auséncia de contaminantes no meio enraizante, substrato, genotipo,
recipiente, estadio fisioldgico da planta matriz, época de retirada das estacas,
presenca ou auséncia de folhas e utilizacéo de fitormonios (LOPES et al., 2007,
RONCATTO et al., 2008; VIGNOLO et al.,, 2014; ZHANG et al.,, 2015; DA
ROSA et al.,, 2017; HAYGERT-LENCINA et al., 2017; VILLA et al., 2017
HOSSEL et al., 2018).

Entre os fitormonios destaca-se o acido indol-3-butirico (AIB), por ser uma
substéancia fotoestavel, com acéo localizada apresentando bons resultados no
estimulo de crescimento radicular, quando comparado a outras auxinas
sintéticas (SMARCI et al., 2008; IZHAKI et al., 2018).

O maracujazeiro amarelo é uma cultura de grande importancia, sendo
cultivada cada vez mais em variadas altitudes, requerendo estudos sobre a
propagacédo. Desta forma, objetivou-se com este trabalho estudar o
enraizamento de estacas de hibridos de maracujazeiros cultivados em

diferentes altitudes, com tratamento com acido indo-3-lbutirico (AIB).
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6.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no periodo de maio a setembro de 2017,
em casa de vegetagao e no do Laboratério de Analise de Sementes (LAS), no
campus do Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias da Universidade
Federal do Espirito Santo (CCAE-UFES), em Alegre-ES. Os ramos foram
colhidos de plantas matrizes de hibridos de maracujazeiros (P. edulis) do
segundo ano de produgao, apos o periodo reprodutivo, de pomares cultivados
em quatro altitudes no Sul do estado do Espirito Santo, provenientes de
sementes fornecidas pela Embrapa Cerrado (BRS Gigante Amarelo - BRS GA,
BRS Rubi do Cerrado - BRS RC e BRS Sol do Cerrado - BRS SC) (EMBRAPA,
2017a, 2017b, 2017c). (Tabela 1).

Tabela 1 - Localizacdo dos experimentos

Localidade Latitude Longitude Altitude (m)
Marataizes 21°0513,73”S 40°54'15,71” O 41
Jerénimo Monteiro 20°48°9,93”S  41°24°24,85” O 104
Alegre 20°37°51,91”S 41°36'15,97” O 711
Ibitirama 20°2809,40”S 41°43 31,63’0 1016

Em relacdo aos dados climatoldégicos das localidades, Marataizes
apresenta clima tropical (classificacdo climatica Koppen-Geiger: Aw), com
temperatura média de 23,8 °C e 1014 mm de pluviosidade média anual.
Jer6bnimo Monteiro apresenta clima tropical e de acordo com Kdppen-Geiger, o
clima é classificado como Aw, com temperatura média anual de 23,8 °C e
pluviosidade média anual de 1094 mm. O clima de Alegre é subtropical de
inverno seco e verdao quente, e de acordo com Koppen-Geiger, o clima &
classificado como Cwa, a temperatura média anual € 23 °C com pluviosidade
meédia anual de 1341 mm. Ibitirama presenta um clima quente e temperado, e
de acordo com Koppen-Geiger, a classificagdo do clima € Cwa. A temperatura
média anual em Ibitirama é 19,8 °C e média anual de pluviosidade de 1286 mm
(INCAPER, 2017).

As estacas foram obtidas das matrizes nas diferentes altitudes, na porgao
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mediana de ramos herbaceos, em estado de crescimento vegetativo,
preparadas de forma que cada uma apresentasse entre 10 - 15 cm de
comprimento, quatro gemas e a presenca de uma folha na extremidade apical
da estaca. A base das estacas foi cortada em bisel, e para assepsia, imersas
em hipoclorito de sodio a 2,5%, durante um minuto, e posteriormente, tratada
com acido indol-3-butirico (AIB), nas concentracdes de 0 e 1000 mg L. O
acido indol-3-butirico foi preparado em solugédo alcodlica a 50%. As estacas
foram acondicionadas em bandejas com tubetes plasticos de 50 m3, com
substrato vermiculita, mantidas em casa de vegetagdo coberta com plastico
transparente e tela de poleolefina de 50%, submetidas sob regime de irrigagéo
por sistema de nebulizagado intermitente, com intervalos de 40 minutos.

O experimento foi implantado no delineamento inteiramente casualizado,
em esquema fatorial 4 x 3 x 2 (quatro altitudes x trés hibridos e duas
concentragdes de acido indol-3-butirico), com trés repeticdes e 15 estacas em
cada unidade experimental. O tempo de permanéncia na casa de vegetacao foi
de 60 dias, quando entdo foram realizadas as analises: porcentagem de
estacas enraizadas, que consistiu da contagem das estacas que emitiram pelo
mesmo uma raiz, independente do seu desenvolvimento; porcentagem de
estacas mortas; porcentagem de estacas com brotos; porcentagem de estacas
com calos; numero de raizes por estaca e o comprimento da maior raiz da
estaca. Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de residuos e a
andlise de variancia, e quando o valor de F foi significativo em nivel de 5%,
realizou-se a comparagao de meédias pelo teste de Tukey. Para todas as
analises foi utilizado o programa estatistico R empregando-se o pacote ExpDes
(R CORE TEAM, 2017).

6.3RESULTADOS E DISCUSSAO
Houve uma maior porcentagem de enraizamento (Tabela 2) nas estacas
provenientes de plantas que foram cultivadas na altitude de 711 metros, em

relacdo aquelas cultivadas nas demais altitudes.
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Tabela 2 - Enraizamento (%) e estacas mortas (%) de hibridos de
maracujazeiros BRS Gigante Amarelo (GA), BRS Rubi do Cerrado (RC) e BRS
Sol do Cerrado (SC) em concentracdes de &cido indol-3-butirico (mg L™) em

diferentes altitudes

Altitude (m) GA RC SC
0 1000 0 1000 0 1000
Enraizamento (%)
41 13,00 cAa”’ 7,00dAb 7,00dBa 0,00dBb 7,33dBa 0,00 dBb
104 20,00 bCa 13,00 cCb 33,00 bAa 33,00 bBa 26,33 cBb 47,00 bAa
711 69,00 aBa 71,00 aAa 87,00 aAa 40,00 aBb 67,00 aBa 69,00 aAa
1016 20,00 bCa 20,00 bAa 26,00 cBa 6,00cBb 60,00 bAa 20,33 cAb
CV (%) = 3,96
Estacas mortas (%)
41 91,33aBb 97,67 aAa 97,67 aAa 100,00 aAa 89,00 aBb 100,00 aAa
104 80,33 bAb 91,00 bAa 67,00 cCa 67,00cCa 73,67 bBa 73,00 cBa
711 32,67 cAa 27,00dCb 26,00dBb 60,00 dAa 33,00 dAb 40,67 dBa
1016 80,00 bAa 80,00 cBa 73,00 bBb 93,00 bAa 45,67 cCb 80,00 bBa

CV (%) = 3,12

Dmeédias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna (altitudes), maitscula
na linha para hibridos e itdlico na linha para os tratamentos nado diferem entre si
em nivel de 5%, pelo teste de Tukey.

Houve maior porcentagem de enraizamento das estacas sem o
tratamento com acido indol-3-butirico (Tabela 2). Salomé&o et al. (2002),
obtiveram com a espécie P. edulis Sims f. flavicarpa porcentagens de
enraizamento superiores a 95%, sem a utilizacdo de reguladores de
crescimento, o que torna dispensavel o seu uso, diminuindo os custos de
producdo das mudas. O mesmo pode ser comprovado por Alexandre et al.
(2013) e Alexandre et al. (2016), dispensaram o0 uso de fitorreguladores em
de

respectivamente. Existe um nivel 6timo de concentracdo da auxina, para

estacas Passiflora alata Curtis e Passiffora mucronata Lam,
estimular o méximo crescimento e diferenciacdo de tecidos radiculares de cada
espécie, e espécies que apresentaram acima de 70% de enraizamento
(PIZATTO et al., 2011), como verificado neste estudo (87% o hibrido BRS Rubi

do Cerrado (RC)), sem a aplicacdo de qualquer tipo de fitorregulador,
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conseguem provavelmente produzir internamente esses hormonios para
favorecer a formacéo das raizes.

Em cada localidade, sementes estdo sujeitas a variacbes como
temperatura, comprimento do dia e pluviosidade, e estas variaveis irdo
ressaltar o modo como elas irdo reagir naquele local, de forma diferente de
como agiriam em outra localidade (BOTEZELLI et al., 2000; DOS SANTOS et
al., 2001; OLIVEIRA et al., 2012). Com isso 0 mesmo pode acontecer quando
ha propagacéo vegetativa de plantas-matrizes.

Em altitude mais elevada, 711 metros (Tabela 2), o maracujazeiro
apresentou maior adaptacdo e maior crescimento e desenvolvimento (acumulo
de reservas), estando estes fatores atribuidos em um clima favoravel a
fisiliologia da planta. Rosado et al. (2010) afirmam que a presenca de neblina
em elevadas altitudes ajudam no balanco hidrico atuando como fonte de agua
para as plantas. No entanto, em menores altitudes as plantas investem em
tentativas para que haja diminui¢cdo na taxa de transpiracéo, a fim de diminuir
as perdas de agua (VILLAGRA; CAVAGNARO, 2006), demandando maior
gasto enrgético, reduzindo suas reservas.

Verificou-se que houve maior porcentagem de estacas mortas naquelas
provenientes das plantas cultivadas em menor altitude (41 metros), cujo valor
chegou a 100,00%. Mesmo com a aplicacdo de acido indol-3-butirico, houve
100,00% de mortalidade das estacas dos hibridos BRS Rubi do Cerrado (RC) e
BRS Sol do Cerrado (SC). Apenas o hibrido BRS Gigante Amarelo (GA)
apresentou 2,33% de mortalidade.

Com relacdo a altitude (Tabela 3), a porcentagem de brotacdo nas
estacas das plantas cultivadas a 711 metros, apresentou maiores valores em
relacdo as demais altitudes, sendo proporcional a porcentagem de
enraizamento (Tabela 2), sendo este fato atribuido a sobrevivéncia das estacas

com emissao de raizes e posteriormente emisséo de seus brotos.
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Tabela 3- Brotacédo (%) e estacas com calo (%) de hibridos de maracujazeiros
BRS Gigante Amarelo (GA), BRS Rubi do Cerrado (RC) e BRS Sol do Cerrado

(SC), cultivados em diferentes altitudes e tratadas com AIB (mg L™)

Altitude (m) GA SC
0 1000 0 1000 0 1000
Brotacéo (%)
41 7,00cBa™ 0,00dAb 7,00dBa 0,00dAb 13,00 cAa 0,00 cAb
104 13,00 bBa 13,00 cBa 13,00 cBa 13,00 bBa 27,00 bAb 40,00 aAa
711 51,00 aCb 60,00 aAa 60,33 aAa 20,33 aCb 53,33 aBa 40,00 aBb
1016 12,67 bCb 20,00 bAa 26,00 bBa 6,00 cBb 52,00 aAa 20,00 bAb
CV (%) = 3,48
Estacas com calo (%)
41 0,00 cAa 0,00dAa 0,00cAa 0,00cAa 0,00cAa 0,00cAa
104 0,00cAb  7,00cAa 0,00cAb 7,00bAa 0,00cAa 0,00 cBa
711 67,00 aAb 72,00 aAa 67,00 aAa 32,00 aCb 27,00 bBb 47,00 aBa
1016 13,00 bCa 13,00 bBa 20,00 bBa 7,00 bCb 46,00 aAa 20,00 bAb

CV (%) = 2,84

WMédias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna (altitudes), maitscula
na linha para hibridos e italico na linha para as concentracdes de AIB néo

diferem entre si em nivel de 5%, pelo teste de Tukey.

Dentre as principais funcdes biologicas das auxinas, pode-se citar o
crescimento de oOrgaos, especialmente as raizes (OHLAND et al., 2009). No
entanto, ndo houve efeito da aplicacdo de AIB na formacdo de brotos nas
estacas e os hibridos que se destacaram foram o BRS Rubi do Cerrado (RC)
com 60,33% a 711 metros sem a aplicacdo de AIB, e o BRS Gigante Amarelo
(GA) com 60,00% de emissao de brotos e com a aplicacdo de AIB. Fato que
pode estar associado a sensibilidade aos hormdnios que jaA se encontram
presentes nos sistemas vegetais, que podem favorecer essa variacdo a
intensidade do sinal hormonal (TAIZ et al., 2017).

A porcentagem de calos formados foi maior nas estacas provenientes de
maracujazeiros cultivados na altitude de 711 metros, sendo a maior
concentragédo do tratamento com acido indol-3-butirico, eficiente para a maior
formacéo de calos nas estacas, destacando-se o hibrido BRS Gigante Amarelo

(GA), com 72,00%. Uma série coordenada de divisbes celulares e



71

subsequentes alongamentos celulares determinam o desenvolvimento de
orgédos, e a diferenciacéo celular € o resultado da expresséo seletiva de certos
genes dentro do genoma de cada célula individual que se comunicam a que se
atribui a funcdo dos horménios vegetais (LOPES et al., 2010; DASKALAKIS et
al., 2018). No entanto, de acordo com Taiz et al. (2017), as auxinas induzem a
formacéo de tecidos vasculares tanto no caule, como nas raizes de plantas
intactas, assim como nos calos. Desta forma, a baixa brotacdo dos propagulos
vegetativos pode estar correlacionada a fatores intrinsecos ao material vegetal,
como a concentracdo de fitormonios e de carboidratos (HARTMANN et al.,
2011; BRAGA et al., 2017).

O numero de raizes foi maior nas estacas provenientes das plantas
cultivadas a 711 metros de altitude (Tabela 4). O tratamento das estacas com a
maior concentracdo de AIB foi o que determinou a formacdo de maior nimero
de raizes nas estacas, com destaque para o hibrido BRS Sol do Cerrado (SC)
(23,30). Isto esta associado a presenca do regulador vegetal, que influencia na
divisdo celular, proporcionando uma maior formacéo das raizes (LOPES et al.,
2008; SABIAO et al., 2011; BETTONI et al., 2015). Entretanto, considerando o
crescimento de raizes, o maior comprimento foi observado nas estacas de

plantas de altitude de 104 metros.
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Tabela 4 - Numero e comprimento de raizes (cm) de estacas de hibridos de
maracujazeiros BRS Gigante Amarelo (GA), BRS Rubi do Cerrado (RC) e BRS

Sol do Cerrado (SC), cultivados em diferentes altitudes e tratadas com AIB (mg

LY.
Altitude (m) GA RC SC
0 1000 0 1000 0 1000
NUmero de raizes por estacas
41 350cBa” 2,00dAb 0,00cCa 0,00cBa 7,67bAa 0,00 dBb
104 3,09cCh 5,25cBa 6,77bAb 9,17 bAa 4,22dBa 4,13 cCa
711 15,07 aAa 15,30 aBa 11,02aBb 22,51 aAa 8,73aCb 23,30 aAa
1016 4,72bBb 7,11 bBa 6,75bAb 10,00 bAa 6,74cAb 7,75 bBa

CV (%) = 5,37

Comprimento da raiz (cm)

41 1,87dBa 1,30dAb 2,70cCa 0,00dBb 4,83bAa 0,00 dBb
104 13,08 aAb 23,67 aAa 10,13 aBb 23,00aBa 6,50aCa 6,39 cCa
711 6,88 bAb 857cAa 6,22bBb 6,84cBa 6,43 aABb 8,50 bAa

1016 5,95 cABb 23,00 bAa 5,72bBb 20,00 bBa 6,39 aAb 12,91 aCa

CV (%) = 3,17

Dmeédias seguidas pela mesma letra, minGscula na coluna para altitudes,
maiuscula na linha para hibridos e itdlico na linha para as concentracfes de
AIB ndo diferem entre si em nivel de 5%, pelo teste de Tukey.

Com a aplicagédo de 1000 mg L™ de AIB os valores de comprimento de
raiz foram maiores na altitude de 104 metros, destacando-se o hibrido BRS
Gigante Amarelo (GA), com raiz medindo 23,67 cm, seguido pelo BRS Rubi do
Cerrado (RC), com 23,00 cm. No entanto, além da altitude, a época de colheita
da estaca € um fator de grande importancia, devido a consisténcia da estaca,
principalmente considerando que estacas colhidas no periodo de crescimento
vegetativo intenso (primavera/verdo) apresentam-se mais herbaceas e com
maior capacidade de enraizamento, enquanto estacas colhidas no inverno
apresentam maior grau de lignificacdo e tendem a enraizar menos
(FACHINELLO et al., 2005; PENA PENA;ZANETTE; BIAZI, 2015).
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6.4 CONCLUSOES

O hibrido BRS Rubi do Cerrado cultivado na altitude de 711 metros
apresenta maior potencial de enraizamento;

O maior numero de raizes ocorre no hibrido BRS Sol do Cerrado.

Ndo h& necessidade de aplicagcdo de &cido indol-3-butirico para o

enraizamento e para a brotacao das estacas.
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7 CAPITULO 4: ALELOPATIA EM Lactuca sativa L. DE EXTRATOS
AQUOSOS DE CASCA DE FRUTOS DE HIBRIDOS DE MARACUJAZEIROS
CULTIVADOS EM DIFERENTES ALTITUDES

RESUMO: O uso indevido de agrotoxico vem aumentando cada vez mais,
ocasionando problemas para a agricultura, ao meio ambiente e a salde
humana. Estudos por novos meios alternativos para se controlar plantas
invasoras vém crescendo bastante. Com isso o efeito alelopatico dos
metabolitos secundarios provenientes de partes das plantas indica uma
alternativa potencial e sustentavel de residuos vegetais para serem utilizados
como bioherbecidas. Objetivou-se estudar o potencial alelopatico dos extratos
da casca de frutos de hibridos de maracujazeiros cultivados em diferentes
altitudes, sobre a germinacdo de sementes de alface (Lactuca sativa L.). As
concentracdes utilizadas foram: 12,5; 25; 50 e 100%; controle negativo (agua)
e o controle positivo (glifosato). Com a analise macroscépica foram observadas
germinacao, crescimento radicular e aéreo, enquanto com a microscopica foi
realizada a analise citogenética, pela quantificacdo dos processos de divisao:
interfase; profase; metéfase; anafase e telofase, obtendo-se o indice mitético;
alteracbes nucleares e cromossomicas. Observou-se que as maiores
concentracbes (100%) inibem a germinacdo das sementes de alface,
consequentemente a reducdo no indice mitético, além de evidenciar aumento
nas alteragcbes cromossdmicas e nucleares, devido ao efeito genotoxico e
citotoxico do extrato. Nas altitudes de 41 e 1016 m o hibrido Rubi do Cerrado,
na concentracdo de 50% n&o apresenta germinacao; o potencial alelopatico &
influenciado por gradientes altitudinais.

Palavras-chave: Passiflora spp. Hibridos. Citogenicidade. Mutagenicidade.

ABSTRACT: The improper use of pesticides has been increasing, causing
problems for agriculture, the environment and human health. Studies of new
alternative means to control invasive plants have been growing strongly. Thus
the allelopathic effect of the secondary metabolites from parts of plants
indicates a potential and sustainable alternative of plant residues to be used as
bioherbs. The objective of this study was to study the allelopathic potential of
fruit peel extracts from passion fruit hybrids cultivated at different altitudes, on

the germination of lettuce (Lactuca sativa L.) seeds. The concentrations used
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were: 12.5; 25; 50 and 100%; negative control (water) and positive control
(glyphosate). With the macroscopic analysis, germination, root and aerial
growth were observed, while with the microscopic, cytogenetic analysis was
performed by quantifying the processes of division: interphase; prophase;
metaphase; anaphase and telophase, obtaining the mitotic index; nuclear and
chromosomal alterations. It was observed that the higher concentrations (100%)
inhibit the germination of lettuce seeds, consequently the reduction in the
mitotic index, besides evidence increase in the chromosomal and nuclear
alterations, due to the genotoxic and cytotoxic effect of the extract. In the
altitudes of 41 and 1016 m the hybrid Rubi do Cerrado, in the 50%
concentration does not present germination; the allelopathic potential is
influenced by altitudinal gradients.

Keywords: Passiflora spp. Hybrids. Cytogenicity. Mutagenicity.

7.1 INTRODUCAO

Problemas ambientais e varios efeitos adversos a saude humana devido o
uso indevido de pesticidas tornam-se necessarias 0 emprego de métodos
alternativos. A alelopatia pode ser considerada como a capacidade das plantas
em produzirem compostos quimicos, a exemplo, de metabolitos secundarios,
conhecidos como aleloguimicos, que sédo lancados no ambiente e podem ter
uma influéncia positiva ou negativa sobre crescimento, sobrevivéncia,
desenvolvimento e reproducdo de outras plantas ou mesmo de
microorganismos (CHENG; CHENG, 2015; CRUZ-SILVA et al., 2016).

A quantidade e a qualidade de metabdlitos produzidos entre as plantas
variam entre espécies, parametros que envolvem o ciclo de cultivo, ou o local
de ocorréncia, pois as plantas estariam expostas a varias atividades,
ocasionando a sintese desses metabdlitos. Existem espécies mais sensiveis
que outras em relacdo a tolerancia ou resisténcia aos metabdlitos secundarios,
com isso a acdo desses compostos aleloquimicos possuem bastante
especificidade (PACHECO et al., 2013).

Os compostos quimicos derivados de metabolismo secundario de plantas
tém sido constatados com grande eficiéncia por bioensaios vegetais

(PANDARD et al., 2006) e o potencial alelopatico destes metabdlitos exercidos
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sobre a capacidade de germinacdo de sementes e desenvolvimento de
plantulas (PAWLOWSKI, 2013).

A alface (Lactuca sativa L.) € um dos modelos vegetais indicados para
bioensaios devido ao seu rapido crescimento, elevado nimero de sementes,
possuir sementes pequenas, 0 que contribui para uma maior area de superficie
de contato com a substancia avaliada (ANDRADE-VIERA et al., 2014). Se
comparada com outros vegetais modelos, a semente de alface é
comercializada por um baixo custo, e diversas variedades estao disponiveis no
mercado.

Os efeitos visiveis observados em muitos estudos de alelopatia séo sinais
secundarios de mudancas ocorridas em nivel de DNA que podem ser
identificados tanto citologicamente quanto citogeneticamente por bioensaios
(PAULA et al.,, 2015), podendo indicar a fitotoxicidade desses compostos
secundarios nos processos de divisbes celulares, que ocasionam danos e
alteracdes cromossémicas.

O maracujazeiro (Passiflora edulis) apresenta como principais compostos
secundarios os flavondides, acidos gordurosos, taninos, esteréides, alcaloides,
polifendis, cumarinas e carotendides (BRAGA et al., 2010).

Por ser um dos centros de origem do maracuja, o Brasil dispde de uma
ampla variabilidade genética e natural para as caracteristicas diversas do fruto
e da planta (FALEIRO et al., 2011). Havendo assim um grande interesse em
estudos sobre a competicdo de cultivares, com o objetivo de se identificar
aguelas que em condicbes locais especificas apresentem melhor
adaptabilidade, como os hibridos BRS Gigante Amarelo, BRS Rubi do Cerrado
e BRS Sol do Ceraddo. Entre os locais pode-se haver variacdes climaticas, de
modo em que influenciem o comportamento das cultivares bem como os efeitos

alelopaticos que cada uma pode expressar.

7.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Citogenética e no
Laboratério de Analise de Sementes no campus do Centro de Ciéncias
Agrarias e Engenharias da Universidade Federal do Espirito Santo (CCAE-
UFES), em Alegre-ES. Foram utilizadas cascas de hibridos de maracujazeiros

cultivados em quatro altitudes no Sul do Estado do Espirito Santo com as
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sementes provenientes da Embrapa Cerrado (BRS Gigante Amarelo - BRS GA,
BRS Rubi do Cerrado - BRS RC e BRS Sol do Cerrado - BRS SC) (Tabela 1).

Tabela 1 - Localizac&o dos experimentos

Localidade Latitude Longitude Altitude (m)
Marataizes 21°0513,73”S 40°54'15,71”0 41
Jerénimo Monteiro 20°48'9,93”S  41°24°24,85” O 104
Alegre 20°37°51,91”S 41°36°15,97” 0O 711
Ibitirama 20°2809,40”S 41°43 3163”0 1016

Analisando os dados climatoldgicos das localidades que se coletaram os
frutos dos hibridos, Marataizes possue clima tropical (classificacdo climatica
Kdppen-Geiger: Aw), com pluviosidade média anual de 1014 mm e 23,8 °C de
temperatura média. Jerbnimo Monteiro possue clima tropical (classificacao
climatica Képpen-Geiger: Aw),, com pluviosidade média anual de 1094 mm e
23,8 °C de temperatura média. Alegre possue clima subtropical de verdo
guente e inverno seco (classificacdo climatica Koppen-Geiger: Cwa), com
pluviosidade média anual de 1341 mm e 23 °C de temperatura média. Ibitirama
possue clima quente e temperado (classificacdo climatica Kdppen-Geiger:
Cwa), com pluviosidade média anual de 1286 mm e 19,8 °C de temperatura
média (INCAPER, 2017).

As cascas foram liofilizadas por 72 horas e posteriormente trituradas em
moinho de facas. Os tratamentos foram constituidos pelo extrato aquoso obtido
com 15 g de cascas dos frutos colhidos em cada altitude colocadas em 300 mL
de agua destilada aquecida a 100 °C e mantidas em repouso por 10 minutos.
Em seguida o extrato obtido foi filtrado e diluido nas seguintes concentracdes:
T1=Controle negativo (agua destilada); T2=100; T3=50; T4=25 e T5=12,5 mg
mL™; T6=Controle positivo (glifosato).

Para o desenvolvimento do trabalho foram utilizadas sementes de
Lactuca sativa L. (alface crespa cv. Grand Rapids — TBR, Isla®), adquiridas no
comércio local. A germinacdo foi realizada em placas de Petri de 9 cm de
diametro, forradas com papel filtro, umedecido com 3 mL de cada solucéo, e

agua destilada como controle negativo e glifosato para controle positivo. Para



83

cada tratamento foram utilizadas cinco repeticbes de 25 sementes. As placas
foram lacradas com papel filme e acondicionadas em camara de germinacgéo
BOD (Demanda Bioquimica de Oxigénio) a 24 + 2 °C, sob luz constante.
Realizou-se uma avaliacdo macroscopica na fase de germinacéo e crescimento
radicular e da parte aérea das plantulas. O indice de velocidade de germinagéo
(IVG) foi contabilizado apds oito; 16; 24; 32; 40 e 48 horas de exposi¢cdo aos
tratamentos. Os crescimentos radicular e aéreo foram avaliados apés 48 horas
e 120 horas de exposicdo aos tratamentos, respectivamente. Para a avaliacdo
microscopica, apos a medicao radicular, 10 raizes de cada placa de Petri foram
coletadas e fixadas em etanol: acido acético (3:1) e armazenadas a - 4 °C por
24 horas, posteriormente foi realizada a analise citogenética, sendo que as
laminas foram previamente preparadas pela técnica de esmagamento e
coradas com orceina acética a 2% (ANDRADE-VIEIRA, 2014).

Foram analisadas 5000 células meristematicas por tratamento, sendo
observadas e quantificadas as diferentes fases da divisdo mitética, possiveis
alteracdes cromossOmicas e nucleares. O indice mitético (IM) foi obtido pelo
quociente do numero de células em divisdo (préfase, metéfase, anafase e
teléfase) pelo total de células avaliadas em cada tratamento, enquanto as
frequéncias das alteracBes cromossémicas e nucleares foram obtidas pelo
guociente do numero de alteracdo (cromossd6mica e nuclear, respectivamente)
pelo numero total de células avaliadas (ANDRADE-VIEIRA, 2014).

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 3 x 4 x 4 + 2 controles (hibridos x altitudes x concentracdes), com
quatro repeticdes de 25 sementes. Os dados foram submetidos ao teste de
normalidade de residuos, sem transformacdo de dados, e a analise de
variancia, e quando o valor de F foi significativo em nivel de 5%, realizou-se a
comparacao de meédias pelo teste de Dunnett. Para o efeito dos extratos, os
dados foram submetidos a analise de regresséo e, para o ajuste das equacdes
(Y=) foi utilizado como critério a significancia dos betas (p<0,05). Para todas as
analises foi utilizado o programa estatistico R, empregando-se 0 pacote
ExpDes (R CORE TEAM, 2017).
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7.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos ensaios macroscépicos foi possivel analisar a porcentagem de
germinacao (G-%), o indice de velocidade de germinacao (IVG), o crescimento
radicular (CR) e o crescimento aéreo (CA), comparando-os com o controle
positivo (glifosato) e com o controle negativo (dgua), cujos resultados estdo
representados na Figura 1.

Observou-se que o0s extratos das cascas dos hibridos nas altitudes
extremas (41 m em Marataizes e 1016 m em Ibitirama) apresentaram maiores
efeitos alelopéticos sobre a germinacao (Figura 1A). Sendo que os extratos do
hibrido BRS Rubi do Cerrado foram os que apresentaram maiores efeitos, com
valores de 79,2 e 18,4% para concentracdes de 12,5 e 25%, respectivamente,
para altitudes de 41 m. Enquanto, para a altitude de 1016 m, os valores foram
de 84,8 e 45,6%, para concentragfes de 12,5 e 25% respectivamente, sendo
que a partir da concentracdo de 50% nessas duas alltitudes impediram as
germinacdes das sementes de alface. Os aleloquimicos podem ser
influenciados pelas variacfes altitudinais (SEZIENE et al., 2012; GATTI et al.,
2014), afetando a alocacao e a producéo de biomassa (FRENNE et al. 2013).

Entretanto, em outras altitudes (104 a 711 m), os valores apresentaram
variacfes de 74,4 a 98,4%, para a concentracao de 12,5, respectivamente, e
de 48 a 95,2%, para a concentracdo de 25%, respectivamente, sugerindo que
nas altitudes medianas as sementes de alface apresentaram germinagdes em
extratos na concentragcdo de 50%, como também a altitude de 104 m
apresentou menores efeitos alelopaticos. Comparando esses valores com 0s
controles, pode-se perceber que o efeito alelopéatico do hibrido BRS Rubi do
Cerrado se apresentou melhor do que o controle positivo, glifosato, nas
altitudes dos extremos, ndo assemelhando a ele as % de inibicdo de
germinacao, ou seja, apresentando um efeito proprio e podendo ser analisado
como um bioherbecida através de sua alelopatia.

O vigor, pelo indice de velocidade de germinacado (IVG), das sementes de
alface tratadas com as diferentes concentracdes dos extratos verificou-se
reducdo com o aumento da concentracdo dos extratos (Figura 1B). Nas
altitudes medianas de 104 e 711 m, os efeitos exercidos pelos extratos das
cascas nas concentragfes de 12,5; 25 e 50% na germinagdo das sementes

foram semelhantes aqueles obtidos com o glifosato, enquanto nas altitudes de
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104 e 1016 m, os extratos das cascas do hibrido BRS Rubi do Cerrado
exerceram maiores efeitos inibidores da germinagéo. Sendo que os extratos de
100% de todos hibridos nas diferentes altitudes inibiram completamente a
germinacao.

O crescimento radicular diminuiu consideravelmente em relacdo ao
controle negativo em todas as concentragdes utilizadas, decaindo de acordo
em que essas foram aumentadas (Figura 1C). Isso sugere que em relacao ao
extrato, essa variavel se mostrou mais sensivel em relacdo ao comprimento
aérea. A germinacao pode sofrer influéncia da manifestagdo dos aleloquimicos,
no entanto, esses efeitos sédo mais efetivos no crescimento radicular como
similarmente, observado por outros autores (BALICEVIC et al., 2014b:
KONSTANTINOVIC et al., 2014).

As sementes de alface tratadas com extrato de casca de frutos de frutos
procedentes de altitudes extremas, na concentracdo de 50%, néo
apresentaram crescimento radicular, devido a ndo germinacéao, verificando-se
gue em todas as concentracdes o efeito dos extratos se assemelharam aos do

glifosato.
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maracujazeiros BRS Gigante Amarelo (GA), BRS Rubi do Cerrado (RC) e BRS
Sol do Cerrado (SC), determinada por meio do bioensaio Lactuca sativa L. em
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diferentes variaveis macroscopicas: (A) G (%) (germinacéo); (B) IVG (indice de
velocidade de germinagéo); (C) CR (mm) (crescimento radicular); (D) CA (mm)
(crescimento aéreo). Médias seguidas da mesma letra ndo diferem

significativamente entre si, em nivel de 5% de probabilidade pelo teste Dunnett.

A germinacdo de sementes pode ser suprimida pelos terpenos,
ocasionando danos no crescimento das plantulas. No entanto, muitas
pesquisas concluiram que as plantas adquirem maior translocacdo de
biomassa, quando crescem em altas altitudes (REEF; LOVELOCK 2014).
Portanto, as plantas que se desenvolveram em altitudes mais altas, poderiam
apresentar uma maior concentracdo de metabdlitos secundarios, quando
comparadas com as que cresceram em altitudes mais baixas (MACEL et al.,
2014). Principalmente, considerando que as plantas que se desenvolve sob
condigbes adversas mais estressantes produzem substancias defensivas a
base de carbono em maiores quantidades, promovendo um drastico aumento
nos seus conteudos aleloquimicos (GATTIN et al., 2014).

As variacdes climaticas como temperatura e precipitacdo também podem
influenciar na producdo de metabdlitos secundéarios, e com isso, a atividade
alelopatica das plantas serem alteradas (éEZIENE et al.,, 2012; GATTI et al.,
2014). A acéo alelopatica de extratos aquosos podem causar efeitos inibitorios,
principalmente, sobre a raiz priméaria e seu desenvolvimento (MARASCHIN et
al., 2005). Portanto, a maior reducdo do comprimento da raiz primaria em
relacdo ao hipocotilo estd associada ao maior periodo de contato e a exposicao
direta a acao do extrato.

O contato direto de aleloquimicos com a raiz apresenta um efeito inibitério
mais forte em seu crescimento. No entanto, outros fatores podem alterar a
producdo de metabolitos secundarios e com isso fitotoxicidade exercida pelas
plantas, como interacdes com herbivaros, com patdégenos, nutrientes, ou a
agua. Devido a uma histéria coevolutiva longa entre plantas, sao liberados por
muitas plantas em seu habitat nativo compostos com menores influéncias
(THORPE et al., 2009). Entretanto, a atividade alelopéatica pode ser mudada
por varios fatores, como 0s abioticos e bidticos (INDERJIT et al., 2011).

E possivel por tais ocorréncias, ser desconsiderado o provavel efeito de

situagdes que simulem o déficit hidrico, que reduzem a parte aérea e
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estimulam o crescimento do sistema radicular. Em ensaios de fitotoxicidade um
bom pardmetro a ser observado é a presenca de anormalidades em raizes,
devido ao seu contato diretamente com o extrato e pela sua sensibilidade a
acao alelopatica (GUSMAN et al., 2008; ANDRADE et al., 2009).

Com o aumento da concentracdo dos extratos, houve maior efeito
alelopético, com completa inibicdo da germinacao e, consequentemente do IVG
das sementes de alface, na concentracdo de 100% de todos os hibridos nas
diferentes altitudes (Figura 2).

O extrato da casca do hibrido Rubi do Cerrado na altitude de 104 metros
apresentou menor efeito alelopatico nas sementes de alface, entretanto,
observou-se maior efeito alelopatico na altitude de 41 metros, tanto para a
germinacdo como para o IVG. Segundo Li et al. (2010), o aumento da
permeabilidade da membrana celular pode ser em funcdo dos aleloquimicos
fendlicos, ocorrendo o aumento da peroxidacao lipidica, sendo seguida de um

crescimento lento ou morte do tecido vegetal.
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regressao.
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Tanto o crescimento radicular (CR) como o aéreo (CA) (Figura 3),
apresentaram reducdo com o aumento das concentra¢des, sendo que o extrato
das folhas do hibrido Rubi do Cerrado cultivado nas altitudes de 41 e 1016 m,
inibiu a germinacdo e, consequentemente, o0 crescimento da raiz nas
concentracbes de 50%, enquanto para os hibridos das outras altitudes, os
efeitos aleloquimicos dos seus extratos se assemelharam aos efeitos do
glifosato.

Analisando os parametros de divisdo celular normal de citogenética
(Tabela 2), foi possivel observar o efeito citotdéxico dos extratos, sendo
encontrado uma reducdo do indice mitético (IM) com o aumento das
concentracfes do extrato, de modo que este se apresentou menor do que com
as células tratadas com o herbicida comercial glifosato, indicando um efeito
proprio e melhor. Foi observado que em menores concentragées dos extratos
dos hibridos de maracujazeiros nas diferentes altitudes, maiores os valores dos
parametros de divisdo normal (interfase, profase, metafase, anafase e
teléfase).

Resultados semelhantes foram observados em sementes de cebola
(Allium cepa), tratadas com extratos de Passiflora edulis por Costalonga e
Batitucci (2014), em que de acordo que se aumentava a concentracdo dos
extratos de Passiflora edulis Sims, e 0 seu tempo de exposicdo a eles, mais se
afetava o funcionamento do ciclo celular, reduzindo o IM e redugcdo na
germinacao, como também os efeitos aneugénicos e clasteugénicos, indicando
maiores alteracfes nucleares.

O processo mitético normal torna-se essencial para que ocorra o
crescimento celular em plantas (TEERARAK et al., 2010). A diminuicdo ou o
aumento do indice mitético (IM) pode ser utilizado em varios estudos como
parametros de medicdo de citotoxicidade, com isso, pode-se determinar o nivel
de citotoxicidade de um composto. A ocorréncia do bloqueio dos processos de
divisdo mitética e a morte do nucleo, impedem o inicio da profase e em seguida
as divisdes celulares, ocasionando o declinio no indice mitético sugerindo que
o crescimento reduzido da raiz, se relaciona com a reducéo do IM (ANDRADE
et al., 2010), pois segundo Harashima e Schnittger (2010), a proliferacao

celular envolve o crescimento.
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Tabela 2 - Parametros de divisdo celular normal de células meristematicas de raizes de Lactuca sativa L. de hibridos de
maracujazeiros BRS Gigante Amarelo (GA), BRS Rubi do Cerrado (RC) e BRS Sol do Cerrado (SC) em diferentes altitudes

Altitudes (m) Hibridos Concentragdes I P M A T IM (%)
(% mv™) (%) (%) (%) (%) (%)
12,5 92,6b™ 55,8a 23,5a 17,4 4,1 7.4
BRS GA 25 93,9 59,5a 22,3a 16,7a 1,3b 55
50 95,0 65,0 20,0a 15,0a 0,0 4,0
100 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
12,5 92,4b 54,8a 23,8 18,2b 4,1 7,5
41 BRS RC 25 94,1 58,9a 23,9 16,6a 1,3b 51
50 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
100 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
12,5 92,9 56,9a 22,6a 16,7a 4,1 7,0
BRS SC 25 93,9 61,3a 20,2a 17,0a 1,3b 55
50 95,8 57,9a 23,2a 18,0 1,3b 3,5
100 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
12,5 93,2 48,0b 27,5b 21,6b 1,3b 6,7
BRS GA 25 94,5 54,6ab 25,7b 18,4b 2,7 5,2
50 96,0 47,2b 31,2 20,6b 0,0 2,7
100 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
12,5 92,9 52,1b 26,2b 20,2b 2,7 7,0
104 BRS RC 25 94,5 54,3ab 27,1b 17,3 2,7 53
50 96,3 52,1b 28,9b 18,9b 0,0 3,3
100 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
12,5 93,1 51,5b 25,5b 20,5b 1,3b 6,9
BRS SC 25 94,6 54,0b 26,0b 18,6b 2,7 51
50 97,2 50,7b 29,0b 19,4b 0,0 2,4
100 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
12,5 92,9 49,6b 28,8b 19,7b 2,7 7,0
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BRS GA 25 94,7 54,0b 26,8b 17,8 2,7 51
50 96,0 52,7b 27,9b 18,9b 0,0 3,5

100 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

12,5 92,7 49,9b 28,5b 20,0b 1,3b 7,2

711 BRS RC 25 94,6 55,4a 26,5b 17,6 2,7 52
50 96,2 51,6b 30,1 21,1b 0,0 3,5

100 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

12,5 92,6b 51,2b 28,2b 19,4b 1,3b 7,3

BRS SC 25 94,9 56,2a 28,6b 16,9a 2,7 4,9
50 97,2 47,6b 40,4 20,0b 0,0 2,1

100 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

12,5 92,7 55,6a 24,0 17,9 2,7 7,2

BRS GA 25 94,3 58,6a 22,5a 17,2 1,3b 5,2
50 96,0 53,3b 26,6b 20,0b 0,0 3,0

100 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

12,5 92,7 49,4b 26,9b 20,6b 4,1 7,2

25 94,8 56,5a 24,2b 18,3b 1,3b 4,7b

1016 BRS RC 50 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
100 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

12,5 92,9 55,2a 23,8 17,5 4,1 7,0

BRS SC 25 94,2 58.,4a 23,1a 16,5a 1,3b 54
50 95,3 59,9a 22,8a 17,1 0,0 3,8

100 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Agua 90,0a 58,4a 20,8a 15,2a 8,7a 9,9a

Glifosato 92,4b 50,4b 26,9b 19,9b 1,3b 4,5b

WAs médias seguidas pelas mesmas letras na coluna representam semelhanca significativa, dacordo com o teste de Dunnett
(p>0,05). Em que: 1% - porcentagem de intérfase; P% - porcentagem de profase; M% - porcentagem de metafase; A% -

porcentagem de anafase; T% - porcentagem de telofase; IM% - porcentagem de indice mitético.
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Nas menores concentragbes da altitude de 41 m ocorreram maiores
divisbes normais, se assemelhando ao controle negativo, sendo evidenciado
uma baixa acdo alelopatica para os hibridos BRS Sol do Cerrado e BRS
Gigante Amarelo. Os extratos de 50% do hibrido BRS Rubi do Cerrado, tanto
para as altitudes de 41 m quanto para as de 1016 m ndo apresentaram
resultados de intérfase, consequentemente por que ndo ocorreu germinacao,
sendo evidenciado uma alta influéncia alelopética e resultados melhores do
que comparado ao controle positivo, podendo ser considerado como um
bioherbecida. Os extratos de 100% dos hibridos inibiram completamente a
germinacao de sementes. Os efeitos que a germinacdo e o crescimento das
plantas sofrem com a acdo de aleloquimicos sdo amplos, podendo afetar suas
diversas funcdes fisioldgicas, destacando-se 0s processos metabdlicos, divisdo
celular, respiracdo e fotossintese. Com isso, por uma ruptura normal do
metabolismo, os aleloquimicos tém maior interacdo na germinagcdo de
sementes. Durante os estadios iniciais de germinacdo das sementes, podem
ocorrer alguns processos, que podem ser diminuidos pela fitotoxicidade ou
atrasados, e a mobilizacdo de reservas pode sofrer esses efeitos
(GNIAZDOWSKA; BOGATEK, 2005).

A toxicidade dos diferentes extratos pode ser indicada pelo indice mitético
(IM). Fernandes et al. (2007) propuseram que com base na reducdo ou
aumento do indice mitético, pode-se determinar o nivel de citotoxicidade de um
composto teste. Quando esses valores se apresentarem menores do que o
controle negativo sugere que o crescimento e desenvolvimento de L. sativa L.
foram afetados com a exposicdo aos tratamentos, caracterizando como
citotoxicidade (PAULA et al., 2015). A reducdo na atividade mitética pode ser
indicada devido a sintese de DNA na fase S ser inibida (SUDHAKAR et al.,
2001).

Nas analises de citotoxicidade (Tabela 3) foram utilizados ensaios
microscopicos para possiveis avaliacbes, destacando-se as alteracdes
cromossOmicas (AC), a frequéncia de micronucleos (MN), as alteracdes
nucleares (AN), como também as frequéncias de cada tipo de AC, em que
foram observados cromossomos aderentes, cromossomos perdidos,
fragmentos cromossbmicos, pontes cromossbmicas, c-metafases e

poliploidizacdo cromossomica. A genotoxicidade de determinada substéancia ou
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composto € definida pelas aberracbes cromossémicas, enquanto algumas
anormalidades nucleares e o indice mitético seriam utilizados para a
determinacdo de citotoxicidade, e verificar a mutagenicidade analisando os
micronucleos (LEME; MARIN-MORALES, 2009).

As alterages cromossdmicas também aumentaram na medida em que se
aumentou a concentragdo dos extratos, com aumento significativo quando
comparado ao controle negativo, e em algumas altitudes igualdade estatistica
ao controle positivo, apresentando maiores porcentagens em relacdo a este,
sugerindo, dessa forma, ser genotéxico (LEME; MARIN-MORALES, 2009). Foi
possivel inferir que nas altitudes extremas, 41 e 1016 m, o hibrido Rubi do
Cerrado apresentou um alto efeito alelopatico, pois ndo ocorreram alteracfes
em suas concentracdes de 50%, ou seja, os efeitos das concentracfes de 25%
foram bastante fortes, evidenciando maiores alteracbes cromossomicas.

Pode-se relacionar a morte celular com a variavel alteracdes nucleares
(AN), sendo ela observada com maior frequéncia nas concentracoes de 25 e
50 % dos extratos, pois pelo fraco potencial alelopatico nas concentracées de
12,5%, as células ainda conseguiam realizar os processos de divisbes, ja nas
concentragbes de 100% ndo se obteve resultados, pois ndo ocorreu a
germinacao. A partir da quebra de cromossomos em funcédo de les6es néo
reparadas ou quando reparadas de formas incorretas, se formam os
microndcleos (MNC), ou ainda devido a m& segregacdo dos cromossomos ou
uma ma fungdo mitética. Esses foram observados nas concentracdes de 50%
dos extratos, devido sua forte presenca alelopatica, inibindo os processos
normais de divisbes celulares, se assemelhando ao glifosato. Os MNC na
célula podem surgir espontaneamente, sendo considerados indicadores de
citotoxicidade, sua inducdo, porém, é utlizada para se identificar danos
genéticos originarios da exposicdo a uma substancia toxica. Tém se
interpretado como indicador de acdo aneugénica e clastogénicas a presenca
de micronucleos (BERNARDES et al, 2015).

Quando a estrutura cromossOGmica sofre alteracbes e com isso gera a
perda das caracteristicas nhormais de condensacao ou alteracdes na sequéncia
de DNA do individuo, é devido a acdo do mecanismo clastogénico, sendo por
ambas capazes de indicar a morte celular. As injlrias no fuso mitético sdo

provocadas pela acdo aneugénica, sendo essas nocivas as células, afetando
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na divisdo celular a segregacdo simétrica dos cromossomos/cromatides,
resultando em uma segregacdo cromossOmica anormal, determinando nas

células filhas o desequilibrio genémico (FREITAS et al., 2016).



97

Tabela 3 - AlteracBes nucleares e cromossémicas observadas em células meristematicas das raizes de Lactuca sativa de hibridos
de maracujazeiros BRS Gigante Amarelo (GA), BRS Rubi do Cerrado (RC) e BRS Sol do Cerrado (SC) em diferentes altitudes

Altitude Hibrido Concentracdo ACCELULA AC AN MNC Perdido Aderente C-Met Ponte
(m) (% mv™ (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

12,50 6,03 0,48 0,00a 0,00a 0,53a 1,35a 2,68 1,89a

BRS GA 25 14,33 0,82 0,50 0,00a 0,00a 3,47 7,14 3,48

50 25,00b 1,00 1,00 0,10 0,00a 2,50 15,00 5,00b

100 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a

41 12,5 6,44 0,50 0,00a 0,00a 0,00a 1,59a 3,18 1,85a

BRS RC 25 20,48 0,96 0,72 0,00a 1,92 3,70 11,12b 5,03b

50 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a

100 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a

12,5 9,356 0,62 0,00a 0,00a 0,00a 1,70a 4,24 2,83

BRS SC 25 12,95 0,82 0,56 0,00a 1,78 1,80a 8,67b 2,90

50 31,62 1,12b 0,58 0,14b 0,00a 5,63b 14,40 10,88

100 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a

12,5 6,528 0,44 0,00a 0,00a 0,00a 1,49a 2,08 2,36

BRS GA 25 15,78 0,82 0,26 0,00a 0,00a 3,92b 9,59b 5,83b

50 42,06 1,10b 0,58 0,14b 0,00a 6,66 20,57 13,38

100 0,000a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a

12,5 6,51 0,44 0,00a 0,00a 0,00a 1,71a 2,28a 1,69a

104 BRS RC 25 15,79 0,86 0,17a 0,00aa 0,00a 4,51b 8,86b 3,79

50 29,61b 1,08 0,24 0,12b 0,00a 7,64 19,27 10,66

100 0,00a 0,00a 0,00a 0,00 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a

12,5 7,25 0,50 0,00a 0,00a 0,00a 1,74a 3,18 2,60

BRS SC 25 18,32 0,94 0,20aa 0,00a 0,00a 3,51 9,73b 5,07b

50 37,39 0,76 0,32 0,12b 0,00a 0,00a 23,11 11,20

100 0,00a 0,00a 0,00 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a

12,5 5,64 0,40 0,00a 0,00a 0,00a 1,96a 2,54 1,40a

BRS GA 25 21,43 1,10b 0,14a 0,00a 1,88 5,43b 10,15b 5,46b
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711 50 32,99 1,18b 0,22 0,10 0,00a 5,00b 17,87 10,12
100 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a

12,5 8,24 0,60 0,00a 0,00a 0,00a 2,19 4,39 1,64a

BRS RC 25 19,76 1,08 0,12a 0,00a 0,00a 4,99b 9,99b 5,77b
50 35,20 1,24b 0,22 0,10 0,00a 5,65b 19,91 9,06

100 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a

12,5 7,85 0,58 0,00a 0,00a 0,00a 1,90 4,06 1,88a

BRS SC 25 17,80 0,87 0,13a 0,00a 0,00a 4,87 8,48 4,43b
50 38,26 0,8 0,70 0,22 0,00a 9,39 23,47 12,00

100 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a

12,5 6,10 0,44 0,00a 0,00a 0,00a 1,66a 3,04 1,38a

BRS GA 25 16,06 0,84 0,44 0,00a 0,00a 3,44 8,02 4,59b
50 36,66 1,10b 1,00 0,10 0,00a 6,66 16,66 10,00

100 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a

12,5 4,66 0,34 0,00a 0,00a 1,36 1,90a 2,47a 1,36a

1016 BRS RC 25 20,09 0,94 0,50 0,10 0,00a 2,97 11,56b 5,15b
50 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a

100 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a

12,5 5,95 0,42 0,00a 0,00a 0,00a 1,41a 3,40 1,97a

BRS SC 25 15,45 0,84 0,34 0,00a 1,85 2,96 8,43 3,67
50 25,99b 1,00 0,86 0,12b 0,00a 5,22b 12,98 5,70b

100 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a

Agua 1,40a 0,14a 0,00a 0,00a 0,00a 1,00a 1,00a 1,00a

Glifosato 27,40b 1,24b 3,04b 0,16b 4,00b 4,86b 10,16b 5,28b

WAs médias seguidas pelas mesmas letras representam semelhanca significativa, de acordo com o teste de Dunnett (P>0,05).
Onde: ACCELULA (%) porcentagem de altera¢cdes cromossdmicas por divisdo; AC (%) porcentagem de alteracdes cromossémicas
por total de células; AN (%) porcentagem de alteracdes nucleares por total de células; MNC (%) porcentagem de micronucleos por
total de células; Perdido (%) porcentagem de cromossomos perdidos por células em divisdo; Aderente (%) porcentagem de
cromossomos aderentes por células em divisdo; C-Met (%) porcentagem de c-metafases por células em divisédo; Ponte (%)
porcentagem de pontes por células em diviséo.
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Pode-se analisar pela Tabela 3, que de acordo com que se aumentavam
as concentracfes dos extratos, as ceélulas meristematicas expostas a esse
composto apresentavam aumento em sua frequéncia de cromossomos
aderentes. Sendo, provavelmente, irreversivel a aderéncia cromossdmica
(Figura 4A), torna-se um indicador de que o material genético esta sobre
influéncia toxica, sendo um tipo de anormalidade nas proteinas histonicas da
cromatina, e ndo no préprio DNA, geralmente determinando a morte celular, e
um indicativo de acdo clastogénicas e/ou aneugénica. Outras alteracdes
cromossdbmicas como microndcleos e pontes (Figura 4C) podem ser
desencadeadas pela aderéncia cromossdmica, jA que 0S cromossomos tendem
a se permanecerem juntos, e quando separados sofrem rupturas
cromossOmicas (FREITAS et al., 2016). De acordo com que se aumentaram as
concentracbes dos extratos, maiores as porcentagens de pontes, esse
aumento dos fragmentos cromossémicos e de pontes sendo originarios das

guebras cromossomos, sugerem que 0S extratos demonstram o efeito

clastogénico, ou seja, sua a¢ao diretamente no DNA do individuo.
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Figura 4 - Anormalidades nucleares e cromossomicas observadas em raizes

meristematicas de Lactuca sativa L. de hibridos de maracujazeiros BRS
Gigante Amarelo (GA), BRS Rubi do Cerrado (RC) e BRS Sol do Cerrado (SC)
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em diferentes altitudes (41; 104; 711 e 1016 m). A = cromossomo aderente; B =

cromossomo perdido; C = anafase com ponte; D = C-metafase.

De acordo com Leme e Marin-Morales (2009), o efeito genotoxico do
agente teste é representado com o aumento da frequéncia de AC, enquanto
que o efeito citotdoxico pela elevada ocorréncia de AN. O efeito mutagénico se
relaciona com o aparecimento do micronucleo (MN), sendo mais evidenciado
esse efeito nas concentracdes de 50% dos extratos. Com isso, foi demonstrado
pelo extrato os efeitos genotdxico e citotdxico, pois indicou aumento nas AC e
AN.

De acordo com a Tabela 3, a C-metéafase (Figura 4D) foi a anormalidade
gue se destacou em maior porcentagem, cuja presenca se torna mais uma
indicacdo da mutagenicidade dos extratos. O fuso nuclear se torna
completamente inativado nas C-metafases, sugerindo que nenhuma placa
equatorial se tornaria organizada, e isso impede ou ocasiona atraso na divisdo
do centromero. A presenca continua de células em C-metafase pode conduzir

essas ceélulas a uma duplicacdo no nUmero de cromossomos.

7.4 CONCLUSOES

O hibrido Rubi do Cerrado nas altitudes de 41 e 1016 m apresenta
efeitos alelopaticos sobre a germinacdo e desenvolvimento de sementes de
alface.

As concentracdes de 50 e 100% dos extratos da casca apresentam
efeitos semelhantes ao glifosato, inibindo a germinacéo de sementes.

O extrato apresenta aumento na mutagenecidade em funcéo das
concentracoes.

Ha maiores alteracdes nucleares e cromossémicas nas células em seus

processos de divisdes.
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8 CAPITULO 5: INVESTIGAC}AO DO EFEITO DE INFUSOES FOLIARES DE
HIBRIDOS DE MARACUJAZEIROS NO BIOENSAIO Lactuca sativa L.
RESUMO: O maracuja amarelo (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa) é uma
planta frequentemente empregada na medicina popular, em virtude das suas
propriedades calmantes. No entanto, varios estudos tém alertado sobre a
toxicidade de substancias presentes em plantas medicinais, que podem
representar riscos para a saude humana. Nesse sentido, o presente trabalho
teve como objetivo investigar o efeito da infusdo foliar de trés hibridos de
Passiflora edulis Sims f. flavicarpa, cultivados em diferentes altitudes, em
bioensaios com Lactuca sativa L. Foram utilizadas diferentes concentracoes de
infusdo (12,5; 25; 50 e 100 g L ™) preparadas a partir de folhas dos hibridos
BRS Gigante Amarelo, BRS Rubi do Cerrado e BRS Sol do Cerrado, coletados
em altitudes de 41; 104; 711 e 1016 metros. Agua destilada foi utilizada como
controle negativo. Foram avaliados: porcentagem de germinacéo, indice de
velocidade de germinacdo, crescimento radicular e aéreo, indice mitético,
frequéncias das alteragbes cromossomicas e nucleares. A fim de testar a
influéncia dos metabolitos secundarios nas variaveis fitotoxicas e citotoxicas o
conteudo de flavonoides totais foi quantificado. O aumento das concentracdes
das infusdes foliares dos hibridos de P. edulis f. flavicarpa, cultivados em
diferentes altitudes causa efeito alelopatico e mutagénico em L. Sativa L. Os
resultados sugerem que deve haver cautela quando se utiliza P. edulis
(maracuja) como planta medicinal.

Palavras-chave: Passiflora spp. Genotipo. Alelopatia. Bioensaios vegetais.

indice mitotico. Mutagénese.

ABSTRACT: The yellow passion fruit (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa) is a
plant frequently used in folk medicine because of its soothing properties.
However, several studies have warned about the toxicity of substances present
in medicinal plants, which may pose risks to human health. In this sense, the
present work had as objective to investigate the effect of the foliar infusion of
three hybrids of Passiflora edulis Sims f. flavicarpa, grown at different altitudes,
in bioassays with Lactuca sativa L. Different infusion concentrations (12.5; 25,
50 and 100 g L) prepared from leaves of BRS Gigante Amarelo, BRS Rubi do
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Cerrado and BRS Sol do Cerrado, collected at altitudes of 41; 104; 711 and
1016 meters. Distilled water was used as a negative control. Germination
percentage, germination speed index, root and aerial growth, mitotic index,
frequencies of chromosomal and nuclear alterations were evaluated. In order to
test the influence of secondary metabolites on phytotoxic and cytotoxic
variables, the total flavonoid content was quantified. The increase of the
concentrations of leaf infusions of hybrids of P. edulis f. flavicarpa grown at
different altitudes causes an allelopathic and mutagenic effect on L. sativa L.
The results suggest that caution should be exercised when using P. edulis
(passion fruit) as a medicinal plant.

Keywords: Passiflora spp. Genotype. Allelopathy. Vegetable bioassays. Mitotic

index. Mutagenesis.

8.1 INTRODUCAO

As plantas medicinais tém sido utilizadas para tratamento da saude de
humanos e a maioria dessas plantas contém uma série de metabolitos
secundéarios que podem funcionar como repelentes, venenos, horménios e
como atraentes em alguns casos (FALODUN, 2010; WINK, 2015). As plantas
apresentam muitos compostos com efeitos mutagénicos, e a aplicacéo
indiscriminada destas e do potencial téxico de seus compostos pode
apresentar riscos a saude humana (SOUSA et al., 2010).

Um ensaio biolégico comumente utilizado para validar o efeito causado
pelas plantas medicinais esta baseado na avaliacdo de células meristeméaticas
de raizes e andlise do ciclo celular, permitindo a observacdo de alteracdes
durante a mitose e possibilitando identificar se 0 composto vegetal apresenta
acdo citotoxica, genotoxica, mutagénica ou até mesmo cancerigena (LEME;
MARIN-MORALES, 2009).

A alface (Lactuca sativa L.) € um bioensaio bastante eficiente para a
identificacdo de substancias perigosas, especialmente no que diz respeito aos
diferentes tempos de exposicédo a fitotoxicidade durante os primeiros dias de
desenvolvimento da plantula e na determinacdo da frequéncia de células em
divisdo e alteragbes no ciclo celular (ANDRADE-VIEIRA et. al.,, 2014). Esta

espécie se destaca por apresentar alta atividade proliferativa, rapido
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crescimento, elevado numero de sementes, cromossomos grandes e alta
sensibilidade aos compostos mutagénicos e genotdxicos presentes em extratos
de plantas medicinais (RIBEIRO et al., 2013). Além disso, os procedimentos de
laboratério para estes testes tém baixo custo e geram resultados em curto
prazo (ARAGAO et al., 2017).

Passiflora edulis Sims, membro da familia Passifloraceae, tem grande
potencial medicinal no Brasil e por este motivo passou a compor o RENISUS —
Relagcdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS,
2016).

Os principais componentes quimicos presentes nhas espécies de
Passiflora sdo os flavondides, que apresentam importancia quimica e se
destacam como possiveis agentes farmacolédgicos. O conteludo de flavonéides
esta sujeito a variacbes devido a época da colheita, ao local de cultivo, a
metodologia de andlise empregada e a degradacdo por fungos ou bactérias
(DHAWAN et al., 2004). Esterdides, taninos, alcaloides, polifendis (agentes
antioxidantes), carotendides e cumarinas (responsaveis pela atividade
antibacteriana) também sao importantes componentes quimicos presentes nas
espécies de Passiflora (BRAGA et al., 2010).

Diante disso, objetivou-se com este estudo investigar o efeito de infusdes
foliares de hibridos de P. edulis Sims f. flavicarpa (BRS Sol do Cerrado, BRS
Rubi do Cerrado e BRS Gigante Amarelo) cultivados em diferentes altitudes, a

fim de identificar sua atividade mutagénica, fitotoxica, citotéxica e genotdxica.

8.2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Melhoramento
Vegetal, do Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias da Universidade
Federal do Espirito Santo (UFES). Os extratos utilizados foram obtidos a partir
de folhas de hibridos de P. edulis Sims f. flavicarpa — BRS Gigante Amarelo
(GA), BRS Sol do Cerrado (SC) e BRS Rubi do Cerrado (RC) - colhidas em
diferentes altitudes (Tabela 1).
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Tabela 1 - Localizacdo dos experimentos

Localidade Latitude Longitude Altitude (m)
Marataizes 21°05°13,73”S 40°54'15,71” O 41
Jerénimo Monteiro 20°48'9,93”S  41°24°24,85” O 104
Alegre 20°37°51,91”S 41°36'15,97” O 711
Ibitirama 20°28°09,40”S 41°43 31,63’0 1016

Para a extracéo dos flavonoides totais, as folhas dos diferentes hibridos
de P. edulis f. flavicarpa foram secas em estufa de ar circulante (temperatura
inferior a 40°C), moidas em moinho de facas e extraidas por infusdo aquosa,
na proporgao planta:solvente de 1:10 (m/v) a 90 °C, durante 10 min. Apos o
arrefecimento, os extratos foram filtrados e liofilizados. A metodologia utilizada
foi adaptada do trabalho de Costa et al. (2016).

A determinacdo dos flavonoides totais presentes nos extratos foliares
liofiizados dos hibridos de P. edulis f. flavicarpa foi realizada por método
espectrofotométrico modificado, apds reagdo com cloreto de aluminio,
desenvolvido por Fu et al. (2010). A metodologia utilizada foi baseada no
trabalho de Gomes et al. (2017), seguindo as etapas:

Preparo das amostras: O extrato (2,0 mg) foi dissolvido em 10 mL de
metanol em baldo volumétrico de 10 mL (0,2 mg/mL) e agitado em Vértex.

Curva de calibragao: A solucédo estoque de quercetina foi preparada em
metanol, na concentragdo de 1 mg L em baldo volumétrico de 50 mL. As
solucbes-padrao foram preparadas da solugcdo estoque, obtendo-se 13
concentragdes de quercetina que variaram de 2 a 26 ug L.

Reagado: Em 1 mL da amostra, foram adicionados 4 mL de agua destilada
e 200 pL de solugao aquosa de nitrato de sddio (NaNO3) 5% (m/v) e, apds seis
minutos, 200 pL da solugdo metandlica de cloreto de aluminio (AICl3) 10%
(m/v) foi adicionado a mistura reacional. Apés cinco minutos, foi adicionado 2
mL da solugdo aquosa de hidroxido de sédio (NaOH) 10% e metanol para
completar o volume no baldo volumétrico de 10 mL. Aguardou-se o tempo de

reacado de 30 minutos apds a adicdo do cloreto de aluminio e procederam-se as
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leituras no espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 425 nm.

Para as analises de citogenética e fitotoxidez, os experimentos foram
realizados no Laboratério de Citogenética e Cultura de Tecidos Vegetais do
Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias, da Universidade Federal do
Espirito Santo (UFES). As infusdes utilizadas foram obtidas a partir de folhas
de hibridos de P. edulis Sims f. flavicarpa - GA, SC e RC - coletadas em
diferentes altitudes (Tabela 1).

Uma concentracdo de 3-5 g do p6 de folhas dessecadas é comumente
usada para preparar 150 mL de cha de P. edulis (LORENZI; MATOS, 2008).
Com base nestas informacées, concentracdes de 12,5; 25; 50 e 100 g L™ de
infusdo foram preparadas a partir das folhas dos diferentes hibridos de P.
edulis. A concentracdo de 25 g L™ corresponde a utilizada no preparo de chés
de P. edulis na medicina popular.

Para o preparo das infusdes, as folhas dos hibridos de P. edulis f.
flavicarpa foram liofilizadas por 72 h para a desidratacdo. Posteriormente, 30 g
de folhas trituradas de cada hibrido foram colocadas em 300 mL de agua
destilada aquecida a 100 °C. Apés descanso de 10 minutos, as infusbes foram
filtradas e diluidas em agua destilada para obter as concentracdes utilizadas no
estudo.

As sementes de Lactuca sativa L. (alface crespa cv. Grand Rapids - TBR
Isla®), utilizadas como modelo vegetal, foram adquiridas no comércio local na
cidade de Alegre-ES.

Para a realizacdo dos bioensaios fitotoxicos, além do controle negativo
com agua destilada (CN), as sementes foram expostas as concentracbes de
12,5; 25; 50 e 100 g L™ das infusdes foliares preparadas.

As sementes foram acondicionadas em placas de Petri cujo fundo foi
coberto com papel filtro e diretamente embebidas com as concentragdes
correspondentes das infusbes, ou agua destilada; cada placa continha 25
sementes. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado, sendo cada tratamento constituido por cinco repeticdes. As placas
foram lacradas com plastico filme e mantidas e camara de germinagéo do tipo

BOD (Demanda Bioquimica de Oxigénio) a 24 + 2 °C, com presenca de luz.
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Realizou-se uma avaliagcdo macroscopica, baseada no acompanhamento
da germinacdo (G%) e na medicdo do crescimento radicular e aéreo das
sementes de L. sativa L.. O indice de velocidade de germinacédo (IVG) foi
contabilizado apds a exposicdo em agua destilada e ap0s 8; 16; 24; 32 40 e 48
h de exposicdo aos tratamentos. O crescimento radicular e aéreo foram
analizados ap06s 48 e 120 h de exposicao aos tratamentos, respectivamente.

Apos a medicdo radicular (48 h de exposicdo), 10 raizes de cada
tratamento foram fixadas em metanol: acido acético (3:1), e armazenadas a -20
°C. Para as avaliacdes citotoxicas, laminas foram preparadas pela técnica de
esmagamento e coradas com orceina acética 2% (ANDRADE-VIEIRA et al.,
2014).

Foram analizadas 5000 células meristematicas por tratamento, sendo
observadas e quantificadas as diferentes fases da divisdo mitotica, possiveis
alteracdes cromossdmicas e nucleares. O indice mitotico foi obtido dividindo-se
0 numero de células em divisdo (profase, metafase, anafase e telofase) pelo
total de células avaliadas em cada tratamento. As frequéncias das alteracfes
cromossbmicas totais foram obtidas dividindo o numero de alteracdo
cromossOmica pelo numero total de células em divisdo. Também foram
contabilizadas as porcentagens das alteracbes cromossémicas de maneira
isolada, sendo elas: cromossomos perdidos, cromossomos aderentes, c-
metafases e pontes cromossdmicas. J& as frequéncias das alteracdes
nucleares foram obtidas dividindo o numero de alteracbes nucleares
(micronucleo e ndcleo condensado) pelo numero total de células avaliadas
(ANDRADE-VIEIRA et al., 2014).

Os dados de fitotoxidade e citotoxidade foram conduzidos em
delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3 x 4 x 4 +1 [trés
hibridos (GA, RC e SC) x quatro altitudes (41; 104; 711 e 1016 m) x quatro
concentracdes dos extratos (12,5; 25; 50; 100%) + controle com &gua destilada
com cinco repeticdes.

Os dados dos flavondides foram conduzidos em delineamento
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3 x 4 (trés hibridos e quatro

altitudes) com trés repeticoes.
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Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de residuos e a
analise de variancia, e quando o valor de F foi significativo em nivel de 5%
realizou-se a comparacdo de médias pelo teste de Dunnett para os dados de
fitotoxidade e citotoxidade e teste de Tukey para os flavonoides.

Para o efeito das concentracdes dos extratos, os dados foram submetidos
a andlise de regressdo e, para o0 ajuste das equacdes lineares foi utilizado
como critério a significAncia dos betas (p<0,05). Para todas as analises foi
utilizado o programa estatistico R empregando-se o pacote ExpDes (R CORE
TEAM, 2017).

8.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os hibridos que apresentaram os maiores teores de flavonoides totais
foram o RC cultivado na altitude de 104 m (18,67%), seguido do SC cultivado a
41 m (15,88%) e em 711 m (15,88%) (Figura 1).
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Figura 1 - Conteludo de flavonoides totais (%) das folhas de hibridos de

maracujazeiros BRS Gigante Amarelo (GA), BRS Rubi do Cerrado (RC) e BRS
Sol do Cerrado (SC) colhidos em diferentes altitudes.

Médias seguidas pela mesma letra minuscula (altitudes), maiuscula (hibridos)
nao diferem entre si em nivel de 5% de probabilidade de acordo com o teste de

Tukey.



112

O local de colheita e a altitude influenciaram no teor de flavonoides totais
dos trés hibridos estudados. Cada hibrido apresentou uma maior
concentracdo de flavonoides em altitudes diferentes. O hibrido GA apresentou
comportamento diferencial, o0 que pode estar associado com a caracteristica
genética do genotipo, em relacdo aos demais, com aumento do contetudo de
flavonoides totais, de acordo com a elevacdo da altitude, que pode estar
associado as condi¢cbes climaticas da regido de cultivo. Esses resultados
corroboram com aqueles obidos por Gilles et al. (2010) e Verdeguer et al.
(2009), em que a constituicdo quimica de uma espécie depende de varios
fatores, caracteristica genética e da origem geografica , respectivamente.

Os dados do efeito fitotdxico das infusbes preparadas a partir dos
hibridos GA, RC e SC - cultivados a 41; 104; 711 e 1016 metros de altitude -
nas diferentes varidveis testadas sao apresentados na Figura 2. Notou-se
dependéncia da concentracdo da infusdo em todas as variaveis testadas,
evidenciando o potencial alelopatico dos hibridos de P. edulis Sims f.
flavicarpa.

As sementes de L. sativa L. sofreram inibicdo gradual, de acordo com o
aumento das concentracbes de aplicacdo em todas as caracteristicas
avaliadas. Apos 48 h de exposicdo, observou-se que a concentracao de 100 g
L™ inibiu o crescimento radicular de todos os hibridos. Além disso, apenas trés
hibridos (GA cultivado a 104 m e o RC e SC cultivados a 1016 m)
apresentaram germinagdo e crescimento aéreo com 120 horas de exposicao
(Figura 2).

O declinio na taxa de germinacdo com o tratamento de 25 g L™ foi
significativo quando comparado com o controle, e mesmo ndo sendo suficiente
para causar inibicdo total, como observado nas sementes de L. sativa L.
tratadas com a concentracdo de 100 g L™ da infusdo foliar, apresentou
toxicidade (Figura 2).

Nesse sentido, os compostos fenolicos, como os flavondides presentes
em P. edulis, sdo compostos quimicos altamente reativos, e compreendem o0s
aleloguimicos solaveis em agua mais comuns em plantas que apresentam
potencial alelopatico (ARAGAO et al., 2017). Os compostos fendélicos podem

alterar a permeabilidade da membrana plasmatica, a sintese de proteinas,
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atividade enzimética, sintese hormonal e o processo da fotossintese,

consequentemente, afetando o crescimento normal de plantas (LI et al., 2010).
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Figura 2 - Atividade fitotoxica da infusé@o foliar de hibridos de maracujazeiros
BRS Gigante Amarelo (GA), BRS Rubi do Cerrado (RC) e BRS Sol do Cerrado
(SC), determinada pelas variaveis macroscopicas observadas por meio do
bioensaio com Lactuca sativa L.: (A) G (%) (germinacao); (B) IVG (indice de
velocidade de germinagéo); (C) CR (mm) (crescimento radicular); (D) CA (mm)
(crescimento aéreo). Médias seguidas da mesma letra nao diferem

significativamente entre si em nivel de 5% de probabilidade pelo teste Dunnett.

A medida que as concentragbes das infusbes aumentaram observou-se
diminuicdo no numero de sementes germinadas e no indice de velocidade de
germinacao, sendo encontrado 0% de germinacao na concentracdo de 100 g L
! e 0 de indice de velocidade de germinacdo na mesma concentracédo (Figura
3).

As sementes de alface tratadas com as infusGes preparadas a partir de
folhas dos hibridos RC e SC cultivados a 104 m de altitude apresentaram os
menores valores de germinacao e indice de velocidade de germinacdo. Ja as
infusBes dos hibridos RC e GA cultivados a 1016 m apresentaram 0s maiores
valores para estas mesmas variaveis (Figura 3).

Bagatini et al. (2007) também relataram queda na capacidade das células
tratadas com infusdes de diversas plantas medicinais em iniciar a divisdo
celular, associada ao declinio no crescimento radicular.Além disso, o uso de
modelos vegetais como indicadores de agentes toxicos apresentam boa
correlagdo com outros modelos e sistema-teste, como os animais (SANTIAGO,
2015). Mesmo assim, outras pesquisas utilizando sistemas especificos de teste
dirigidos a seres humanos sao necessarias para avaliar perfeitamente como
essa toxicidade se traduz na fisiologia de um organismo animal, como também
relatado por Luber et al. (2015).
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Figura 3 - Germinagéo (%) e indice de velocidade de germinagdo das sementes de Lactuca sativa L. submetidas a diferentes
concentracdes de infusao foliar de hibridos de maracujazeiros BRS Gigante Amarelo (GA), BRS Rubi do Cerrado (RC) e BRS Sol
do Cerrado (SC) coletados em diferentes altitudes. **: significativo em nivel de 1%. R* = coeficiente de determinacao do ajuste da

regressao.
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Observou-se diferenca estatistica no indice mitético (IM) para todos os
tratamentos em relagcdo ao controle negativo. Houve um decréscimo dos
valores conforme aumento da concentracdo da infusdo e uma diminuicao
significativa no IM nas concentracées de 25 e 50 g L™ (Tabela 2).

Considerando que esta concentragdo também influenciou um declinio
em todas as variaveis macroscopicas testadas (germinacdo, crescimento
radicular e aéreo), e que é a concentracdo recomendada no preparo
medicinal, deve-se aprofundar os estudos sobre o potencial toxico de P. edulis
sims f. flavicarpa, a fim de validar essa espécie para uso medicinal.

O indice mitético corresponde ao numero total de células em divisao
durante o ciclo celular, e as alteracdes nesse indice auxiliam na determinacao
do grau de citotoxidade de um agente ou composto (FERNANDES et al.,
2007). A reducdo do indice mitético pode estar relacionada a disturbios
causados no crescimento e desenvolvimento do organismo exposto
(CAMPOS et al., 2008).

A méxima concentracdo testada influenciou significativamente o ciclo
celular, reduzindo a capacidade das células de sairem da intérfase e entrarem
em divisdo celular. Esse resultado evidenciou que a exposi¢ao aos compostos
presentes na infusdo, desde o inicio do processo germinativo, altera o
funcionamento do ciclo celular, resultados que corroboram com aqueles

observados por Costalonga e Batitucci (2014).
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Tabela 2 - Parametros de divisdo celular normal e indice mitético (IM) de

células meristematicas de Lactuca sativa L.

Hibrido Altitude Concentragdo I P M A T IM
(m) (gL? (%) (%) (%) (%) (%) (%)

12,5 91,9 51,3 259 170a 6,3a 8,1

41 25 93,7 53,4 282 147a 3,0 6,1

50 950 560a 27,8 148a 13 4,3

12,5 92,1 57,8a 229a 153a 41 7.8

104 25 930 543 268 162a 2,1 6,4

GA 50 96,0 84,3 12,4 4,1 0,0 2.4
12,5 91,9 590a 222a 139a 52 8,0

711 25 932 635 21,3a 12,9 2,4 6,6

50 96,2 76,7 14,8 5,8 4,1 3,0

12,5 91,6 53,0 24,7 164a 65a 8,4

1016 25 939 565a 24,6 154a 27 5,8

50 954 56,8a 256 16,0a 1,3 3,9

12,5 91,3 485 28,7 18,6 4,9 8,7

41 25 91,7 44,9 292 216 4,3 7.8

50 97,1 80,9 19.0a 0,0 0,0 1,7

12,5 93,1 58,1la 21,6a 159a 28 6,6

104 25 94,7 50,2 26,9 18,7 2,7 4,9

50 960 70,3 184a 7,8 1,3 3,0

RC 12,5 92,6 455 32,4 160a 6,8a 7,3
711 25 94,8 446 33,4 19,1 2,4 5,0

50 955 482 31,1 195 1,3 3,7

12,5 91,9 49,7 279 173 6,1a 8,0

1016 25 93,9 49,8 27,7 19,7 2.1 5,9

50 965 76,4 19.6a 4,9 0,0 2,0

12,5 922 494 274 171 63a 7.8

41 25 94,1 439 296 21,4 3,8 5,6

50 93,8 538a 34,1 139a 0,0 2.4

12,5 92,1 51,7 26,4 149a 88a 7,8

104 25 939 526 256 17,6 3,2 5,7

SC 50 96,1 63,4 24,9 13,5a 0 2,7
12,5 91,4 530 272 17,6 2.4 8,6

711 25 94,1 526 257 18,4 3,0 5,7

50 96,1 70,9 153 12,3 2.7 2,7

12,5 91,6 515 226a 17,1 9,8 8,3

1016 25 935 550a 26,5 148a 3,0 6,1

50 96,2 536 257 159a 16 3,2

Agua 90,04a 58,43a 20,88a 15,26a 7,39a 9,96a

Legenda: As médias seguidas pelas mesmas letras representam semelhanca
significativa, de acordo com o teste de Dunnett (p>0,05). Em que: 1% -
porcentagem de interfases por total de células; P% - porcentagem de profases,
M% - porcentagem de metafases, A% - porcentagem de anafases e T% -

porcentagem de tel6fases por total de células em divisao; IM% - indice mitético.
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Com relagdo as alteragdes totais do ciclo celular, observou-se que, com
0 aumento da concentracdo das infusGes foliares, ocorreu um aumento no
dano das células meristematicas das raizes avaliadas (Tabela 3).

Em geral, para as diferentes infusdes testadas, observou-se diferenca
significativa a partir da concentracdo de 25 g L™ (Tabela 3). As infusdes
apresentaram maiores porcentagens de alteracdo cromossdémica na
concentracdo de 50 g L™. As alteracdes cromossémicas mais frequentes
foram observadas durante a metafase, destacando-se a ocorréncia de
cromossomos aderentes (Figura 4A), C-metafases (Figura 4D) e
cromossomos perdidos; e durante a anafase, destacando-se as pontes
cromossomicas (Figura 4B) e cromossomos perdidos (Figura 4C) (Tabela 3).

A avaliacdo das altera¢gBes nucleares (nucleo condensado e micronucleo)
revelou uma diferenca a partir da concentracdo de 25 g L™ para todos os
tratamentos, a excec¢do da variedade SC cultivada a 104 m. A alteracdo nuclear
mais evidente foi 0 nacleo condensado (Tabela 3).

N&o foi possivel realizar andlises citogenéticas no tratamento de 100 g L™,
pois as sementes tratadas com essa concentragdo de infusdo foliar ndo
apresentaram crescimento radicular apos 48 h, ndo tendo dessa forma,
desenvolvimento do meristema para o preparo das laminas citogenéticas. Esse
fato reforca o amplo efeito toxico no crescimento radicular determinado pela
exposicao das raizes aos compostos presentes nas folhas dos hibridos de P.
edulis Sims f. flavicarpa.

Os micronucleos representam material genético que néo foi incorporado
ao nucleo principal no final da diviséo celular, concordando com Campos et al.
(2008). Eles foram formados tanto por fragmentos acéntricos, como por
cromossomos perdidos, derivados da segregacgao desigual dos cromossomos
durante a mitose, por problemas na ligacdo dos cromossomos ao fuso mitético,
conforme atestam Campos et al. (2008) e Leme e Marin-Morales (2009).

Em geral, as pontes cromossomicas e fragmentos indicam um mecanismo
clastogénico de acao da substancia testada, com alguma atividade relacionada
com a genotoxicidade (ac&o sobre a estrutura de DNA) (ARAGAO et al., 2017).
Ja os cromossomos perdidos e aderentes e C-metafases estao relacionados

com um mecanismo de acdo aneugénica, resultante de um efeito citotoxico da
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substancia no fuso mitético das células (LEME; MARIN-MORALES, 2009;
ANDRADE-VIEIRA, 2012). Portanto, neste estudo as infusdes foliares dos
hibridos de P. edulis apresentaram modo misto de acdo (aneugénica e
clastogénica), uma vez que esses tipos de alteragbes foram observados em
certa medida, apés a exposicao das células meristeméticas aos tratamentos.
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Tabela 3 - Alteragbes cromossémicas (AC) e nucleares (NC e Micronucleo) observadas nas analises citogenéticas realizadas nas

células meristematicas de Lactuca sativa L.

Altitude Hibrido  Concentracao AC NC Micronucleo  Perdido Aderente C- Ponte

(m) (g.L™h (%) (%) (%) (%) (%) Metafase (%)
(%)

12,5 8,88 0,00a 0,00a 0,00a 1,23a 591 2,21a

GA 25 17,70 0,20 0,00a 0,00a 2,29a 11,81 4,26

50 37,12 0,62 0,18 0,00a 3,73 21,31 7,88

12,5 6,87 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 4,84 1,78a

41 RC 25 12,54 0,58 0,00a 1,61 1,88a 7,81 2,82

50 20,51 1,56 0,20 0,00a 0,00a 12,40 3,84

12,5 13,96 0,00a 0,00a 2,46 2,50a 8,72 1,99a

SC 25 16,88 0,18 0,00a 1,44 2,10a 11,15 2,43

50 19,77 0,90 0,24 3,33 0,00a 12,99 3,11

12,5 9,51 0,00a 0,00a 0,71 0,71a 6,18 1,90a

GA 25 18,50 0,18 0,00a 1,02 1,71a 11,99 3,77

50 30,65 0,56 0,14 1,02 7,61 11,06 5,99

12,5 90,88 0,00a 0,00a 0,00a 1,36a 574 3,00

RC 25 19,98 0,36 0,00a 2,63 3,83 10,23 5,38

104 50 35,91 1,12 0,44 0,00a 5,26 11,45 0,00a

12,5 16,2 0,24 0,00a 1,51 3,04 9,33 4,21

SC 25 23,6 0,36 0,00a 2,08 3,65 15,10 3,29

50 23,0 0,96 0,12 6,66 0,00a 15,78 3,26

12,5 13,04 0,00a 0,00a 2,53 2,41a 8,20 2,16a

GA 25 30,12 0,14a 0,00a 0,00a 2,78 18,31 8,17

50 42,89 0,68 0,20 0,00a 57 22,21 12,63

711 12,5 11,41 0,00a 0,00a 1,21 1,75a 6,93 2,97

RC 25 20,41 0,16 0,00a 0,00a 3,01 12,03 5,36

50 25,22 1,11 0,16 0,00a 4,91 13,68 4,90
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12,5 12,06 0,00a 0,00a 1,54 1,78a 7,19 2,04a

sc 25 29,08 0,24 0,00a 3,17 6,85 14,33 6,81
50 51,52 3,70 0,18 4,54 11,20 22,43 8,47

12,5 12,18 0,00a 0,00a 0,00a 2,53a 6,80 2,02a

GA 25 21,20 0,36 0,00a 3,13 3,19 12,12 4,83
50 39,15 1,16 0,24 3,57 3,66 18,96 3,51

12,5 9,06 0,00a 0,00a 2,29 1,62a 4,87 1,86a

RC 25 21,21 1,12 0,00a 0,00a 3,11 13,21 4,88
1016 50 27 54 0,16 0,26 6,89 0,00a 12,36 10,06
12,5 11,70 0,00a 0,00a 1,13 1,91a 7,64 1,44a

sc 25 16,18 0,26 0,00a 2,25 2,27a 9,38 3,23
50 28,41 0,56 0,18 3,22 5,53 14,19 4,27

Agua 1,40a 0,00a 0,00a 0,00a 1,00a 1,00a 1,00a

Legenda: As médias seguidas pelas mesmas letras representam semelhanca significativa, de acordo com o teste de Dunnett
(p>0,05). Média das alteracBes visualizadas a cada 1.000 células contabilizadas. Em que: AC (%) porcentagem de alteracbes
cromossbmicas por divisdo; NC (%) porcentagem de nucleos condensados por total de células; Micronucleo (%) porcentagem de
micronucleos por total de células; Perdido (%) porcentagem de cromossomos perdidos por células em divisdo; Aderente (%)
porcentagem de cromossomos aderentes por células em divisdo; C-Metafase (%) porcentagem de c-metafases por células em

divisdo; Ponte (%) porcentagem de pontes por células em diviséo.
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Figura 4 - Células meristematicas representativas das raizes de Lactuca sativa

L. tratadas com as infusdes foliares de diferentes hibridos de P. edulis Sims f.
flavicarpa. (A) cromossomo aderente, (B) ponte cromossémica, (C)

cromossomo perdido, (D) C-metafase. Barra = 10um.

8.4 CONCLUSOES

O aumento das concentracdes das infusdes foliares dos hibridos de P.
edulis Sims f. flavicarpa, cultivados em diferentes altitudes causou efeito
alelopético e mutagénico em L. sativa L.

A utilizacdo de hibridos de P. edulis Sims f. flavicarpa como planta
medicinal necessita de mais cautela, estudos de dosagens adequadas e

cuidados com efeitos toxicos.
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