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CONSERVACAO DE SEMENTES E VIABILIDADE POLINICA DE Passiflora spp.

RESUMO: Passiflora L. possui uma diversidade de espécies com caracteristicas
importantes para o melhoramento genético, tornando essencial o desenvolvimento de
estratégias eficientes para conservacao e manejo da cultura do maracujazeiro. Dessa
forma o objetivo desse estudo foi determinar o armazenamento adequados para
conservacao de sementes de Passiflora spp.; e viabilizar a superacado de dorméncia
nessas espécies, a fim de possibilitar uma manutencdo segura dos Bancos Ativos de
Germoplasma de Passiflora. Bem como, avaliar sua viabilidade polinica, e dessa
forma identificar genitores masculinos com alto potencial de fertilizacdo para serem
utilizados em cruzamentos interespecificos e também subsidiar futuras pesquisas de
criopreservacdo de grdos de pélen. O primeiro capitulo deste trabalho aborda a
conservagao e germinagcdo de sementes de Passiflora spp. submetidas a duas
condicGes de desidratacdo e a duas temperaturas de armazenamento, € 0 uso dos
reguladores vegetais (GA4+7 + BA) na quebra de dorméncia. As sementes foram
obtidas de frutos coletados no Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Mandioca e
Fruticultura e submetidas ao teste de germinacdo em caixa do tipo Gerbox® e
colocadas em camara climatizada de germinacdo no escuro com temperatura
alternada de 20°/30°C, durante 16-8 horas, respectivamente. A analise dos dados
concluiu que as espécies P. alata, P. cincinnata, P. gibertii, P. morifolia, P. mucronata,
e P. tenuifila, apresentam dorméncia em sementes recém-colhidas. P. suberosa,
apresenta dorméncia moderada e P. edulis Sims, ndo apresenta dorméncia em
sementes recém-colhidas. Os reguladores vegetais GA4+7 + BA atuam de forma
efetiva na quebra de dorméncia das sementes dessas espécies. As sementes aqui
estudadas toleram dessecacdo e mantém sua viabilidade com contetdo de agua
reduzido entre 4,0 % e 6,7% e podem ser armazenadas a 5° C ou -196° C, obtendo
germinacao acima de 80% com uso dos reguladores vegetais. O segundo capitulo
investigou um meio de cultura adequado para a germinagdo do grdo de polen e
crescimento in vitro do tubo polinico de onze espécies silvestres de Passiflora.
Adicionalmente examinou a viabilidade do pdlen por meio da analise histoquimica
utilizando a solucéo de Alexander a 2%. Para a germinacao, utilizou-se os meios de
cultura, BK e SM suplementado com diferentes concentragdes de sacarose (5, 10, 15,
20, 25, 30 e 35%). Com base nos resultados obtidos in vitro, observou-se que a
sacarose influenciou a germinagdo dos grdos de pdlen e o crescimento do tubo
polinico do maracujazeiro. P. edmundoi foi a espécie que apresentou maiores
porcentagens de germinacdo (89.0%) e de crescimento do tubo polinico (2.6 mm)
guando cultivado no meio de cultura SM suplementado com 30% e 15% de sacarose,
respectivamente. Quanto a andlise histoquimica verificou-se que as Passiflora spp.
apresentaram alta porcentagem de gréos de polen viaveis (>79.0%). Os resultados
obtidos nesse trabalho podem ser aplicados a outras espécies do BAG de Passiflora
com o intuito de fornecer informa¢des importantes pra conservacao e usos dessas
espécies em programas de melhoramento genético.

Palavras-chave: Maracujazeiro; Criopreservacdo; Graos de Pélen, Meio de cultura.



SEED CONSERVATION AND POLLEN VIABILITY OF Passiflora spp.

ABSTRACT: Passiflora L. (passion fruit) has a diversity of species with important
characteristics for genetic improvement, making it essential to develop efficient
strategies for the conservation of the species and management of commercial crops.
Thus, the objectives of this study were to determine an adequate storage method for
the conservation of Passiflora spp. seeds and to overcome dormancy, to enable a safe
maintenance of Active Germplasm Banks of Passiflora and to evaluate pollen viability
to identify male parents with high fertilization potential for use in interspecific crosses
and support future research of cryopreservation of pollen grains. The first chapter
addresses the conservation and germination of Passiflora spp. subjected to two
dehydration conditions and two storage temperatures, and the use of growth regulators
(GA4 + 7 + BA) to break dormancy. The seeds were obtained from fruits collected in
the field of the Active Germplasm Bank of Embrapa Cassava and Fruits, and were
submitted germination testing in Gerbox® boxes placed in an air-conditioned
germination chamber with alternating temperature of 20/30 °C and 16/8 hour
photoperiod, respectively. The species P. alata, P. cincinnata, P. gibertii, P. morifolia,
P. mucronata, and P. tenuifila presented dormancy of freshly harvested seeds, while
P. suberosa had moderate dormancy and P. edulis Sims had no dormancy in freshly
harvested seeds. The growth regulators GA4 + 7 + BA were effective in breaking
dormancy of these species’ seeds. The seeds tolerated desiccation and maintained
viability with water content between 4.0% and 6.7%, and could be stored at 5 °C or -
196 °C, obtaining germination above 80% with the use of plant regulators. The second
chapter investigated culture media for the in vitro germination of pollen grains and
growth of the pollen tubes of 11 wild Passiflora species. In addition, we examined the
viability of pollen by means of histochemical analysis using 2% Alexander solution. For
germination, the culture media BK and SM supplemented with different concentrations
of sucrose (5, 10, 15, 20, 25, 30 and 35%) were used. The results indicated that
sucrose influenced the germination of pollen grains and the growth of the pollen tubes.
P. edmundoi was the species that presented the greatest germination rate (89.0%) and
pollen tube length (2.6 mm) when grown in the SM culture medium supplemented with
30% and 15% sucrose, respectively. Regarding the histochemical analysis, Passiflora
spp. showed a high percentage of viable pollen grains (> 79.0%). The results obtained
in this work can be applied to other species of Passiflora in germplasm banks for the
conservation and uses of these species in breeding programs.

Keywords: Passion fruit; Cryopreservation; Pollen grains, Culture medium.
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1. INTRODUCAO

Passiflora L. € o género mais representativo da familia Passifloraceae Juss. ex
Roussel, possui cerca de 153 espécies das quais 83 sdo endémicas no Brasil (FLORA
DO BRASIL, 2020). No entanto, poucas espécies sao cultivadas comercialmente,
como Passiflora edulis Sims (maracuja azedo) que € cultivada em 90% dos pomares
e Passiflora alata Curtis (maracuja doce) (MUNHOZ et al., 2018).

O maracuja-azedo, que tem o Brasil como maior produtor e consumidor mundial
do fruto fresco e processado (OLIVEIRA et al, 2016) configura na fruticultura uma
excelente alternativa para geracdo de emprego e renda tanto no campo quanto na
cidade (BERNACCI et al., 2005) e devido ao facil plantio e rapido retorno financeiro,
permiti ao proprietario de agricultura familiar encontrar no maracujazeiro uma opcao
de renda viavel, o que torna a cultura muito utilizada na agricultura familiar (MELETTI,
2011).

Segundo o IBGE, em 2019, o Brasil produziu aproximadamente 603 mil
toneladas do fruto, sendo o Nordeste a regido que mais participou da producéo
nacional, com 376 mil toneladas representando 62% da produc¢éo, e a Bahia participou
com 161 mil toneladas, representando 43% da produgéo do nordeste e 27% da
producao nacional (IBGE, 2020).

No entanto, problemas fitossanitarios, como a virose do endurecimento dos
frutos (SANTOS et al., 2019), bacteriose (COSTA et al., 2019), murcha de Fusarium
(MELO et al., 2020), antracnose (COELHO et al., 2016), tem prejudicado a expansao
e a produtividade do maracujazeiro, pois levam os produtores ao abandono dos
pomares e consequentemente a desistirem do plantio dessa cultura (CARVALHO et
al., 2019). Assim, a forma mais eficaz de sanar problemas como esse é a obtencdo
de variedade comerciais resistentes a partir do melhoramento genético (FREITAS et
al., 2015; OCAMPO et al., 2016).

E sdo nas espécies silvestres que podem ser encontradas caracteristicas
singulares que as tornam essenciais para 0os programas de melhoramento genético,
pois possuem alelos que lhes permitem adaptabilidade as mudancas climaticas, bem
como resisténcia a pragas e doencas e assim é possivel obter hibridos que

apresentem frutos melhores, resistentes as doencas, que sejam utilizados como porta-
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enxertos (JUNQUEIRA et al, 2005; OLIVEIRA et al., 2013; OCAMPO et al., 2016)., ou
hibridos ornamentais (SOARES et al., 2015).

Dessa forma o programa de melhoramento genético desenvolvido na Embrapa
Mandioca e Fruticultura, tem buscado desenvolver variedades comerciais melhoradas
de P. edulis por meio de hibridagbes interespecificas com espécies silvestres de
Passiflora (PEREIRA et al., 2019; LIMA et al., 2019). As hibridacdes interespecificas,
sao realizadas com finalidade de melhorar agronomicamente a qualidade dos frutos
(SANTOS et al., 2015) e resisténcia as doencgas (PEREIRA et al., 2019; SANTOS et
al., 2019) de P. edulis.

Para o continuo desenvolvimento desses estudos, a Embrapa Mandioca e
Fruticultura mantém um Banco Ativo de Germoplasma de Passiflora, que abranje 45
espécies destribuidas em 343 acessos. Esses acessos sdo mantidos em campo e/ou
sementes armazenadas em refrigerador ou camaras frias. No entanto, tem sido
observado problemas constantes voltados para a manutencdo dos acessos em
campo, pois as plantas estdo expostas a pragas, doencas, mudancas climatica e
desastres naturais.

Da mesma forma, problemas sao observados na conservacdo de sementes,
pois, por apresentarem dorméncia e especificidades quanto ao contetdo de agua ou
temperatura de armazenamento, podem perder a viabilidade ao serem armazenadas
por um certo periodo de tempo. Além disso, a dorméncia em Passflora spp. dificulta
o teste de germinacdo apdés armazenamento e a producdo uniforme de mudas para
manutencdo dos BAGSs em campos, ou para a comercializacdo de mudas pelos
produtores, tornando necessario estudos que busquem sanar problemas voltados
tanto para o armazenamento, quanto para a quebra de dormencia nas Passifloras spp.

Outro fator importante a ser analizado para o0 uso dessas espécies em
progrmas de melhoramento genético, € selecionar os possiveis parentais masculisno
para realizar as hibridagbes. Para isso o conhecimento sobre a viabilidade e
capacidade de germinacéao de pélen, bem como o crescimento do tubo polinico geram
bons resultados para esse direcionamento seguro nas hibridacbes controladas
(MARCELLAN e CAMADRO, 1996; DANE et al., 2004, SALLES et al., 2006).

Trabalhos com maracujazeiros tem utilizado o meio ajustado por Soares et al.
(2008), inicialmente usado para germinacdo de grdos de pdolen de bananeira, mas

gerou bons resultados em algumas espécies de maracujazeiros (SOARES et al.,
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2013; ). Entretanto a alta especificidade das Passifloras, sugere a otimizagcéo de um
meio de cultura para cada espécie de maracujazeiro.

Um meio de cultura otimizado permite aumentar a eficiéncia na técnica de
germinacao de in vitro de graos de pélen de Passiflora spp, e garante maior precisdo
na identificacdo de parentais promissores a serem utilizados nos programas de
melhoramento, ou seja, permitem um direcionamento mais eficiente nos cruzamentos
controlados (BENKO et al., 2020; GUCLU et al., 2020).

Além disso, estudos de crioconservacdo de pélen de diversas espécies de
plantas como Ananas comosus L. Merril (SILVA et al., 2017 ), Lilium (LI et al., 2019),
Paeonia suffruticosa Andrews (REN et al., 2020), tem sido realizados, e demostram
uma forma eficiente de manter a diversidade dos BAGs, além de sanar problemas de
assincronia de antese floral das espécies nas hibridacfes interespecificas. Para que
essa estratégia seja eficaz € necessario encontrara uma forma efieciente, rapida e
confiavel para avaliar a viabilidade polinica do material antes e apés ciopreservado.
Assim, a otlimizacdo do meio de cultura também consite em uma etapa importante
para estaratégias de crioconservacao de graos de polen de Passsiflora spp.

Isso evidencia que os estudos voltados para as caracteristicas das espécies de
Passiflora L. e a conservacdo desse germoplasma, configuram ferramentas
necessarias e fundamentais para os programas de melhoramento genético da cultura,
pois permitirdo um manejo mais adequando desses recursos geneticos vegetais,
evitando assim, a erosao genética, que consequentemente garante a disponibilidades
dessas espécies para futuras pesquisas.

Dessa forma o objetivo desse estudo foi determinar o conteido de agua e
temperatura de armazenamento adequados para conservacdao de sementes de
Passiflora spp.; e viabilizar a superacdo de dorméncia nessas espécies, a fim de
possibilitar uma manutengdo segura dos Bancos Ativos de Germoplasma de
Passiflora. Assim como, avaliar sua viabilidade polinica, e dessa forma identificar
genitores masculinos com alto potencial de fertilizacdo para serem utilizados em
cruzamentos interespecificos e também subsidiar futuras pesquisas de

criopreservacao do polen.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Passifloraceae e o género Passiflora L.

Passifloraceae Juss. ex Roussel pertence a ordem Malpighiales, possui 16
géneros e aproximadamente 700 espécies (MUNHOZ et al, 2018). Se diferenciam
especialmente das demais familias desta ordem por possuirem filamentos na corona
(JUDD, 2009). Séao nativas principalmente das regides tropicais (REZAZADEH et al.,
2018). Com ocorréncia de 161 espécies destribadas em todas as regides do Brasil,
dessas, 89 sao endémicas (FLORA DO BRASIL, 2020).

Em geral, as Passifloraceae sédo subarbusto, trepadeiras ou lianas com
gavinhas axilares, possuem crescimento secundario irregular, ocasionalmente
arbustos ou arvores (OCAMPO et al., 2016). Geralmente possuem flores bissexuais,
radiais e cinco sépalas frequentemente petaloides e cinco pétalas livres, imbricadas
(JUDD, 2009).

Apresentam corona complexa organizada no apice e na superficie interna do
hipanto, formando um ou mais fileiras de filamento (JUDD, 2009). Geralmente
apresentam o0s cinco estames junto ao gineceu (androginoforo), filetes geralmente
livres, graos de pdlen tri a 12-colpados; parte feminina geralmente com trés estigmas;
placentacdo parietal com numerosos 6vulos por placenta; sementes geralmente
achatadas com arilo carnoso (JUDD, 2009). Possuem folhas alternas espiraladas
simples, lobadas com nectarios extraflorais no peciolo ou lamina, com ou sem
estipula, podendo ter margem inteira ou serreada, estipulas geralmente presentes
(LORENZI; SOUZA, 2008).

No Brasil, a familia Passifloraceae é representada por quatro géneros:
Ancistrothyrsus Harms, Dilkea Mast., Mitostemma Mast. e Passiflora L., (FLORA DO
BRASIL, 2020), sendo este Ultimo o mais reconhecido devido a sua grande
diversidade, importancia econdmica, propriedades de interesse nutricional,
farmacéutico (YOCKTENG et al.2011) e ornamental (SOARES et al., 2015). Possui
cerca de 570 espécies das quais 153 sdo encontradas no Brasil e 85 sdo endémicas,
€ dividido em cinco subgéneros: Astrophea (Ohwi) Rchb, Cieca Medik, Decaloba (DC.)
M. Roem, Tetrastylis Barb Rodr, Passiflora Raf. (FLORA DO BRASIL, 2020).
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Entre as angiospermas, € o género de maior diversidade em forma de folhas e
flores, que variam muito em tamanho e cor, com uma corona complexa constituida de
varios filamentos e o perianto diversificado (MUSCHNER et al., 2003).

Suas flores séo geralmente grandes e perfumadas que produzem uma grande
guantidade de néctar e polen, facilitando a chegada de insetos para polinizagdo
cruzada (ABRAHAMCZYK et al. 2014). Essa € uma caracteristica importante, pois em
sua maioria sdo autoincompativeis, tornando necessaria a polinizagédo cruzada, que é
realizada principalmente por abelhas, assim como por aves e varias espécies de
morcegos (ABRAHAMCZYK et al. 2014)

2.2 Conservacdo de Recursos Genéticos de Passiflora

Tratando-se de espécies de Passiflora, os bancos de germoplasma em
condicdes de campo tém sido a forma mais tradicional de conservagao
(ENGELMANN, 2004; MELETT!I et al., 2007). No entanto, tem como desvantagem a
influéncia direta de fatores biéticos, como pragas e enfermidades e fatores abioticos,
como mudancas climaticas, desastres naturais, etc. (ENGELMANN, 2004; MELETTI
et al., 2007)

Outra forma muito utilizada de conservacdo do maracujazeiro € o
armazenamento de sementes, visto que, sua principal forma de propagacéo € via
sementes (CARLESSO et al., 2008; TEIXEIRA et al, 2016; FALEIRO et al., 2019).
Quando armazenadas corretamente, as sementes mantém a viabilidade por um longo
periodo de tempo (NASCIMENTO et al., 2015) e por isso a importancia do manejo
adequado dos bancos de sementes.

Para que esse manejo seja eficiente, o conhecimento sobre a germinacéo e
formas de armazenamento sao fundamentais, pois permite que esses acessos sejam
mantidos em seguranca e viaveis para seu uso futuro, em especial para o
melhoramento genético (JUNGHANS; JUNGHANS, 2016; FALEIRO et al., 2019).

Neste tipo de conservacéo, o controle de fatores como qualidade, contetudo de
agua das sementes ou embalagem de armazenamento sdo fundamentais para reduzir
0 processo de deterioracdo das mesmas. Assim, esse conhecimento prévio e

estabelecidas as condi¢cdes mais adequadas favorecem a manutencao das sementes,
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garantindo que a viabilidade seja mantida por periodos mais prolongados (MARTINS
et al., 2005; FALEIRO et al., 2011).

Para um bom protocolo de armazenamento, a classificacdo fisioloégica das
sementes é fundamental. Assim, quanto a tolerdncia a dessecacdo e baixas
temperaturas, elas podem ser classificas em ortodoxas, intermediarias e recalcitrantes
(ROBERTS; ELLIS, 1973; ELLIS et al., 1990; MAYRINCK et al., 2016).

As sementes ortodoxas compreendem aquelas que podem tolerar maior
desidratacdo (entre 2% e 5% de conteldo de &gua) e baixo grau de temperatura de
armazenamento (podendo ser abaixo de -18°C); as intermedidrias possuem
sensibilidade quanto ao armazenamento em temperaturas abaixo de zero e toleram
dessecacdao parcial; sementes recalcitrantes perdem sua viabilidade ao atingir 12% a
31% de conteudo de agua (ELLIS et al., 1990; MAYRINCK et al., 2016).

Assim, no armazenamento de sementes em freezer ou camaras frias, o
conteudo de agua acima de 20%, tem demostrado ser inapropriado, no caso de
temperaturas positivas, pois diminui o poder germinativo, em virtude das atividades
respiratorias permanecerem ativas, acarretando em consumo das reservas da
semente, além de estabelecer um ambiente que favorece o surgimento de agentes
patogénicos (DESAI et al., 1997).

No caso de temperaturas negativas, incluindo a criopreservacao, a importancia
na diminuicdo do conteudo de agua das sementes conservadas, tem a finalidade de
evitar a formacao de cristais de gelo no interior das células, que podem ocasionar o
rompimento e outras degeneragbes da membrana celular (ENGELMANN, 2004;
KAMI, 2012). Esses danos celulares podem ser comuns também em estruturas como
apices caulinares (SOUZA et al., 2016) e gréos de polen quando ndo submetidos a
desidratacdo antes do congelamento (SOUZA et al., 2015; SILVA et al, 2017). Por
isso, para protocolos de criopreservacao € essencial uma desseca¢do adequada do
material a ser conservado.

Na criopreservacdo, em virtude da baixa temperatura (-196°C) as atividades
metabolicas celulares sdo drasticamente reduzidas, levando a uma diminuicdo na
deterioracdo fisiolégica do material biol6gico, permitindo, nesta condicdo, periodos
prolongados de armazenamento (KARTHA, 1985; CRUZ-CRUZ et al, 2013;
VENDRAME et al., 2014).
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Muitos estudos sobre criopreservacdo de sementes de Passiflora tém sido
realizados (MELETTI et al., 2007; GONZALEZ-BENITO et al., 2009; VEIGA-
BARBOSA et al., 2013; GENEROSO et al., 2019). Esses estudos deixam evidente
gue o contetdo de &gua das sementes é um fator critico para o éxito do protocolo de
criopreservacdo, especialmente quando as sementes sdo intermediarias ou
recalcitrantes (OSPINA et al., 2000; VEIGA-BARBOSA et al., 2013), pois um elevado
contetido de agua pode induzir a formacédo de cristais de gelo ou conteudo de 4gua
muito baixo pode danificar o embri&o.

Dessa forma, considerando o elevado nivel de especificidade, de algumas
espécies de Passiflora, a realizacdo de ensaios para determinar as melhores
condi¢cbes para conservar essas espécies é relevante e recomendado. A Embrapa
Mandioca e Fruticultura tem como objetivo consolidar estratégias que consolidem o
germoplasma de Passiflora, por meio da conservacado de sementes, e de graos de
pblen de maracujazeiros.

A crioconservacdo de graos de pdlen tem sido muito emprega para varias
espécies como Ananas comosus L. Merril (SOUZA et al., 2018, 2017), Lilium (LI et al.,
2019), Paeonia suffruticosa Andrews (REN et al., 2020), no entanto, para Passiflora
spp., ainda ndo ha na literatura relatos sobre esse tipo de conservacéo. Dessa forma,
esforcos tém sido empregados a fim de estabelecer um protocolo de crioconservacao
de grao de pdlen de Passsiflora spp. a fim de ampliar o banco genético e promover
novas possibilidades aos programas de melhoramento genético do género, como
conservar parentais masculinos para hibridacdes interespecificas, ou sanar

problemas com assincronia de florescimento ou antese floral.

2.3 Dorméncia de sementes em Passiflora spp.

A dorméncia de sementes, estrategicamente, serve para a distribuicdo da
germinacao ao longo do tempo, constituindo-se em uma estratégia para aumentar as
possibilidades de sobrevivéncia das espécies (FINCH-SAVAGE; LEUBNER-
METZGER, 2006). Entretanto, embora seja um processo benéfico em condi¢des
naturais (FINCH-SAVAGE; LEUBNER-METZGER, 2006) tem como desvantagem a
irregularidade da germinacgdo, longos periodos para seu rompimento, dificultando
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atividades como producdo de mudas, avaliagdes experimentais, podendo impactar
nos programas de melhoramento genético.

A dorméncia de sementes € um mecanismo fisiolégico e adaptativo, no qual,
embora o ambiente esteja favoravel, as sementes ndo germinam ou apresentam
germinacao lenta. Esse mecanismo atrasa a germinacao ou faz com que ela ocorra
ao longo do tempo a fim de perpetuar a espécie, e € mais comum em espécies
silvestres, ou seja, que ndo passaram por processo de domesticacdo (FALEIRO et al.,
2019). A dorméncia das sementes ndo as torna inviaveis, mas indica que elas
precisam ser submetidas a determinadas condi¢ces para que possam germinar.

As principais categorias para dorméncia das sementes sdo: exdgena e
endogeno. A primeira € causada por fatores externos ao embrido como: dorméncia
fisica (revestimento impermeével), dorméncia mecanica (revestimento que impede a
expansdo do embrido) e dorméncia quimica (presenca de inibidores no revestimento
da semente, exemplo: arilo, nos maracujazeiros) (DELANOY et al., 2006;
REZAZADEH; STAFNE, 2018). A segunda ocorre devido a fatores no embrido, como:
embrido fisiologicamente imaturo ou rudimentar (BEWLEY; BLACK M, 1994). Podem
ocorrer também dorméncia primaria ou natural, representada por caracteristicas
inerentes a semente; e secundaria ou induzida, causada por condi¢cdes desfavoraveis
a germinacao (VIVIAN et al., 2008).

Quanto ao género Passiflora, varios trabalhos demostraram dorméncia em
diferentes espécies, com sementes que germinam lentamente ou com baixas
porcentagens de germinacao, caracteristicas de sementes que possuem dorméncia
(REGO et al.,, 2014; REZAZADEH; STAFNE et al., 2018; FALEIRO et al., 2019).
Delanoy et al., (2006) em trabalhos realizados com maracujazeiros, relataram a baixa
germinacao e irregularidade na formacao de mudas, podendo ocorrer de dez dias a
trés meses.

Dentre as estratégias para quebra de dorméncia em sementes de
maracujazeiros, registros mostram o uso de: escarificacdo (DELANOY et al., 2006;
ARAUJO et al., 2016), imers&o em agua por varios dias, fermentacéo em solucéo de
sacarose (REZAZADEH; STAFNE, 2018); remogao do arilo, armazenamento por
varios meses (PURSEGLOVE, 1979, NEGREIROS et al., 2006; MOURA et al., 2018)
com resultados positivos para muitas espécies e métodos utilizados. No entanto, os

resultados tém se mostrado inconsistentes, ja que muitas vezes € preciso testar varios
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métodos, considerando ainda que cada espécie pode requerer diferentes tratamentos
(REZAZADEH; STAFNE, 2018).

Rezazadeh e Stafne (2018) ressaltam que os resultados para trabalhos de
guebra de dorméncia de sementes de Passiflora spp., tém se mostrado
inconsistentes, fazendo-se entender que varios métodos precisam ser testados, afim
de se estabelecer um protocolo eficiente, ou seja, que garanta o maximo de
germinacdo, pois cada espécie pode responder de forma diferente a cada tipo de
tratamento.

Contudo, trabalhos tém sugerido o uso de reguladores vegetais para espécies
de Passiflora com a finalidade de quebrar a dorméncia. A combinacdo de acido
giberélico n° 4 e 7 + 6 — benziladenina (GA4+7 + BA), tem se mostrado eficaz na quebra
de dorméncia de espécies de Passiflora pois seu uso tem resultado no aumento da
taxa e uniformidade de germinagdo (SANTOS et al., 2016; MOURA et al., 2018;
JUNGHANS et al., 2019). Os reguladores vegetais atuam em especial na expressao
génica de enzimas hidroliticas responsaveis por enfraquecimento do tegumento (TAIZ
et al., 2017) e degradacao de substancias de reserva (REGO et al., 2018), isso torna
favoravel o retorno do crescimento para o embrido (CASTRO et al., 2005).

2.4 Viabilidade polinica

O conhecimento germinativo do grdo de pdlen é essencial para estudos
variados, que vao desde aspectos aplicados da biologia do pdlen, estudos
reprodutivos, até aqueles direcionados tanto ao melhoramento genético e
conservacdao de alelos (GANESHAN et al., 2008).

A viabilidade polinica, medida por meio da germinacdo do podlen e do
crescimento do tubo polinico é um importante indicador de potenciais parentais em
programas de melhoramento genético (RIGAMOTO; TYAGI, 2002; RODRIGUEZ-
RIANO; DAFNI, 2000; PI1O et al., 2004; BENKO et al., 2020; GUCLU et al., 2020). Por
outro lado, ter uma forma de avaliar a viabilidade do pdlen nos possibilita a realizacao
de ensaios para sua criopreservacao, uma vez que é uma condicao para a realizacao
de vérias etapas, como a desidratacdo antes do congelamento e avaliacdo de
sobrevivéncia ap0s a imersdo em nitrogénio liquido. A conservagao do polen, por sua

vez, além de significar, a manutencao de alelos, pode ser uma ferramenta significativa
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para contornar a assincronia de florescimento, uma barreira comum em programas de
melhoramento genético (GANESHAN et al., 2008).

Os métodos de testar a viabilidade polinica podem ser de trés formas: por meio
de testes histoquimicos; germinacdo in vitro (ROSBAKH; POSCHLOD, 2016;
NOVARA et al., 2017, TELLO et al., 2018; IMPE et al., 2020) e germinacao in vivo,
obtendo a porcentagem de frutificacéo efetiva e formacéo de sementes(CHEN; FANG,
2016; TELLO et al., 2018; IMPE et al., 2020).

Os testes histoquimicos sao realizados com corantes quimicos especificos que
reagem com componentes celulares presentes no grao de pdlen. Dentre estes,
destacam-se lugol (DAFNI, 1992; PAGLIARINI; POZZOBON, 2004), cloreto de 2,3,5-
trifeniltetrazdlio (TTC), solucéo de Alexander e carmim acético (NOVARA et al., 2017).

A solucéo de Alexander dispde de uma solucgédo tripla composta por orange G
(intensificador), fucsina &cida e verde malaquita (ALEXANDER, 1980). Nesses
métodos os graos de pélen viaveis sdo corados com a fucsina acida, pois ela reage
com o protoplasma, fornecendo ao grdo de podlen uma coloracdo roxa; o verde
malaquita reage com a parede celular, corando-a de verde.

Os testes histoquimicos, embora fornega estimativas importantes sobre os
componentes celulares e a integridade dos gréos de poélen, ndo fornecem informacdes
precisas sobre capacidade germinativa dos graos (ALEXANDER, 2019). Da mesma
forma, alguns corantes detectam substancias constituintes dos gréos de polen (como
amido e lipidios), que podem estar presentes tanto em graos de poélen viaveis quanto
invidveis (KING, 1960; RODRIGUEZRIANO; DAFNI, 2000; ALEXANDER, 2019).

Em vista disso, informagdes mais precisas sobre a capacidade germinativa dos
graos de polen podem ser obtidas por meio de testes de germinacao in vitro. A
germinacao in vitro dos graos de pdélen permite analisar a capacidade de emissao do
tubo polinico, pois simula as condi¢des do estigma, induzindo a germinacéo do tubo
polinico (SOARES et al., 2013; PEREIRA et al., 2018). Essa metodologia tem sido
considerada eficaz, pratica e rapida para estimar a viabilidade dos graos de pélen em
muitas espécies.

Varios compostos organicos e inorganicos interferem na germinacgéao in vitro.
Essencialmente, para uma boa germinacéo e crescimento de tubo polinico, o meio de
cultura deve conter uma fonte de carbono, boro e outros nutrientes (GALLETTA,

1983). Diversas espécies necessitam de um meio mais completo, como € o caso do
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maracujazeiro, cujo grao de pélen requer diferentes componentes do meio e também
diferentes concentracdes desses componentes para a sua germinacao e crescimento
do tubo polinico (SOARES et al., 2018).

Stanley e Linskens (1974) citam que boro, calcio e magnésio, dentre outros
nutrientes, fazem parte da composicao do tecido estilar ou do fluido estigmatico, no
gual proporcionam um ambiente mais proximo ao natural para a germinacao do polen.
Segundo Dhar (1983) e Eenik (1983) a composicdo do meio de cultura deve ser
formada por nutrientes que, em sua maioria, estdo presentes in natura no ambiente
de germinac&o, pois proporcionara um ambiente mais préximo ao real para que possa
ocorrer a germinagcdo. Dentre estes componentes, a sacarose se destaca por
proporcionar um equilibrio osmatico entre o pélen e a solu¢cdo do meio de germinagao
e fornecer energia para auxiliar na germinacao e no rapido desenvolvimento do tubo
polinico (Lin et al., 2017; Li et al., 2020).

Uma das grandes dificuldades em se ajustar meios de cultura para germinacao
de pdlen é o elevado nivel de especificidade das respostas das diferentes espécies e
até mesmo genotipos. Ramos et al. (2008) relataram que cada espécie pode requerer
um protocolo especifico de meio de cultura para obter germinacdo adequada dos
graos de pdlen, até mesmo diferentes gendtipos em uma mesma espécie podem

requerer diferentes ajustes.
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CONSERVACAO E USO DE REGULADORES VEGETATAIS PARA SUPERACAO
DE DORMENCIA EM Passiflora spp.

RESUMO: A forma mais comum de propagacdo do género Passiflora L. é via
sementes, no entanto, problemas na germinacao e no armazenamento, por causa de
dorméncia, sao frequentes, o que tornam esses fatores limitantes para os programas
de melhoramento genético da cultura. Assim, o objetivo desse estudo foi determinar o
contelido de &gua e temperatura de armazenamento adequados para conservacgao de
sementes de oito espécies de Passiflora, bem como viabilizar a superacdo de
dorméncia nessas espécies com o0 uso dos reguladores vegetais GAs+7 + BA,
buscando assim estabelecer um protocolo de conservacdo adequado para
manutencdo segura dos Bancos Ativos de Germoplasma de Passiflora, e assim
possibilitar 0 uso desses acessos nos programas de melhoramento genético. As
sementes das oito espécies foram obtidas de frutos coletados no Banco Ativo de
Germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticultura e previamente aos testes de
germinacdo e armazenamento, foram dessecadas em bancada no ambiente de
laboratorio e em dessecador contendo silica gel, posteriormente, forma armazenadas
a 5° C e -196° C por um ano. Para superacdo de dorméncia, as sementes foram
embebidas por 24 hora em GAs+7 + BA na concentracdo de 300 mg L. O teste de
germinacdo foi realizado em caixa do tipo Gerbox® e colocadas em camara
climatizada de germinacdo no escuro com temperatura alternada de 20°C/30°C,
durante 16-8 horas, respectivamente. A analise dos dados concluiu que as espécies
P. alata, P. cincinnata, P. gibertii, P. morifolia, P. mucronata e P. tenuifila, apresentam
dorméncia em sementes recém-colhidas. A espécie P. suberosa, apresenta
dorméncia moderada e P. edulis Sims, ndo apresenta dorméncia em sementes recém-
colhidas. Os reguladores vegetais GAs4+7 + BA atuam de forma efetiva na superacao
de dorméncia nas espécies de Passiflora aqui estudadas e elas toleram dessecacéao
e mantém sua viabilidade com contetdo de &gua reduzido entre 4,0 % e 6,7%. As
sementes de Passiflora aqui estudadas podem ser conservadas em ambas as
temperaturas de armazenamento, pelo mesmo periodo com conteddo de agua
variando de 13,7% a 4% obtendo taxa de germinacgéo alta (>80) com uso dos
reguladores vegetais.

Palavras-chaves: Criopreservacdo; Maracujazeiro Silvestre; Acido Giberélico;
Benziladenina.



CONSERVATION AND USE OF PLANT REGULATORS TO OVERCOME
DORMANCY OF Passiflora spp. SEEDS

ABSTRACT: The most common form of propagation of the Passiflora L. genus is via
seeds. However, problems of germination and storage due to dormancy are frequent,
limiting breeding programs. Thus, the objective of this study was to determine the best
water content and storage temperature for seed conservation of eight species of
Passiflora, as well as to overcome dormancy in these species with the use of plant
regulators GA4 + 7 + BA, thus seeking to establish a conservation protocol for the safe
maintenance of passion fruit species in active germplasm banks, and thus enable the
use of these accessions in genetic improvement programs. Seeds of the eight species
were obtained from fruits collected in the field of the Active Germplasm Bank of
Embrapa Cassava and Fruits. Before storage and germination tests, they were dried
in the laboratory in a desiccator containing silica gel and then stored at 5 °C and -196
°C for one year. To overcome dormancy, the seeds were soaked for 24 hours in GA4
+ 7 + BA at a concentration of 300 mg L. The germination test was carried out in a
Gerbox box placed in an air-conditioned germination chamber with alternating
temperature of 20/30 °C and 16/8 hour photoperiod, respectively. The species P. alata,
P. cincinnata, P. gibertii, P. morifolia, P. mucronata and P. tenuifila presented
dormancy of newly harvested seeds, while P. suberosa presented moderate dormancy
and P. edulis Sims did not present dormancy in freshly harvested seeds. The growth
regulators GA4 + 7 + BA acted effectively to overcome dormancy in the Passiflora
species studied here, and the seeds tolerated desiccation and maintained viability with
water content between 4.0% and 6.7%. The Passiflora seeds could be preserved at
both storage temperatures, for the same period with water content ranging from 13.7%
to 4%, obtaining a high germination rate (> 80) with the use of the growth regulators.

Keywords: Cryopreservation; Wild passion fruit; Gibberellic acid; Benzyladenine.



1. INTRODUCAO

O maracuja azedo (Passiflora edulis Sims) configura uma significativa fonte de
renda devido ao seu amplo cultivo, sendo o Brasil o maior produtor e consumidor
mundial do fruto (OLIVEIRA et al.,, 2016). A cultura representa uma excelente
alternativa para geracao de emprego e renda no campo e na cidade devido ao facil
plantio e rapido retorno financeiro, servindo como cultura alternativa principalmente
para agricultura familiar (MELETTI, 2011).

Porém, fatores como pragas e doencas tem limitado a expansdo e
produtividade dessa cultura (COELHO et al.,, 2016) levando muitos produtores a
desistirem dos pomares de maracujazeiros (CARVALHO et al., 2019). Dessa forma,
por meio do melhoramento genético, tem-se buscado sanar problemas como esse
obtendo variedades comerciais resistentes a esses fatores limitantes (FREITAS et al.,
2015; OCAMPO et al., 2016).

Para isso, encontram-se as Passiflora app. silvestres que apresentam
caracteristicas singulares para otimizar a producao comercial, pois possuem genes
gue lhes permitem adaptabilidade as mudancas climaticas, bem como resisténcia a
pragas e doencas (DEBOUCK; LIBREROS, 1995, JUNQUEIRA et al, 2005; OLIVEIRA
et al.,, 2013; OCAMPO et al.,, 2016). Assim, elas tornam-se essenciais para 0s
programas de melhoramento genético, na obtencdo de hibridos resistentes as
doencas, que apresentem frutos melhores ou podem ser utilizados como porta-
enxertos (YOCKTENGET al. 2011; JUNGHANS; JESUS, 2017; OCAMPO et al.,
2016).

Os bancos de germoplasma em condi¢cdes de campo tém sido a forma mais
tradicional de conservacao dessas espécies (ENGELMANN, 2004; MELETTI et al.,
2007). No entanto, as cole¢cdes em campo tém como desvantagem a influéncia direta
de fatores bibticos, como pragas, doencas e fatores abidticos, como mudancas
climaticas, desastres naturais, etc. que podem acarretar em perda aso BAGs
(ENGELMANN, 2004; MELETTI et al., 2007).

Outra forma muito utilizada de conservacdo do maracujazeiro € o
armazenamento de sementes, visto que, sua principal forma de propagacdo é via
sementes (CARLESSO et al., 2008; TEIXEIRA et al, 2016; FALEIRO et al., 2019).

Quando armazenadas corretamente as sementes mantém sua viabilidade por um
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longo periodo de tempo, além de permitir a conservagdo de uma grande diversidade
de espécies em pequenos espacos (NASCIMENTO et al., 2015).

No entanto, problemas de armazenamento sdo muito comuns em sementes de
Passiflora spp., tornando esses fatores limitantes para manutencdo dos acessos
(SANTOS et al.,, 2016). Dessa forma, estudos voltados para a conservagdo de
sementes desse género tém sido constantes (CATUNDA et al.,, 2003; VEIGA-
BARBOSA et al.,, 2013; VIEIRA et al.,, 2015; CERQUEIRA-SILVA et al., 2016;
GENEROSO et al., 2019).

Da mesma forma, problemas séo observados quanto a dorméncia de sementes
especialmente nas Passifloras spp. silvestres (FALEIRO et al., 2019), isso dificulta a
producdo uniforme de mudas para manutencdo dos BAGs em campos, tornando
necessario estudos que busquem sanar problemas voltados tanto para o
armazenamento, quanto para a quebra de dormencia nas Passifloras spp.

Com isso, 0 objetivo desse estudo foi determinar o conteudo de agua e
temperatura de armazenamento adequados para conservacdo de sementes de oito
espécies de Passiflora, bem como viabilizar a superacédo de dorméncia de sementes
dessas espécies com o uso dos reguladores vegetais GAs+7 + BA, buscando assim
estabelecer um protocolo de conservacdo adequado para manutencdo segura dos
Bancos Ativos de Germoplasma de Passiflora, e assim possibilitar o uso desses

acessos nos programas de melhoramento genético.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material Vegetal

As sementes de Passiflora spp.foram foram obtidas de frutos maduros
coletados no Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticultura no
municipio de Cruz das Almas, Bahia, Brasil. As espécies utilizadas foram: P. alata
Curtis (acesso BGP 024), P. cincinnata Mast. (acesso BGP 322), P. edulis Sims
(acesso BGP 418) P. gibertii N.E.Br. (acesso BGP 008), P. morifolia Mast. (acesso
BGP 107), P. mucronata L. (acesso BGP 114), P. suberosa L. (foi considerado um
pool de sementes provenientes de trés acessos: BGP 047, BGP 141 e BGP 152) e P.
tenuifila Killip (acesso BGP 105).
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2.2 Dessecacdo das sementes e armazenamento em nitrogénio liquido (-196°

C) e em refrigerador (5° C).

No Laboratério de Conservacdo e Tecnologia de Sementes, na Embrapa
Mandioca e Fruticultura, as sementes obtidas dos frutos coletados tiveram o arilo
removido manualmente por meio de friccdo em peneira de malha fina e tecido de
algodao. Em seguida as sementes foram distribuidas sobre papel em bancada por 72
horas em temperatura ambiente (27,7+1,9 °C) para secar.

A partir das sementes secas em bancada foi contabilizado um lote de 1140
sementes por espécie e dessa forma, obteve-se o primeiro valor para o conteudo de
agua das sementes. Para o segundo valor, metade desse lote (720 sementes) foi
colocado em dessecador contendo 500g de silica gel, e deixados nessa condicéo por
24 horas. O contetdo de agua das sementes foi estimado pelo método de estufa a
105°C, a partir de quatro amostras de 20 sementes cada, de cada espécie, conforme
as recomendacdes das Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 2009).

Os lotes das sementes dessecadas em bancada e em silica, destinados ao
armazenamento em nitrogénio, foram colocados em criotubos de 1,5 ml e imersos em
botijdes de nitrogénio liquido (-196 °C). Um lote foi retirado apos 24 horas e o outro foi
retirado apdés um ano. Os lotes de sementes, destinados ao armazenamento em
geladeira, foram colocados em sacos de polipropileno transparebte e inseridos em
frascos de vidro rosqueavel, posteriormente acondicionado em refrigerador (5 °C) por
um ano.

Para as sementes recém-colhidas, uma parte nado foi pré-embebida e outra
parte foi pré-embebida por 24 horas em produto comercial Promalin® (acido giberélico
n° 4 e 7 + 6 — benziladenina; GAs+7 + BA) na concentracdo de 300 mg L. Para as
sementes armazenadas por um ano, todas as sementes foram embebidas em GA4+7
+ BA (Figura 1). Somente P. edulis ndo precisou de embebicdo em GAs+7 + BA, por
apresentar alta porcentagem de germinagéo inicial (Figura 2).

Posteriormente, essas sementes foram submetidas ao teste de germinacao
sendo semeadas em caixas de acrilico (tipo Gerbox®) transparentes (11x11 cm)
previamente desinfestadas em alcool 70% contendo duas folhas de papel mata-borrao
esterilizado em estufa a 105+3°C por 2 horas e umedecidas com &gua destilada em
guantidade igual a massa do papel seco multiplicada por 2,5. Em seguida, foram
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colocadas em camara climatizada de germinacdo no escuro, com temperatura
alternada de 20/30°C, durante 16-8 horas respectivamente.

As avaliacdes foram diarias, a partir da semeadura até o inicio da germinacao,
com novas avaliagfes a cada trés dias, até a estabilizacdo da germinacdo. Sendo
consideradas germinadas as sementes que apresentavam emissao da radicula com

2 mm.

2.3 Delineamento Experimental e Andlise Estatistica

Para as variaveis germinacao, tempo médio e taxa média de germinacao de
sementes, o delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, realizado de
forma separada para cada espécie, totalizando 12 tratamentos com 4 repeticGes de
25 sementes por parcela. Os dados foram submetidos aos testes de normalidade de
Lilliefors em nivel de 5% de probabilidade e de homogeneidade de variancia de Bartllet
com o auxilio do software Genes (CRUZ, 2013). Ap0s a constatacdo do atendimento
das pressuposicdes estatisticas, foram realizadas a andlise de variancia e a
comparacao de médias pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade com o auxilio do
software Sisvar (FERREIRA, 2011). Foram avaliados porcentagem de germinacao,
tempo médio e taxa média de germinacéo (V = 1/t, onde: V = velocidade média de
germinacao; t = tempo médio) (NASSIF; PEREZ, 2000; RANAL; SANTANA, 2006; ).
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Figura 1. Diagrama geral

da metodologia usada para
beneficiamento, armazenamento e germinacdo de sementes de
P. alata, P cincinnata, P. gibertii, P. morifolia, P. mucronata, P.

suberosa e P. tenuifila.
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3. RESULTADOS

3.1 Dessecacéo e determinacdo do conteudo de agua das sementes

Na Tabela 1 estdo apresentados os valores do conteudo de agua das
sementes, na qual, pode-se observar que, as sementes secas em bancada
apresentaram valor médio de 11,1%, enquanto as sementes dessecadas em silica
apresentaram valor médio de 5,4% e apds acondicionadas por 24h em nitrogénio
liguido as médias permaneceram similares, 10,3% e 5,7%, respectivamente para 0s
dois tratamentos.

Apoés armazenadas por um ano, o valor médio para o conteudo de agua das
sementes secas em bancada e armazenadas em refrigerador foi de 9,5%, e 10,0%
para as sementes criopreservadas. As sementes dessecadas em silica conservadas
por um ano a 5° C e obtiveram valor médio 5,4%, e 5,6% quando armazenadas a -
196° C. Com isso, nota-se que, a variacdo do conteudo de agua das sementes,
considerando um ano de armazenamento, € baixa.

Os dados de contetdo de &gua apd6s armazenamento configuram um dado
complementar e de acompanhamento das sementes armazenadas, uma vez que,
havendo uma variacdo muito grande nos conteudos de agua apdés armazenamento
poderia afetar a germinacdo das sementes. No entanto as alteragcbes quanto ao
contelido de agua das sementes foram pequenas, e a germinacao, para a maioria das

espécies, ndo foi afetada negativamente apds armazenamento (Tabela 2; Tabela 3).
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Tabela 1. Conteudo de 4gua das sementes secas em bancada e dessecadas em dessecador,
valores iniciais e apds armazenamento.

Bancada Silica Bancada  Silica Bancada Silica
Espécie Bancada Silica -196°C  -196°C 50C 50C -196° C -196° C
24h 24h 1 Ano 1 Ano 1 Ano 1 Ano
P. alata 13,7 4.0 12,4 6,2 8,5 4.6 10,5 5,2
P. cincinnata 10,0 6,7 9,7 6,5 8,9 5,4 9,6 6,4
P. edulis 10,0 5,6 10,5 52 8,7 4.8 9,3 5.2
P. gibertii 10,5 5,4 10,2 5,9 10,0 5,7 10,6 7,2
P. moriflolia 10,8 4.9 8,3 4.9 11,3 5,1 11,4 5,9
P. mucronata 10,6 4.4 10,6 51 10,1 52 10,6 5,6
P. suberosa 12,4 6,4 12,3 5,6 9,6 6,4 9,6 5,5
P. tenuifila 10,8 5,9 8,3 6,4 8,5 6,0 8.8 6,6
Média Geral 11,1% 5,4% 10,3% 5,7% 9,5% 5,4% 10% 5,6%

3.2 Germinacado de sementes

Das oito espécies aqui estudadas, sete (P. alata, P. cincinnata, P. gibertii, P.
morifolia, P. mucronata, P. suberosa e P. teunifila) apresentaram germinacao baixa,
tardia ou desuniforme quando ndo expostas aos reguladores vegetais. Foi observado,
também, que a imersdo em nitrogénio liquido por 24 horas proporcionou a quebra
tegumentar de algumas sementes na maioria das espécies, ainda assim, a
germinacdo permaneceu lenta com baixas percentagens. Porém, ap0s serem
submetidas aos reguladores vegetais de GAs+7 + BA, as sementes obtiveram

velocidade e uniformidade na germinagéao.

Apenas P. edulis, uma espécie comercial, obteve média de germinacao alta e
uniforme sem o uso de reguladores vegetais, com inicio de germinacao entre o sexto
e sétimo dia apés semeadura, apresentando valores entre 35% a 84% de germinacgao
para sementes recém-colhidas e estabilizacdo aos 23 dias apdés semeadura, com
valores acima de 90% de germinacdo. Assim, com essa espécie, nao foi necessario
utilizar regulador vegetal para os demais testes de germinacao.

Apds armazenamento por um ano, nas duas temperaturas (5° e -196° C) e
nas duas formas de dessecacdo, P. edulis apresentou germinacdo rapida, alta e
uniforme com inicio de germinacao entre o terceiro e quito deia apdés semeadura com
valores inicias entre 23% a 94%, sendo estabilizada a germinacdo aos quinze dias
apos a semeadura alcancando valores entre 92% a 99% de germinacdo. Quanto a
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porcentagem de germinacgdo, P. edulis ndo demonstrou diferenca estatistica tanto
para sementes recém-colhidas, quanto para sementes armazenadas. No entanto para
tempo meédio e taxa meédia, as sementes armazenadas demostraram melhores

respostas (Figura 4; Tabela 2).

Tabela 2. Dados de germinacdo, tempo médio e taxa média de germinacdo de
sementes de P. edulis, nos diferentes tratamentos.

L Tempo Taxa média AS
Tratamento Gerr?(;:)a(;ao médio
(dias)
Bancada 97 a 793b 0,13b
Silica 98 a 7,49 b 0,13b
Bancada / 24h a -196° C 97a 8,03 b 0,13b
Silica/ 24h a -196° C 92 a 757b 0,13b
Bancada/1anoa5°C 98 a 5,13 a 0,20 a
Silica/1anoa5°C 99 a 5,45 a 0,18 a
Bancada /1 ano a -196° C 98 a 5,13 a 0,20 a
Silica/1 ano a-196° C 96 a 5,34 a 019a
CV (%) 3,29 11,46 13,36
Média Geral 97 6,5 0,161

médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade.

P. edulis
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Figura 4. Curvas de germinacédo de sementes de P. edulis, de acordo
com os tratamentos: Bancada (T1); Silica (T2); Bancada / 24h a -196° C
(T3); Silica / 24h a -196° C (T4); Bancada /1 ano a 5° C (T5); Silica/ 1
ano a 5° C (T6); Bancada / 1 ano a -196° C (T7); Silica/ 1 ano a -196° C
(T8).
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P. gibertii, P. morifolia e P. suberosa, ap6s submetidas aos reguladores
vegetais obtiveram germinacdo alta, rapida e uniforme, com curva de germinacao
similar (Figura 5 C, D e F), sendo observado inicio de germinacéo entre o terceiro e
quinto dia apds a semeadura e estabilizagéo entre o décimo segundo e decimo quarto
dia ap0s semeadura com valores acima de 95% de germinagcdo, sem diferenca
estatistica para germinacao e tempo médio. Mas, obtiveram melhor taxa média, as
sementes armazenadas por um ano, independente da temperatura de
armazenamento (5° C e -196° C) ou contetido de 4gua das sementes (Tabela 3). No
entanto, quando ndo submetidas aos reguladores vegetais, as espécies P. gibertii e
P. morifolia obtiveram germinacdo baixa com valores médios de 11,5% e 8%
respectivamente (Figura C e D; Tabela 3). Enquanto P. suberosa obteve germinacéo
alta quando comparada as demais espécies, com média de 58% (Tabela 3).
Entretanto, foi observada germinacao tardia e desuniforme com inicio entre o quito e
décimo terceiro dia e estabilizacdo aos 65 dias apds semeadura (Figura 5 F).

P. mucronata, obteve germinacéo baixa com média de 4% quando nao tratadas
com reguladores vegetais (GAs+7 + BA). Enquanto as sementes tratadas com GA4+7 +
BA apresentaram boa germinagao, com valores entre 64% a 81% para as sementes
nao armazenadas e 78% a 93% para as sementes armazenadas por um ano. Sendo
gue, as sementes armazenadas em nitrogénio liquido, independente do contetdo de
agua, apresentaram os melhores resultados tanto para germinacdo quanto para
tempo médio (Figura 5 E; Tabela 3)

As sementes de P. alata, apresentaram germinacéo baixa e tardia quando néo
submetidas aos reguladores vegetais (GA4+7 + BA), com média de 11%, enquanto as
sementes tratadas com os reguladores vegetais GAs4+7 + BA apresentaram maior
germinacao, com valores entre 56% a 83%. O armazenamento em geladeira néo
apresentou diferenca estatistica para germinagcdo, enquanto para as sementes
criopreservadas, o melhor resultado foi obtido para as sementes dessecadas em silica
(80%). Quanto ao tempo médio e taxa média, os melhores resultados foram obtidos
para as sementes armazenadas por um ano independente da temperatura de
armazenamento (5° e -196° C) ou modo de dessecacao das sementes (Figura 5 A;
Tabela 3).

As sementes das espécie P. cincinnata, apresentaram média de 5% de

germinacao quando ndo submetidas aos reguladores vegetais GAs+7 + BA. Quando
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submetidas aos reguladores GAs4+7 + BA, apresentaram germinagao entre 52% e 70%
para sementes recém-colhidas, sendo os melhores resultados de germinacgao obtidos
para as sementes armazenadas por um ano, independente da temperatura de
armazenamento (5° C e -196° C) nos diferentes métodos de dessecacdo, com média
acima de 80 %. Simultaneamente, o melhor valor para geminagdo, tempo médio e
taxa média, foram demonstrados nas sementes armazenadas a 5° C dessecadas em
bancada (Figura B; Tabela 3).

As sementes de P. tenuifila, apresentaram germinacao baixa e tardia quando
ndo submetidas aos reguladores vegetais GAs+7 + BA, com média de 5%, enquanto
as sementes tratadas com GAas+7 + BA sem armazenamento apresentaram média de
germinacdo de 70%, e ap0s armazenamento, apresentaram germinacdo média de
91%. Os melhores resultados para germinacdo, tempo médio e taxa média,
simultaneamente, foram obtidos paras as sementes armazenadas por um ano em
nitrogénio liquido (-196° C) ou em refrigerador (5° C) com contetdo de agua inicial de

10,7%, dessecadas em bancada (Figura 5 G; Tabela 3).
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Figura 5. Curvas de germinacao de sementes de sete espécies de Passiflora, estudadas
neste trabalho de acordo com os tratamentos: Bancada (T1); Silica (T2); Bancada / 24h
a -196° C (T3); Silica / 24h a -196° C (T4); Bancada / GA4+7 + BA (T5); Silica / GAs+7 +
BA (T6); Bancada / 24h a -196° C / GA4+7 + BA (T7); Bancada / 24h a -196° C / GAs+7 +
BA (T8); Bancada / 1 ano a 5° C / GAs+7 + BA (T9); Silica/ 1 ano a 5° C / GA4+7 + BA
(T10); Bancada /1 ano a -196° C / GAs+7 + BA (T11); Silica/ 1 ano a-196° C / + GA4+7 +
BA (T12).
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Tabela 3. Valores de germinacéo, tempo médio e taxa média de sementes de P. alata, P. cincinnata, P. gibertii, P. morifolia, P. mucronata, P. suberosa,
P. tenuifila nos diferentes tratamentos.

Germinacgéo (%)

Tratamento P. alata P. cincinnata P. gibertii P. moriflolia P. mucronata P.suberosa P. tenuifila
Bancada 10c 5d 8c 11b 4d 57c 7d
Silica 10c 1d 1d 7b 4d 69b 6d
Bancada / 24h a -196° C 8¢ 8d 12 ¢ 7b 5d 50c 4d
Silica/ 24h a -196° C 14 c 7d 25b 7b 4d 59c 4d
Bancada / GAs+7 + BA 56 b 56 c 96 a 93 a 81lb 99 a 81D
Silica / GAs+7 + BA 73 a 70b 98 a 96 a 69 c 99 a 65 c
Bancada / 24h a -196° C / GAs+7 + BA 70 a 52 c 99 a 94 a 6lc 96 a 70c
Silica/ 24h a -196° C / GA4+7 + BA 83 a 60 c 99 a 95a 64 c 97 a 63 ¢c
Bancada /1 ano a 5° C / GA4+7 + BA 72 a 86 a 98 a 100 a 78 b 98 a 94 a
Silica/ 1 ano a 5° C/ GAs+7 + BA 74 a 85a 100 a 92 a 79 b 97 a 86 b
Bancada /1 ano a -196° C / GAs+7 + BA 63 b 8la 100 a 98 a 93 a 98 a 94 a
Silica/ 1 a-196° C / GAs+7 + BA 80 a 84 a 96 a 100 a 93 a 98 a 91 a
CV % 19,85 17,62 7 6,52 13,01 8,37 12,77
Média Geral 51,08 49,58 82,3 6,67 77,25 84,75 55,42
Tempo médio (dias)
Tratamento P. alata P. cincinnata P. gibertii P. moriflolia P. mucronata P. suberosa P. tenuifila
Bancada 18,88 b 20,38 b 25,07 b 25,0d 10,5a 30,58 ¢ 15,21 ¢
Silica 19,88 b * 14,00 b 10,0b 8a 26,00 c 16,83 d
Bancada / 24h a -196° C 24,75 b 16,56 b 44,46 c 13,0b 8a 29,20 c 475 a
Silica/ 24h a -196° C 2352 b 16,75 b 23,40 b 16,0 c 1lla 21,15b 18,00d
Bancada / GA4+7 + BA 21,28 b 15,62 b 6,613 a 6,4 a 13,98 b 6,23 a 8,96 b
Silica / GAs+7 + BA 19,13 b 14,22 b 6,79 a 6,3a 14,27 b 6,02 a 10,23 b
Bancada / 24h a -196° C / GAs+7 + BA 17,67 b 16,19b 6,84 a 6,6 a 14,06 b 6,46 a 10,38 b
Silica/ 24h a -196° C / GA4+7 + BA 18,34 b 15,59 b 6,41 a 70a 13,90 b 6,52 a 12,96 c
Bancada /1 ano a 5° C / GA4+7 + BA 9,40 a 8.75 a 5,03 a 58a 13,00 b 5,03 a 6,25 a
Silica/ 1 ano a 5° C/ GAs+7 + BA 8,22 a 11,01 a 5,04 a 5,2a 14,49 b 5,04 a 8,43 b
Bancada /1 ano a -196° C / GAs+7 + BA 8,86 a 13,41 b 5,00 a 52a 10,21 a 502a 5,57 a
Silica/ 1 a-196° C / GAs+7 + BA 8,62 a 13,14 b 5,01 a 53a 10,61 a 5,05 a 7,61b
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CV % 22,98 21,11 31,6 29,40 10,25 23,16 23,24

Média Geral 6,54 13,65 11,5 9,18 13,07 12,77 10,43
Taxa média

Tratamento P. alata P. cincinnata P. gibertii P. moriflolia P. mucronata P. suberosa P. tenuifila
Bancada 0,06 b 0,05c 0,04 c 0,04 e 0,10 b 0,03 e 0,07 c
Silica 0,06b * 0,02d 0,10 c 0,12 a 0,04 e 0,07 c
Bancada / 24h a -196° C 0,04 b 0,07 c 0,02d 0,08d 0,12 a 0,04 e 0,12 b
Silica/ 24h a -196° C 0,05b 0,07 c 0,05c¢ 0,07d 0,09 b 0,05d 0,06 ¢
Bancada / GAs+7 + BA 0,05b 0,06 ¢ 0,15b 0,16 b 0,07 c 0,16 c 0,11b
Silica / GAs+7 + BA 0,05b 0,07 c 0,15b 0,16 b 0,07 c 0,17b 0,10 c
Bancada / 24h a -196° C / GAs+7 + BA 0,06 b 0,06 c 0,15b 0,15b 0,07 c 0,16 c 0,10c
Silica/ 24h a -196° C / GA4+7 + BA 0,05b 0,06 c 0,16 b 0,14b 0,07 c 0,15¢c 0,08 ¢
Bancada /1 ano a 5° C / GAs+7 + BA 0,11a 0,12 a 0,20 a 0,18 a 0,08 c 0,20 a 0,16 a
Silica/ 1 ano a 5° C/ GAs+7 + BA 0,12 a 0,09 b 0,20 a 0,20 a 0,07 c 0,20 a 0,12b
Bancada /1 ano a -196° C / GAs+7 + BA 0,12a 0,08 b 0,20 a 0,19 a 0,10 b 0,20 a 0,18 a
Silica/1a-196° C/ GA4+7 + BA 0,12 a 0,08 b 0,20 a 0,19a 0,09 b 0,20 a 0,14b
CV % 17,75 30,09 5,6 12,79 9,73 4,57 25,10
Média Geral 0,07 0,07 0,15 0,14 0,08 0,13 0,11

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. * germinacéo de 1% em um dia
apos semeadura.
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4. DISCUSSAO

Para uma boa conservacdo de sementes é necessario estabelecer condi¢cdes
gue permitam a manutencdo da viabilidade e possibilitem a melhor geminacdo no
inicio e ap6s 0 armazenamento dessas sementes. Por isso, avaliar a presenca de
dorméncia nas sementes e qual método de superacdo pode ser utilizado € um fator
determinante para a posterior utilizacdo das sementes, visto que, apés armazenadas
€ necessario saber se as mesmas permanecem viaveis (JUNGHANS; JUNGHANS,
2016).

Muitos estudos confirmam que varias espécies de Passiflora possuem
problemas na germinacdo de sementes, como dorméncia ou recalcitrancia
(DELANOY et al., 2006; PADUA et al., 2011; REZAZADEH; STAFNE, 2018; FALEIRO
et al., 2019), os quais reafirmam os resultados demonstrados neste trabalho, onde
sete (P. alata, P. cincinnata, P. gibertii, P. morifolia, P. mucronata, P. suberosa e P.
teunifila) das oito espécies avaliadas apresentaram germinacdo baixa e lenta, ao
serem submetidas ao teste de germinagdo com sementes recém-colhidas (Tabela 3).
Delanoy et al. (2006) destacam que sementes de maracuja podem levar de dez a
noventa dias para germinarem quando nao submetidas a um tratamento de quebra de
dorméncia, assim, apresentam baixa porcentagem de germinacdo e formacao
irregular de mudas.

O mecanismo de dorméncia de sementes de uma forma geral pode estar
relacionado a dois fatores mais significativos, sdo eles: dorméncia endogena ligada a
fatores que envolvem o embrido, podendo ser dorméncia fisiol6gica, morfologica e
morfofisiolégica; ou dorméncia exdgena, ligada a fatores externos como
impermeabilidade do tegumento a agua e/ou ao gas (FOWLER e BIANCHETTI, 2000;
CARDOSO, 2009).

Diversos estudos relatam a presenc¢a de dorméncia, em sementes de Passiflora
spp., contudo a origem pode variar de espécie para espécie, ou podem apresentar
diferentes niveis de dorméncia, que € a combinacéo desses diferentes mecanismos
existentes (DELANOY et al.,, 2006). Dessa forma, entende-se que para uma
germinacao rapida e uniforme é necessério que a dorméncia seja superada em todos

0S niveis, ou seja em todos 0s mecanismos.
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Neste trabalho foi observado que a imersédo em nitrogénio liquido por 24 horas
proporcionou a quebra tegumentar de algumas sementes na maioria das espécies,
ainda assim, a germinacao permaneceu lenta com baixas percentagens. Porém, apés
embebicdo das sementes em de GAs+7 + BA houve velocidade e uniformidade na
germinacdo para todas as espécies. O que indica que a dorméncia presente nas
espécies nao esta relacionada ao tegumento, ou, independente do tipo de dorméncia
presente nas espécies testadas, o regulador promoveu a superacao nos diferentes
niveis.

Rezazadeh e Stafne (2018) em trabalho realizado com sete espécies de
Passilfora, demonstraram germinacdo de sementes inferior utilizando quatro pré-
tratamentos para quebra de dorméncia, no qual as taxas de germinacao variaram
entre 20% e 50% nos melhores tratamentos, sendo que, apenas uma espécie (P.
laurifolia) obteve germinacdo de 75%, quando submetida a escarificacdo e
fermentacéo por 7 dias em solucéo de sacarose a 10%. Cada espécie respondeu de
forma diferente a cada tratamento.

Rezazadeh e Stafne (2018) ressaltam que os resultados para trabalhos de
guebra de dorméncia de sementes de Passiflora spp., tém se mostrado
inconsistentes, fazendo-se entender que varios métodos precisam ser testados, afim
de se estabelecer um protocolo eficiente, ou seja, que garanta o maximo de
germinacdo, pois cada espécie pode responder de forma diferente a cada tipo de
tratamento. Com isso, os resultados deste trabalho demostraram-se promissores, pois
todas as diferentes espécies aqui trabalhadas responderam de forma positiva aos
tratamentos, e obtiveram elevada taxa de germinacéo.

Da mesma forma, outros trabalhos visando a superacdo de dorméncia de
sementes de Passiflora spp., foram testados métodos diferenciados, sendo observado
gue a utilizacao de reguladores vegetais foram os mais eficazes (DELANOY et al.,
2006; COSTA et al., 2010; PADUA et al., 2011; SANTOS et al., 2016; MOURA et al.,
2018).

Reguladores vegetais sdo comumente usados para superar dorméncia
fisiolégica de sementes (GRZYBOWSKI et al., 2019), pois o regulador vegetal atua
em especial na expressdo génica de enzimas hidroliticas responsaveis por

enfraquecimento do tegumento (TAIZ et al., 2017) e degradacdo de substancias de
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reserva (REGO et al., 2014), estas condi¢bes permitem que o embrido retome seu
crescimento (CASTRO et al., 2005).

Em trabalhos realizados com o produto comercial Promalin® que é a
combinacdo do &cido giberélico n°® 4 e 7 + 6 — benziladenina (GA4+7 + BA), foi
observado em duas espécies de Passiflora (P. setacea De Candolle e P. tenuifila Killip)
na concentracdo de 300 mg L proporcionou aumento na germinagéo para ambas as
espécies (COSTA et al., 2015; JUNGHANS et al., 2019) o que corrobora com 0s
resultados obtidos no presente trabalho (Tabela 3).

Quanto as sementes de P. edulis, uma espécie comercial, ndo foi observado
dorméncia pois obteve média geral de germinacdo de 97% sem uso de reguladores
vegetais. No entanto, diferentes trabalhos (GHOSH et al., 2017; REZAZADEH e
STAFNE 2018; GRZYBOWSKI et al., 2019) indicaram dorméncia para a espécie
citada, sendo necessario o tratamento para germinacdo, e em todos os trabalhos
mencionados, foi relatado taxa de germinacao inferior aos resultados obtidos aqui.

Isso pode ser explicado pela enorme diversidade genética de Passiflora que
apresentam caracteristicas diferentes para germinagao e armazenamento, tanto entre
as espécies, quanto nos diferentes gendtipos da mesma espécie (ALEXANDRE et al.,
2004; JUNGHANS; JESUA, 2015).

Quanto ao armazenando de sementes, a literatura relata que o efeito do
congelamento por nitrogénio liquido (-196°C) pode resultar em diversos danos ao
material biol6gico, dentre eles se destaca o rompimento celular devido a formacéo de
cristais de gelo (MARTINEZ-MONTERO et al., 2002; MULLEN; CRISTER, 2007;
SOUZA et al., 2015 ). Por isso, na criopreservacao, um fator crucial para um bom
protocolo de congelamento esta na diminuicdo do conteudo de agua das sementes
conservadas.

Alguns trabalhos também destacam a importancia de utilizar crioprotetores para
aumentar a recuperacdo do material apdés o0 armazenamento (SAKAI, A,
ENGELMANN, 2007). Porém Araujo et al. (2016), em um trabalho realizado com
guatro espécies (P. mucronata, P. micropelata, P. suberosa e P. edulis), destacam
gue as sementes sem cioprotetores obtiveram melhor taxa de germinagdo. Assim
como neste trabalho, no qual ndo foram utilizados crioprotetores e as porcentagens
de germinacdo foram elevadas. Com isso, entende-se que, para as espécies

avaliadas neste trabalho, o ponto critico para a criopreservacéao de sementes é definir
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0 contetdo de agua ideal antes de mergulha-las em nitrogénio liquido como relatado
por Towill (2002).

Grzybowskl et al. (2019) relatam que a refrigeracéo (7,3-8,5 ° C) manteve a
viabilidade e o vigor de sementes de maracuja amarelo por nove meses, apresentando
germinacao de 60% ao final desse periodo. Catunda et al. (2003) evidenciaram que
sementes com contelddo de agua entre 8% e 10% acondicionas em embalagens
impermeaveis armazenadas em refrigerador (4° C), obtiveram os melhores resultados
para armazenamento de sementes de P. edulis por dez meses.

Esses dados corroboram com os resultados obtidos neste trabalho, no qual o
armazenamento em refrigerador manteve a viabilidade das sementes com contetdo
de agua de 10,0% a 13,7% (secas em ambiente de laboratério) e 4 % a 6,7%
(dessecadas em silica) armazenadas por um ano. Estudos sugerem que um ambiente
moderadamente seco e frio, possibilita a manutencédo da viabilidade das sementes de
forma mais prolongada (HARRINGTON, 1959; FERREIRA, et al. 2017)

Neste trabalho observa-se que as sementes alcangcaram teor de agua entre 4%
e 6,7% apos dessecacdao, verificando que, mesmo com baixo contetdo de agua, as
sementes nao tiveram seu poder germinativo comprometido, isso evidencia uma
caracteristica peculiar de semente ortodoxa e corrobora com o0s resultados obtidos
por Becwar et al. (1983), que determinaram o limite minimo de 2% de teor de agua
para que sementes de maracuja mantenham sua viabilidade.

Em relacdo aos dados de armazenamento associado ao uso de GAs4+7 + BA
pode ser observado que, apés um ano de armazenamento em refrigerador ou
nitrogénio liquido, independente do conteudo de &gua, as sementes obtiveram
melhores resultados de tempo médio e taxa média para a maior parte das espécies.
Isso indica que o armazenamento associado ao GAs4+7 + BA pode atuar aumentando
a velocidade de germinacéo das sementes.

Contudo, Padua et al. (2011), em trabalho realizado com P. setacea, relatam
gue o conteudo de agua das sementes (3,7% a 16,9%) ndo afetou a germinacao, as
quais foram tratadas com GAs para quebra de dorméncia. No entanto, apos oito meses
de armazenamento em trés condi¢cdes de temperatura (4°C, -20° C e -196°C) com o
conteudo de 4gua das sementes reduzido para 3,7%, ocorreu uma inducdo a
dorméncia, possivelmente causada pela interacdo dos fatores temperatura, umidade

e periodo de armazenamento.
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Porém, algumas espécies apresentam necessidade de armazenamento para
guebra de dorméncia, como descreve Tiwari et al. (2016) em trabalho realizado com
espécies ornamentais. Negreiros et al. (2006) e Moura et al. (2018) também relatam
efeito positivo sobre a germinacdo de sementes de Passiflora apds armazenamento,
fazendo-se entender que o armazenamento pode atuar favorecendo a germinacéo de
sementes de Passiflora até certo periodo. No entanto, isso pode variar de acordo com

a espécie e a temperatura de armazenamento.

5. CONCLUSAO

Os resultados desse estudo mostraram que as sementes de maracujazeiro
podem tolerar niveis de dessecacdo abaixo de 10% de conteudo de agua e dessa
forma podem ser conservadas por um periodo mais prolongado tanto em refrigerador
(5° C) quanto em nitrogénio liquido (-196°C) e que o uso dos reguladores vegetais
GAs+7 + BA na concentracdo de 300 mg L atua de forma efetiva para promover
superacdo de dorméncia nas sementes de Passiflora spp. avaliadas no presente
trabalho, e permite uma taxa de germinacao alta e uniforme apds armazenamento. A
imers@o em nitrogénio liquido por 24 horas ndo promove a superacdo de dorméncia,
nas sementes de Passiflora spp. aqui avaliadas, indicando presenca de dorméncia

fisiologica que pode ser superada com o uso desses reguladores.
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OTIMIZACAO DE MEIO DE~GERMINA9AO IN VITRO E ANALISE HISTOQUIMICA
DOS GRAOS DE POLEN DE Passiflora spp.

RESUMO: Estudos de viabilidade polinica sdo essenciais na producéo de frutos e
sementes, de importancia para o melhoramento genético, além de serem
fundamentais como suporte a estratégias de conservagdo. O objetivo desse trabalho
foi investigar o meio de cultura adequado para a germinacdo in vitro dos gréos de
pélen e crescimento do tubo polinico de onze espécies silvestres de Passiflora e
adicionalmente examinar a viabilidade por meio de teste histoquimico com solucéo de
Alexander a 2%. Para a germinacao in vitro, utilizou-se dois meios de cultura, BK e
SM suplementado com diferentes concentra¢gdes de sacarose (5, 10, 15, 20, 25, 30 e
35%). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial
11 x 7 x 2 (espécie x concentracdes de sacarose x meios de cultura). Com base nos
resultados obtidos, observou-se que a sacarose influenciou a germinagao dos graos
de pélen e o crescimento do tubo polinico do maracujazeiro. A espécie P. edmundoi
foi a que apresentou maiores porcentagens de germinacao (89%) e de crescimento
do tubo polinico (2,6 mm) em meio de cultura SM suplementado com 30% e 15% de
sacarose, respectivamente. Quanto a andlise histoquimica verificou-se que as
espécies de Passiflora apresentaram alta porcentagem de gréos de pdlen viaveis
acima de 79%. As informag0des obtidas nesse estudo, permitiram identificar o meio de
cultura mais adequado para cada espécie de Passiflora, auxiliando na escolha dos
genitores masculinos com alto potencial de fertiidade, buscando maximizar o
potencial de pegamento nos cruzamentos controlados e no estabelecimento de
programas de melhoramento genético de maracujazeiro. Outro impacto desses
resultados esta voltado para subsidiar estudos voltados a conservacado de grédos de
pélen.

Palavras-chave: Maracujazeiro; germinacao in vitro, sacarose, tubo polinico, corante
Alexander, melhoramento.



OPTIMIZATION OF IN VITRO GERMINATION MEDIA AND HISTOCHEMICAL
ANALYSIS OF POLLEN GRAINS OF Passiflora spp.

ABSTRACT: Pollen viability studies are essential for the production of fruits and seeds,
as well as for genetic improvement and conservation strategies. The objective of this
work was to investigate the most suitable culture medium for in vitro germination of
pollen grains and growth of pollen tubes of 11 wild Passiflora species and to examine
the viability by means of histochemical testing with 2% Alexander solution. For in vitro
germination, two culture media were used, BK and SM, both supplemented with
different concentrations of sucrose (5, 10, 15, 20, 25, 30 and 35%). The experimental
design was completely randomized in an 11 x 7 x 2 factorial scheme (species x sucrose
concentrations x culture media). Sucrose influenced the germination of pollen grains
and the growth of pollen tubes. P. edmundoi showed the greatest germination rate
(89%) and pollen tube length (2.6 mm) in SM culture medium supplemented with 30%
and 15% sucrose, respectively. Regarding the histochemical analysis, the Passiflora
species presented high percentage of viable pollen grains (above 79%). The
information obtained in this study allowed identifying the most suitable culture medium
for each Passiflora species, helping in the choice of male parents with high potential
for fertility, to maximize the potential success of controlled crosses in genetic
improvement programs of passion fruit. The results can also support studies of the
conservation of pollen grains.

Keywords: Passion fruit; in vitro germination, sucrose, pollen tube, Alexander solution,
breeding.



1. INTRODUCAO

O maracujazeiro (P. edulis Sims) pertence a familia Passifloraceae que é
composta por 700 espécies, classificadas em 16 géneros (FLORA DO BRASIL, 2020).
Dentre esses, destaca-se 0 género Passiflora considerado o mais representativo com
mais de 570 espécies das quais 153 sdo encontradas do Brasil (FLORA DO BRASIL,
2020) considerado um dos maiores centros de diversidade do género de Passiflora
(OLIVEIRA et al, 2016) e o maior produtor e consumidor de maracujazeiro.

Em 2019, o Brasil produziu 602 mil toneladas em 42 mil hectares, sendo que
62.3% dessa producéo estao distribuidos na regido Nordeste e o Estado da Bahia se
destacou como maior produtor da fruta, com 26.7% (IBGE, 2020). Entretanto, poucas
espécies sao cultivadas comercialmente no pais como Passiflora edulis Sims
(maracuja azedo), cultivada em 90% dos pomares comerciais e Passiflora alata Curtis
(maracuja doce) (MUNHOZ et al., 2018).

O programa de melhoramento genético desenvolvido na Embrapa Mandioca e
Fruticultura busca desenvolver variedades comerciais de P. edulis por meio de
hibridacdes interespecificas com as espécies silvestres de Passiflora que apresentam
alelos de resisténcia a fatores biéticos e abioticos (PEREIRA et al., 2019; LIMA et al.,
2020). As hibridagdes interespecificas, sédo realizadas com finalidade de melhorar
agronomicamente a qualidade dos frutos (SANTOS et al., 2015) e resisténcia as
doencas (PEREIRA et al., 2019; SANTOS et al., 2019) de P. edulis. Como forma de
diversificar o uso das passifloras, o programa de melhoramento tem sido voltado
também para a obtencéo de hibridos com potencial ornamental (SOARES et al., 2015;
BELO et al., 2018).

Informacdes sobre a viabilidade e desenvolvimento dos grédos de pélen das
passifloras silvestres sao fundamentais para o éxito das hibridacdes interespecificas,
pois permitem um direcionamento mais eficiente nos cruzamentos controlados
(BENKO et al., 2020; GUCLU et al., 2020). Essas informacdes sdo também
importantes para estudos reprodutivos e como forma de subsidiar estudos que
busquem estratégias de conservagdo de graos de pdlen. A criopreservacao de gréo
de polen ja é uma realidade para varias espécies de plantas como Ananas comosus
L. Merril (SOUZA et al., 2018, 2017), Lilium (LI et al., 2019), Paeonia suffruticosa
Andrews (REN et al., 2020). Portanto, a identificacdo do meio de cultura eficiente para
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estimar a germinacgao, constitui uma das etapas limitantes no desenvolvimento dessa
técnica de conservacéao do polen.

A viabilidade dos grédos de polen tem sido estudada por meio de diferentes
métodos, seja pela germinacdo in vitro ou in vivo e por diferentes técnicas de
coloracdo (TELLO etal., 2018; IMPE et al., 2020). Entretanto, as técnicas de coloracao
sdo mais rapidas, mas os graos de pélen invidveis geralmente absorvem o corante e
a determinacao dos gréos de polen completamente corados é muitas vezes subjetiva
e superestimada (ALEXANDER, 2019). Em vista disso, o teste de germinacéo in vitro
de gréo de pélen é considerado um dos métodos mais convenientes e confiaveis para
testar a viabilidade de gréos de polen (ALDAHADHA et al., 2019), ja que simula as
condicdes in vivo, a fim de avaliar a capacidade do grdo de polen de emitir o tubo
polinico e realizar a fertilizacdo (PEREIRA et al., 2018).

O maracujazeiro, cujo grdo de polen mesmo estando em estadio fisiolégico
adequado, requer um meio de cultura elaborado com diferentes componentes como
boro, calcio, potassio e também diferentes concentracfes de sacarose para a sua
germinacao e crescimento do tubo polinico (SOARES et al., 2018; SOARES et al.,
2013). Dentre esses componentes as sacarose tem um papel significativo por
proporcionar um equilibrio osmaético entre os graos de polen e a solugcdo do meio de
germinacdo e fornece energia para auxiliar na germinacdo e no rapido
desenvolvimento do tubo polinico (LIN et al., 2017; LI et al., 2020).

A maioria dos trabalhos de germinacéo in vitro de graos de pélen de Passiflora
utiliza o meio de cultura estabelecido por SOARES et al., 2013 que contém 15% de
sacarose, acido boérico, nitrato de célcio, nitrato de potassio e sulfato de magnésio e
agar. Embora esse meio de cultura tenha apresentado resultados satisfatorios para
algumas espécies de maracujazeiro silvestre com porcentagens de germinacao acima
de 80%, existem casos em que a germinacao in vitro € baixa (< 50%), ainda que
apresente alto potencial de fertilizagao in vivo, 0 que demonstra que o meio de cultura
nao estava ajustado para essas especies.

Considerando a alta especificidade na resposta da germinacao dos graos de
pélen das diferentes espécies de passifloras aos meios de cultura, torna-se relevante
0 ajuste/otimizacdo desse meio para cada espécie de maracujazeiro. Essa estratégia,

permite aumentar a eficiéncia da técnica de germinacao in vitro de graos de polen de

62



Passiflora e também garantir maior acurdcia na identificacdo de individuos
promissores para uso em programas de melhoramento genético.

O objetivo desse estudo foi determinar o meio de cultura e a concentracdo de
sacarose adequada para maxima expressdo de germinacdo dos graos de poélen e
crescimento do tubo polinico de onze espécies de Passiflora, bem como avaliar a sua
viabilidade polinica por meio da solucédo de Alexander, buscando assim, identificar
genitores masculinos com alto potencial de fertilizacdo para serem utilizados em
cruzamentos interespecificos e também subsidiar futuras pesquisas de

criopreservacao dos graos de polen.
1. MATERIAL E METODOS
1.1 Material Vegetal

Como material vegetal foram utilizados graos de pélen provenientes de onze
espécies de Passiflora: P. actinia Hook (BGP-466), P. alata Curtis (BGP-220), P.
cincinnata Mast. (BGP-471), P. edmundoi Sacco (BGP-472), P. foetida L. (BGP-395),
P. gibertii N. E. Brown (BGP-148), P. kermesina Link & Otto (BGP-452), P. pohlii Mast.
(BGP-454), P. rubra Linn. (BGP-125), P. subrotunda Mast. (BGP-441) e P. tenuifila
Killip (BGP-105) conservadas no Banco Ativo de Germoplasma de Maracujazeiro da
Embrapa Mandioca e Fruticultura (Figura 1) localizada em Cruz das Almas, Babhia,
Brazil (12°40'42.5" S, 39°05'15.0" W, 222 m de altitude). De acordo com a
classificacdo de Képpen and Geiger (1928) o clima da regido é uma transicao do tipo
Am a Aw (tropical subumido a seco), com temperatura média anual do ar de 23,8°C,
precipitacdo pluviométrica anual média de 1.224 mm, concentrada de junho a agosto,

e umidade relativa média anual em torno de 80%.
1.2 Otimizac&do de meio de cultura para germinacao de pdlen in vitro

Os gréos de polen utilizados na realizacéo do trabalho foram provenientes de
anteras coletadas de diferentes flores (n = 5) na antese e distribuidos em placas de
Petri (50 mm x 50 mm de diametro) contendo 10 mL de meio de cultura (SM)
estabelecido por Soares et al. (2008) contendo [0.03% Ca(NOs3)-4H20, 0,02%
Mg(S0Oa4)-7H20, 0,01% KNOs e 0,01% H3BOs] com adicdo de 15% de sacarose,
solidificado com 0,8% de agar e pH ajustado para 7.0, chamamos esse de meio
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bésico, que obteve bons resultados para germinacédo de grédos de poélen de varias
espécies de maracujazeiro (SOARES et al., 2013; 2015; 2018). No entanto, nesse
ensaio preliminar, algumas das espécies estudadas pela primeira vez como P.
kermesina, P. pohlli e P. actinia ndo apresentaram germinagdo nesse meio basico,
demandando ajustes para promover a germinagdo nessas especies e maximizar o
potencial de germinacdo. Para isso, foram testados em nosso estudo dois meios de
cultura, o BK (BREWBAKER e KWACK, 1963) contendo [0.03% Ca(NOs3)-4H:0,
0,02% Mg(S0Oa4)-7H20, 0,01% KNOs3 e 0,01% H3BOs] com adi¢cdo de 10% de sacarose,
solidificado com 0,8% de agar e pH ajustado para 6,5. e SM (SOARES et al., 2008),
suplementados com sete diferentes concentraces de sacarose (5, 10, 15, 20, 25, 30
e 35%).

Os gréos de polen foram removidos das anteras, nas mesmas condi¢cdes do
ensaio anterior, e distribuidos nas placas de Petri com o auxilio de um pincel. Em
seguida, as placas de Petri foram mantidas em temperatura controlada (27 + 1 °C) no
escuro por 24 horas, antes da realizacdo da contagem de gréos de polen germinados
e do comprimento do tubo polinico, com auxilio de um estereomicroscopio Leica EZ4
(Leica, Wetzlar, Alemanha). O grdo de pdlen foi considerado germinado quando o
comprimento do tubo foi igual ou superior ao diametro do grdo de pélen (PEREZ et
al., 2019).

Para cada meio de cultura e diferentes concentracoes de sacarose foram
avaliadas trés placas de Petri, sendo contabilizados para cada placa de Petri a
germinacao de pelo menos 100 grdos de polen com auxilio de estereomicroscoépio,
totalizando 300 grdos de pdlen. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado em esquema fatorial 11 x 7 x 2 (espécie x concentracdo de sacarose x

tipo de meio de cultura).

1.3 Avaliacdo do comprimento de tubo polinico

O crescimento do tubo polinico das onze espécies de Passiflora foi avaliado 24
horas apds seu cultivo in vitro. Foram selecionados aleatoriamente 30 tubos polinicos
de cada meio de cultura e espécie avaliada. O comprimento do tubo polinico (mm) foi
mensurado com o auxilio do software ImageJ 1.46r (RASBAND 1997-2016) utilizando

as imagens obtidas a partir do estereomicroscopio.

1.4 Histoquimica dos graos de pdélen
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Para avaliacdo a avaliacdo histoquimica, os gréos de polen foram coletados de
anteras de diferentes flores (n = 5). Em seguida, os gréos de polen foram distribuidos
em laminas de vidro e corados com solucéo de Alexander a 2% (ALEXANDER, 1980).
Para obter uma amostra aleatéria de graos de poélen corados, utilizou-se o método de
varredura, observando 100 grdos de polen/ lamina/ espécie com trés repeticdes,
totalizando 300 grdos de pdlen, com o auxilio de um microscopio oOptico (Leica,
Wetzlar, Alemanha). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com
trés repeticdes por espécie de Passiflora estudada e cada repeticédo foi representada

por uma lamina de vidro.

1.5 Analise estatistica

Os dados de porcentagem foram transformados em arco-seno (Vx/10) para
padronizacdo e homogeneidade das variancias. Para os dados de germinacgao in vitro
dos graos de pdlen e comprimento do tubo polinico foram realizadas analises
descritivas utilizando estatistica descritiva Boxplot. Para analise histoquimica dos
grdos de polen, os valores foram representados pela média + erro padréo (EP). As
analises de Boxplot foram realizadas usando o pacote “ggplot2” implementado no
programa R (R Development Core Team, 2018). Em complementacdo a analise
estatistica, os dados também foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as
médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, utilizando-

se o pacote "agricolae" implementado no software R.

2. RESULTADOS

2.1 Germinacdo in vitro de graos de pdlen e comprimento do tubo polinico

Com base nos resultados obtidos, foi possivel identificar diferentes respostas
das onze espécies de Passiflora estudadas (Figura 1) em relacdo a germinacgao in
vitro do gréo de pdlen e crescimento do tubo polinico nos diferentes meios de cultura

e concentracdes de sacarose.
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Figura 1. Visao geral das flores das 11 espécies de Passiflora utilizadas nesse
estudo: a) P. actinia. b) P. alata. c) P. cincinnata. d) P. edmundoi. e) P. foetida. f) P.

gibertii. g) P. kermesina. h) P. pohlii. i) P. rubra. j) P. subrotunda. k) P. tenuifila.

A concentragao de sacarose afetou significantemente (p < 0,05) a germinagéao
dos gréaos de pdélen das diferentes espécies de Passiflora inoculados nos meios SM e
BK. Foi observada também uma interacéo entre o meio de cultura x concentracéo de
sacarose (Figura 2), que possibilitou identificar o comportamento de cada espécie
dentro das concentragdes de sacarose e nos meios de culturas testados. Para a
maioria das espécies de Passiflora, observou-se que a combina¢do do meio SM com
30% ou 35% de sacarose proporcionaram o0s maiores percentuais de germinacao dos
graos de polen qguando comparado ao meio basico que contém na sua formulagéo
15% de sacarose (Figura 2).
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Figura 2. Boxplot da germinacao in vitro dos gréos de polen nas onze espécies de
Passiflora mostrando o efeito da concentragéo de sacarose nos meios de culturas SM
e BK. A linha demostrada no box, corresponde a média e o “x” o valor da mediana. As
diferentes letras minusculas no topo das barras de erro indicam variag&o significativa
pelo teste de Scott-Knott (p< 0.05) entre as concentragdes de sacarose dentro de meio
de cultura. *Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F, entre os meios de cultura
considerando a concentragao de sacarose.
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P. edmundoi e P. rubra foram as espécies que apresentaram 0S maiores
registros de germinacao dos graos de pélen com 89% (Figura 2a; Figura 3a-b) e 82,2%
(Figura 2b, Figura 3c-d) quando avaliadas em meio SM com 30% e 35% de sacarose,
respectivamente. Para as demais espécies de Passiflora, foi possivel identificar para
P. actinia 34% de germinacdo dos grdos de pdlen em meio de cultura SM
suplementado com 30% de sacarose (Figura 2c; Figura 3e-f), 50% de germinacéao
para P. alata quando cultivado em meio SM com 35% de sacarose (Figuras 2d; Figura
3g-h). Em P. cincinnata, foi observado maior porcentagem de grdo de pdlen
germinados (42,8%) em meio de cultura SM contendo 30% de sacarose, embora néo
diferiu do meio contendo 25% desse carboidrato com 42,6% de germinacao (Figura
2e; Figura 3i-j).

Para P. gibertii verificou-se que os meios de cultura SM e BK combinados com
30% e 35% de sacarose, induziram maiores percentuais de germinacéo de graos de
pélen com 54,4% e 54% (Figura 2f; Fig. 3k-1), respectivamente. Na espécie P. foetida,
foi observada uma germinacdo de 13% no meio BK contendo 30% ou 35% de
sacarose, embora nao diferiu do meio SM combinado com essas concentracdes de
sacarose (Figura 2g; Figura 3m-n). Para P. kermesina e P. pohlii a concentragédo de
25% de sacarose adicionada no meio SM promoveu melhor desempenho com 32,6%
(Figura 2h; Figura 30-p), e 54,8% de graos de polen germinados (Figura 2i; Figura 3qg-
r), respectivamente. J4 nas espécies P. tenuifila e P. subrotunda observou-se o0s
maiores percentuais de germinacédo dos grédos de pélen em meio SM suplementados
com 35% de sacarose com valores respectivos, de 25% (Figura 2j; Figura 3s-t) e
31,4% (Figura 2k; Figura 3u-v).

Em nosso estudo, ndo foi observada germinacao in vitro de gréos de pélen nos
meios BK e SM suplementados com 5% e 10% de sacarose (Figura 2), a excecédo de
P. rubra, que apresentou germinacéo de 2,6% e 6,4% nos meios SM combinados com
5% e 10% de sacarose, respectivamente, e também no meio BK contendo 10% desse

carboidrato, com 16,4% de graos germinados (Figura 2b).
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Figura 3. Germlnac;ao in vitro dos gréos de pdélen das onze espécies de Passiflora
inoculados em meio bésico (SM + 15% de sacarose) e em meio otimizado para cada
espécie, apos 24 horas de cultivo in vitro. a-b) P. edmundoi cultivados em meio basico
(@) e em SM + 30% sacarose (b). c-d) P. rubra em meio basico (c) e SM + 35%
sacarose (d). e-f) P. actinia em meio basico (e) e SM + 30% sacarose (f). g-h) P. alata
em meio basico (g) e SM + 35% sacarose (h). i-j) P. cincinnata em meio basico (i) e
em SM + 30% sacarose (j). k-1) P. gibertii em meio basico (k) e SM + 30% sacarose
(). m-n) P. foetida em meio basico (m) e SM + 30% sacarose (n). 0-p) P. kermesina
em meio basico (0) e SM + 25% sacarose (p). g-r) P. pohlii em meio basico (q) e SM
+ 25% sacarose (r). s-t) P. tenuifila em meio basico (s) e SM + 35% sacarose (t). u-v)
P. subrotunda em meio basico (u) e SM + 35% sacarose (V).
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A qualidade dos graos de polen é quantificada, ndo apenas pela capacidade de
germinacdo, mas também pelo comprimento do tubo polinico. De forma analoga ao
observado com a porcentagem de germinagcdo in vitro dos graos de pdlen, o
comprimento do tubo polinico das onze espécies de Passiflora também foi
influenciado (p < 0.05) pela concentracdo de sacarose adicionada aos meios de
cultura. O comprimento do tubo polinico entre as diferentes espécies variou de 0,37
mm observado em P. foetida com o meio de cultura BK contendo 30 a 35% de
sacarose (Figura 4e) a 2.60 mm em P. edmundoi em meio de cultura BK contendo
15% de sacarose (Figura 4a).

Quanto as outras espécies de Passiflora os resultados foram variados com
maior comprimento do tubo polinico em P. actinia em meio SM suplementado com
30% de sacarose (1,94 mm) (Figura 4b); P. alata em meio BK combinado com 25%
de sacarose com 1,64 mm (Figura 4c); P. cincinnata em meio SM acrescido de 25%
de sacarose (2,55 mm) (Figura. 4d); P. gibertii — BK com 30% de sacarose com 0.79
mm (Figura 4f), embora néo diferiu do tratamento SM + 30% de sacarose (0.72 mm);
P. kermesina — SM +25% de sacarose (1.93 mm) (Figura 4g); P. pohlii — SM + 25%
de sacarose (2.16 mm) (Figura. 4h); P. rubra - SM + 35% (0.87 mm) (Figura 4j) e para
espécies P. subrotunda e P. tenuifila verificou-se maior crescimento do tubo polinico
nos meios SM combinado com 35% de sacarose com 1.16 mm (Figura 4l) e 0.91 mm

(Figura 4m), respectivamente.

2.2 Histoquimica dos graos de pélen

Com base nos resultados da viabilidade dos grédos de pdlen estimada com uso
da solucdo de Alexander, observou-se grande variabilidade entre as espécies de
Passiflora avaliadas (Figura 5a). Houve a formacgéo de pelo menos trés grupos. O
grupo 1, formado pela maioria das espécies de Passiflora (P. gibertii, P. subrotunda,
P. edmundoi, P. kermesina, P. foetida e P. tenuifila) apresentou porcentagem de
viabilidade oscilando de 93% (P. gibertii) a 98,5% (P. tenuifila). O grupo 2 foi
representado por quatro espécies de Passiflora (P. cincinnata, P. alata, P. actinia e P.
pohlii), com viabilidade polinica variando de 86,6% (P. pohlii) a 91,6% (P. cincinnata).
J& o terceiro e o ultimo grupo, foi constituido por uma Unica espécie (P. rubra) com

79,7% de grao de podlen viaveis.
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Os graos de polen corados com solugéo de Alexander apresentaram una dupla
coloracdo devido a utilizacdo simultanea de verde malaquita e fucsina acida, sendo
gue o primeiro tem afinidade com a celulose presente na parede celular corando-a de
verde, enquanto que o protoplasma € corado de rosa pela fucsina acida (Figura 5b -
seta cheia). JA os grdos de podlen abortados e inviaveis por ndo apresentarem

protoplasma, coraram-se apenas de verde (Figura 5b - seta pontilhada).
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Fig. 5. Fotomicrografia da viabilidade do pdlen das onze espécies de Passiflora por
meio do corante reativo de Alexander. a) Porcentagem de graos de poélen viaveis. b)
Aspecto dos grédos de pélen corados de rosa purpura (vidveis — seta cheia) e com
coloracdo esverdeada (invidveis — seta pontilhada). Médias seguidas por letras iguais
pertence a0 mesmo agrupamento pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

3. DISCUSSAO

Informacdes sobre viabilidade de graos de polen no germoplasma avaliado séo
fundamentais para trabalhos de biologia reprodutiva e melhoramento genético, pois
permitem auxiliar na identificagdo dos cruzamentos mais promissores para uso em
hibridacbes (FRAGALLAH et al., 2019; IMPE et al., 2020, SILVA et al., 2020).

No presente estudo, avaliamos diferentes concentracbes de sacarose
combinados nos meios de germinacao de graos de pdlen BK e SM apés resultados
insatisfatorios com os meios de germinacao relatados anteriormente para o0 maracuja
(SOARES et al., 2013; SOARES et al., 2015). Vale destacar que esses meios de
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cultura BK e SM contém diversas substancias organicas e inorganicas como sacarose,
acido borico, nitrato de calcio, nitrato de potassio e sulfato de magnésio, e séo
amplamente utilizados na germinagcdo dos gréos de polen de inUmeras espécies de
plantas (HINE et al., 2019; SILVA et al., 2020; WANI et al., 2020).

Aqui, os meios de cultura testados foram otimizados pela primeira vez a partir
da modificacdo da concentracdo de sacarose. Foi possivel observar que a
suplementacdo exogena de diferentes concentracbes desse carboidrato afetou
significativamente a germinacao dos graos de polen e o crescimento do tubo polinico
das onze espécies de Passiflora estudadas. O comportamento dessas espécies
também foi diferenciado dentro de cada concentracdo de sacarose, evidenciando a
interacdo espécie x concentracao de sacarose.

Nao foi observada germinacéo in vitro dos grao de pélen nos meios de culturas
hipoténicos (5% e 10% de sacarose) para a maioria das espécies de Passiflora,
confirmando a importancia da adequacao da concentracdo de sacarose no meio para
o desenvolvimento do tubo polinico. Outros autores também observaram que a
utilizacdo de sacarose em baixas concentracbes no meio de cultura ndo forneceram
energia suficiente para que os graos de polen pudessem expressar a sua capacidade
germinativa (PADUREANU et al., 2020). Portanto, uma concentragdo adequada de
sacarose € essencial para a germinacao dos graos de polen e crescimento do tubo
polinico, embora quando utilizada em altas concentragbes pode também suprimir
ambos os processos (LIN et al., 2017).

A sacarose além de regular a pressdo osmoética do meio de cultura também
fornece energia nos processos biossintéticos envolvidos no crescimento, na
diferenciac&o e na morfogénese celular (SILVA et al., 2016). E interessante destacar
gue a concentracao 6tima de carboidrato para a germinacdo dos graos de pdlen difere
consideravelmente entre diferentes espécies de plantas (LIU et al., 2013;
PADUREANU et al., 2020). Em nosso estudo, pode-se observar para a maioria das
espécies de Passiflora um aumento na porcentagem de germinagdo com o incremento
da concentracdo de sacarose no meio de cultura, sendo que nas mais altas
concentracbes desse carboidrato (30% ou 35%) adicionadas no meio SM foi
observada uma maior germinabilidade dos graos de pélen.

Provavelmente, a maior porcentagem de germinagdo com a elevacdo da

concentracdo de sacarose pode ser justificada pela maior oferta de energia, com
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favorecimento do crescimento do tubo polinico. Esses resultados sdo consistentes aos
obtidos por outros autores investigando diferentes espécies de plantas, tais como
Momordica subangulata Blume ssp. renigera (G. Don) de Wilde (NAIK et al., 2016),
Cunnighamial lanceolata L. (FRAGALLAH et al., 2019), Betula utilis D.Don (WANI et
al., 2020), j& que os mesmos reportaram maior porcentagem de germinacao com o
aumento das concentracfes de sacarose adicionada ao meio de cultura. Em
contrapartida, Silva et al. (2020) ao avaliarem a germinacao in vitro dos graos de polen
de Castanea crenata Siebold & Zucc. observaram um decréscimo na porcentagem de
germinacao quando a mais alta concentragéo de sacarose foi adicionada no meio de
cultura.

Com relacéo as espécies de Passiflora avaliadas, cinco delas (P. edmundoi, P.
rubra, P. alata, P. gibertii e P. pohlii) apresentaram germinacdo de pdlen acima de
55,0%; quatro (P. cincinnata, P. kermesina e P. subrotunda) com germinagéo variando
de 30,0 a 43,0% e P. actinia com 25 % e P. foetida com 13.0% de graos germinados,
respectivamente. Essas diferencas nos percentuais de germinacdo observadas em
nosso estudo, provavelmente podem estar relacionadas a demanda energética que é
variavel e justifica essa alta especificidade da concentracdo de sacarose em relacao
aos meios de cultura testados.

Estudos prévios realizados por outros autores também observaram diferentes
respostas na germinacdo dos graos de polen de onze espécies de Passiflora
cultivados em meio SM enriquecido com 15% de sacarose (SOARES et al., 2018).
Vale destacar, que em nosso estudo foi possivel identificar pelo menos duas espécies
de Passiflora (P. rubra e P. tenuifila) comuns aos relatados por Soares et al. (2018) e
as porcentagens de germinacdo dos graos de polen apresentados por essas espécies
guando cultivados nesse mesmo meio de cultura foram expressivamente inferiores
aos obtidos por esses autores. Por outro lado, quando otimizamos a concentracao de
sacarose nesse meio de cultura para 30% ou 35% foram observadas nessas duas
espécies de Passiflora percentuais de germinacdo de grdos de podlen
significativamente superiores aos relatados por Soares et al. (2018). Essa grande
diferenca na porcentagem de germinacao dos graos de pdlen obtida em nosso estudo
guando comparada aos de Soares et al. (2018), pode ser devido, além da
suplementagdo exogena de sacarose no meio de cultura, a outros fatores, como o

estado nutricional das plantas, condicdes ambientais, estacdo do ano, temperatura

74



(PEREZ et al., 2019, IMPE et al., 2020; PADUREANU et al., 2020), bem como pode
variar consideravelmente entre individuos de uma mesma espécie (SILVA et al.,
2020).

Para o maracujazeiro, ainda sdo necessarios estudos para se determinar qual
a porcentagem de germinacdo polinica minima para uma boa fecundacdo e
frutificacdo efetiva. A maioria dos trabalhos realizados com Passiflora (SOARES et al.,
2013; 2015; 2018) utiliza como critério na selecdo de espécies polinizadoras a
hipétese descrita por Scorzam and Sherman (1995), em que gréos de poélen de boa
gualidade devem apresentar alta germinacéo polinica, ou seja, acima de 50.0% e
tubos polinicos bem desenvolvidos.

Levando-se em consideracao a informacado mencionada acima, cinco espécies
de Passiflora avaliadas no presente estudo, como P. edmundoi, P. rubra, P. alata, P.
gibertii e P. pohlii mostram-se promissoras para serem utilizadas em cruzamentos
para obter populacbes segregantes, ja que apresentaram porcentagem de
germinacdo acima de 50%. A maioria dessas espécies pertence ao subgénero
Passiflora (P. edmundoi, P. racemosa e P. gibertii) com 2n = 18 e séo consideradas
autoincompativeis (SOARES et al., 2015), enquanto que P. rubra e P. pohlli pertencem
ao subgénero Decaloba com 2n = 12 e sao consideradas autocompativel (FARIA;
STEHMANN, 2010; SCORZA; DORNELAS, 2014). Apesar de nao existir homologia
cromossOmica entre as espécies representadas por esses dois subgéneros, muitos
hibridos interespecificos tem sido obtidos com sucesso, porque as barreiras de
incongruéncias sao frageis (BELO et al., 2018).

Esse € o primeiro trabalho a fornecer dados sobre o crescimento do tubo
polinico em Passiflora. Os resultados obtidos, mostraram que a concentracédo de
sacarose adicionadas aos meios de cultura SM e BK, influenciaram significativamente
o desenvolvimento do tubo polinico nas diferentes espécies de maracujazeiro
avaliadas. De maneira geral, a concentragdo de 25% sacarose e 0 meio SM
proporcionaram os maiores comprimentos dos tubos polinicos.

A espécie P. edmundoi foi que apresentou tubos polinicos mais desenvolvidos,
enquanto que em P. foetida observou-se menor comprimento do tubo polinico.
Estudos realizados com outras espécies de plantas também revelaram que o
comprimento do tubo polinico foi afetado significativamente pelas concentracdes de
sacarose (THU et al., 2017; FRAGALLAH et al., 2019; KOEN et al., 2020).
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E interessante destacar que a germinacdo de grdos de pélen in vitro fornece
um sistema experimental controlado, mas néo reproduz completamente o crescimento
do tubo polinico in vivo, onde as interacfes entre os gréos de podlen e a superficie do
estigma sdo mais complexas (NOVARA et al., 2017), por isso a importancia de té-la
bem ajustada para cada espécie de Passiflora. Entretanto, a germinacdo dos gréaos
de pélen em meio de cultura ainda é a principal técnica que apresenta resultados
semelhantes aos que provavelmente ocorrem in vivo e por isso a importancia de té-la
bem ajustada para cada espécie de maracujazeiro (SOARES et al., 2015).

A presente pesquisa mostra também a viabilidade polinica estimada com uso
da solucdo de Alexander, qguando observou-se que todas as espécies de
maracujazeiro apresentaram viabilidade acima de 70%, que € satisfatoria para uso em
programas de hibridacédo controlada. No entanto, esse teste histoquimico apesar de
muito atraente por sua simplicidade e velocidade na aplicagdo, superestima a
viabilidade dos grdos de pdlen quando comparado aos resultados obtidos pelo teste
de germinacéo in vitro (ALEXANDER et al., 2019; IMPE et al., 2020). Os resultados
obtidos em nosso estudo comprovam essa afirmativa, ja que os dados de germinacao
in vitro dos gréo de pdlen foram bastante inferiores aos observados com teste
histoquimico, a excecdo de P. edmundoi e P. rubra que apresentaram resultados in
vitro bem préoximos aos dados de viabilidade com o uso do corante Alexander.

Levando-se em consideracédo a variabilidade genética do género Passiflora, a
analise da fertilidade dos graos de pélen dos genitores masculinos coletados no
campo é condicdo preliminar indispensavel para o sucesso dos cruzamentos voltados
para obtencdo de hibridos com potencial agrondmico e ou ornamental. Portanto, o
conhecimento da viabilidade polinica mediada pela germinacéo in vitro do grao de
pélen buscando identificar 0 meio de cultura e a concentracéo de sacarose adequados
para maximizag¢do do potencial germinativo de cada espécie de Passiflora e também
por meio da andlise histoquimica geraram informagd@es Uteis na selecdo de gendtipos
promissores para uso em programas de hibridacao.

E interessante destacar a necessidade de mais estudos voltados para
maximizar a germinacdo dos grdos de pdlen de algumas espécies de Passiflora,
principalmente as que apresentaram porcentagem de germinagao abaixo de 50% por
meio da manipulagéo de outras fontes de agucar como (rafinose, maltose, celobiose,

estaquiose) que tem demonstrado resultados satisfatérios quando comparado a
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sacarose (HIRSCHE et al., 2017; IMPE et al., 2020). A partir disso, outra abordagem
gue sera foco de investigacao futura refere-se a conservacdo de graos de polen, ja
gue 0 maracujazeiro apresenta assincronia de florescimento, que muitas vezes limita
hibridacdes de interesse. E com essa técnica, os graos de pélen podem ser utilizados
a qualquer momento, além de proporcionar a preservacdo do germoplasma e

melhorar a eficiéncia dos programas de melhoramento.
5. CONCLUSOES

Os resultados desse estudo mostraram que a resposta da germinacédo dos
gréos de pdlen in vitro e o comprimento do tubo polinico foram influenciados pelo meio
de cultura BK e SM e pela concentracdo de sacarose suplementada nesses meios. A
adicdo de 30 % ou 35 % de sacarose no meio SM proporcionaram 0S maiores
percentuais de germinacdo para maioria das espécies de Passiflora investigadas.
Quanto ao comprimento do tubo polinico, observou-se que a suplementacao de 25 %
de sacarose contribuiu para emissdo de tubos polinicos mais longos. Para a
viabilidade polinica com uso do corante Alexander foi possivel identificar alta
porcentagem de graos de pdlen viaveis acima de 79 %. P. edmundoi foi que
apresentou maior viabilidade polinica bem como tubos polinicos mais longos, sendo
considerado forte candidato para ser utilizado como parental masculino em
cruzamentos interespecificos voltados para obtencdo de hibridos com potencial
agrondmico e ou ornamental. E importante destacar a necessidade de expandir esse
estudo para outras espécies de Passiflora, explorando assim a rica variabilidade
genética presente nesse género buscando identificar materiais potencialmente
promissores para serem utilizados no programa de melhoramento e também para

futuros estudos de criopreservacéo de polen de maracujazeiro.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho apresentou resultados promissores quanto a conservacao e
guebra de dorméncia das sementes de Passiflora spp. recém-colhidas ou
armazenadas por um ano, uma vez que as sementes conservadas obtiveram taxa de
germinacao alta apdos o uso dos reguladores vegetais GA4+7 + BA.

O género Passiflora L. possui ampla diversidade desde os aspectos externos
das sementes, flores, ou gras de polen, quanto nos seus aspectos fisiol6gicos como
germinacao de sementes, germinagdo de gréo de pdlen, emissdo e comprimento de
tubo polinico.

A suplementacdo de sacarose ao meio de cultura para otimizacdo de
germinacao polinica é fundamental para as espécies de Passiflora.

Os resultados obtidos nesse trabalho podem ser aplicados a outras espécies
do BAG de Passiflora com o intuito de fornecer informacgcdes quanto a germinacéo,
conservacao e quebra de dorméncia de sementes, germinacao in vitro de gréo de
polen e viabilidade polinica, a fim de selecionar parentais masculinos para 0s
programas de melhoramento genético, bem como, subsidiar estudos de conservagéo

de pdlen dessas espécies.
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