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CONSERVACAO DE SEMENTES E AVALIACAO DO POLEN SUBMETIDO A
DESSECACAO E HIDRATACAO EM Passiflora

Resumo: Passiflora € um género muito diverso, que agrega espécies de grande
importancia econémica, utilizada em varios segmentos da industria e utilizagdo de
plantas no paisagismo. Apesar da ampla variabilidade no género, informacdes
relacionadas a influéncia de fatores abidticos na reproducdo e protocolos de
armazenamento de sementes ainda € pouco explorado até mesmo para a espécie de
maior importancia econémica (Passiflora edulis Sims). O presente trabalho teve como
objetivo estabelecer protocolo de armazenamento apropriado de sementes de
Passiflora edulis Sims com enfoque na conservacdo a meédio e longo prazo, bem
como, avaliar o efeito de hidratacdo e desidratacdo sucessiva na viabilidade de gréos
de pdlen espécies do Banco Ativo de Germoplasma de Passiflora (BAG-P) da
Embrapa Mandioca e Fruticultura. No primeiro capitulo dessa dissertacéo foi avaliado
a conservagédo de sementes de P. edulis, utilizado diferentes ambientes, embalagens,
tipo de processamento das sementes e periodo de armazenamento (1 e 3 anos). Para
cada tratamentos foi utilizado quatro repeticoes de 25 sementes. Os resultados
demonstraram que até trés anos de armazenamento em refrigeradores ou camara
fria, independentemente do tipo de processamento (com fermentacdo ou uso de
mixers), as embalagens saco plastico, saco de papel e garrafa PET podem ser
utilizadas no armazenamento de sementes de P. edulis. No que se refere ao segundo
capitulo, teve como objetivo examinar o efeito de hidratacao e desidratacao prévia na
viabilidade de graos de poélen in vitro de seis espécies de Passiflora spp. (P. alata, P.
kermesina, P. edulis, P. edmundoi, P. gibertii e P. rubra). Para isso, foi avaliado a
germinacgdo in vitro a partir de inoculacdo dos gréos de pélen desidratados e
hidratados no meio de cultura SM modificado, como também, foi realizado de teste
histoquimico com solucéo de Alexander a 2%. Foi utilizado delineamento inteiramente
casualizado, sendo avaliado trés condicbes (dessecado, hidratado, dessecado e
reidratado) perfazendo um total de dez tratamentos com trés repeticbes cada. A
dessecacao prévia dos polens por 40 minutos a 35 °C, sem embebicdo em agua, teve
efeito muito satisfatério na germinacgéo e viabilidade de gréos de poélen tanto in vitro
como in vivo com formacéo de frutos. A hidratacdo de gréos de pdlen a partir de 5

minutos causou efeito deletério sobre a germinacdo e uma reducdo drastica na



germinacao e viabilidade de grdos de pdlen. Esse estudo foi importante norteador

para futuros estudos com outras espécies, bem como, conservacgao de graos de polen.

Palavras-chave: Passiflora, conservacdo, sementes, grdos de pélen; producao de
frutos; fator abiotico.



SEED CONSERVATION AND EVALUATION OF POSTLENING SUBJECTED TO
DESSERATION AND HYDRATION IN Passiflora

Abstract: Passiflora is a very diverse genus, which aggregates species of great
economic importance, used in various segments of the industry and use of plants in
landscaping. Despite the wide variability in the genus, information related to the
influence of abiotic factors on reproduction and seed storage protocols is still little
explored even for the most economically important species (Passiflora edulis Sims).
This study aimed to establish an appropriate storage protocol for Passiflora edulis Sims
seeds with a focus long-term conservation, as well as to evaluate the effect of
successive hydration and dehydration on the viability of pollen grains from the Active
Germplasm Bank of Passiflora (AGB-P) from Embrapa Mandioca e Fruticultura. In the
first chapter of this dissertation, the conservation of P. edulis seeds was evaluated,
using different environments, packaging, type of seed processing and storage period
(1 and 3 years). For each treatment, four replications of 25 seeds were used. The
results showed that up to three years of storage in refrigerators or cold chambers,
regardless of the type of processing (with fermentation or use of mixers), plastic bag,
paper bag and PET bottle packaging can be used to store P. edulis seed. Regarding
the second chapter, the objective was to examine the effect of hydration and
dehydration on the viability of in vitro pollen grains of six species of Passiflora spp. (P.
alata, P. kermesina, P. edulis, P. edmundoi, P. gibertii e P. rubra). For this, in vitro
germination was evaluated from the inoculation of dehydrated and hydrated pollen
grains in the modified SM culture medium, as well as a histochemical test with 2%
Alexander's solution. A completely randomized design was used, with three conditions
being evaluated (dried, hydrated, desiccated and rehydrated) for a total of ten
treatments with three replications each. The previous desiccation of pollens for 40
minutes at 35 °C, without imbibition in water, had a very satisfactory effect on
germination and viability of pollen grains both in vitro and in vivo that had fruit formation
in a tested species. The hydration of pollen grains for 5 minutes caused a deleterious
effect on germination and a drastic reduction in germination and viability of pollen
grains. This study was an important guide for future studies with other species, as well
as the conservation of pollen grains.

Keywords: Passiflora, conservation, seeds, pollen grains, production of fruit; abiotic
factor.
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1. INTRODUGCAO GERAL

Passifloraceae Juss. € uma familia que abrange grande diversidade de
plantas, englobando 20 géneros e aproximadamente 650 espécies (FLORA DO
BRASIL, 2020). Dentre os géneros, o Passiflora € o mais importante do ponto de
vista econdémico, com espécies cujos frutos podem ser utilizados tanto na industria
alimenticia, como na fabricacdo de cosméticos e medicamentos, além de que,
muitas espécies pertencentes a este género sdo utilizadas para fins ornamentais
(BERNACCI et al., 2005; MELETTI, 2009; PAIVA et al., 2014).

A conservacédo da diversidade genética dos germoplasmas de passiflora é
realizada principalmente por meio de cole¢cbes e/ou Bancos Ativos de
Germoplasma - BAG (XX). Sendo assim, a manutencdo dos B A Gs é
imprescindivel para os programas de melhoramento genético e para assegurar a
seguranca alimentar, uma vez que, €& possivel identificar acessos com
caracteristicas interessantes para uso no melhoramento genético do
maracujazeiro, seja na identificacdo de genes de resisténcia a doengas e pragas
ou genodtipos com alta produtividade (FALEIRO et al.,, 2004; MELETTI, 2009;
JUNGHANS, 2015; SANTOS et al., 2021).

Nessa perspectiva, o BAG da Embrapa Mandioca e Fruticultura possue 343
acessos pertencentes a 43 espécies, sendo P. edulis Sims a espécie com o maior
namero de acessos (153), os quais estdo divididos entre o maracuja-amarelo ou
azedo, e 0 maracuja-roxo (JESUS et al., 2021). Essa diversidade de acessos
contribui para estudos de melhoramento genético e conservacdo dessa espécie, e
na obtencgédo de cultivares comerciais com caracteristicas agronémicas de interesse
(VIANA et al., 2016; JESUS et al., 2021; SANTOS et al., 2021).

Uma das maneiras de conservacao de acessos e manutencédo de BAGs é
por meio de conservacao e armazenamento de sementes. Alguns estudos com o
género tém sido desenvolvidos com esse foco (OSIPI e NAKAGAWA, 2005;
MAROSTEGA, et al., 2013; SOUZA e JUNGHANS, 2018; JUNGHANS, 2020; LUZ
e ARAUJO, 2020). Contudo, ainda é pouco o entendimento sobre qual a maneira
mais adequada de armazenamento, considerando aspectos importantes, como a
técnica de realizar o processamento dos frutos, as condigbes ambientais que sejam

mais apropriadas como a temperatura e a umidade, e a necessidade ou néo de



dessecacao prévia das sementes, considerando a especificidade de cada espécie
(JUNGHANS & JUNGHANS, 2016).

As sementes de P. edulis podem diminuir sua viabilidade de forma gradual
em funcéo do tempo de armazenamento, esse fato esta intimamente relacionado
pelo local, tipo de acondicionamento, umidade, condigdes ambientais e o tempo em
que estdo submetidas a conservacéo (CATUNDA et al., 2003; PADUA et al., 2011;
JUNGHANS e JUNGHANS, 2016; GENEROSO et al., 2019;).

Portanto, é necessario estudos focados em estratégias de conservacgao de
sementes, e da influéncia de fatores ambientais para a viabilidade, germinacéo e
fertilidade de graos de pélen em espécies do género Passiflora para contribuir de
forma significativa na conservacéo e melhoramento de recursos genéticos vegetais
do género Passiflora (SEREJO et al.,, 2012; JUNGHANS e JUNGHANS, 2016;
JUNGHANS, 2020). E de suma importancia o desenvolvimento de estudos que
tenham como finalidade compreender as caracteristicas e comportamento
germinativo das sementes de Passiflora em condi¢des diferenciadas de
armazenamento (JUNGHANS, et al., 2019). Assim, pode-se obter mesmo apés
longos periodos de armazenamento, plantas e lotes de sementes com altas taxas
de germinacgdo tanto para uso na regeneracdo de acessos do BAG como para
cruzamentos nos programas de melhoramento genético (JUNGHANS e
JUNGHANS, 2016).

Além disso, o entendimento sobre a biologia reprodutiva de espécies do
género Passiflora, frente a influéncia que os principais fatores abi6ticos podem
exercer no processo de germinacédo de graos de pdlen e consequente frutificacao,
sdo importantes para planejamento e identificar o melhor momento para realizar
polinizacao artificial, como também para o melhoramento genético e conservacao
de gréos de pélen.

Assim, o presente trabalho teve como objetivos: i) determinar condi¢gdes de
ambiente, influéncia de dessecacdo prévia e métodos de processamento mais
apropriados e eficientes para 0 armazenamento e conservacao de sementes de P.
edulis Sims, principal espécie cultivada no Brasil, eii) avaliar viabilidade e
germinacdo de graos de polen submetidos a diferentes tempos de hidratagéo e
desidratacédo dos graos de polens in vitro e in vivo de espécies pertencentes ao
Banco de Germoplasma de Passiflora (BAG-P) da Embrapa Mandioca e

Fruticultura. Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo estabelecer



protocolo de armazenamento apropriado de sementes de Passiflora edulis Sims
com enfoque na conservagdo a médio e longo prazo, bem como, avaliar o efeito de
hidratacéo e desidratac&o sucessiva na viabilidade de graos de poélen espécies do
Banco Ativo de Germoplasma de Passiflora (BAG-P) da Embrapa Mandioca e

Fruticultura.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1Diversidade genética do género Passiflora

Muitas espécies de Passiflora sdo cultivadas para fins comerciais e sao
designadas para a alimentacdo, na producdo de farmacos e cosméticos, enquanto
outras espécies possuem flores exuberantes com grande potencial de uso como
plantas ornamentais (ATAIDE et al., 2012; FALEIRO et al., 2017). As espécies mais
cultivadas para a producéo e comercializacao de frutos no Brasil é a Passiflora edulis
Sims. (maracuja amarelo/azedo) e a P. alata Curtis. (maracuja doce), (OLIVEIRA et
al., 2019; FALEIRO et al., 2015). Outras espécies, tais como, Passiflora setacea D.C.
(maracuja do sono, maracujid do cerrado, maracuja pérola, maracuja sururuca,
maracuja de cobra), Passiflora cincinnata Mast. (maracuja do mato, maracuja da
caatinga), Passiflora nitida Kunth. (maracuja suspiro, maracuja do cerrado), Passiflora
quadrangularis L. (maracuja gigante, maracuja de quilo) e Passiflora maliformis L.
(cholupa, granadilla de piedra) possuem comercializagdo restritas ao local de
ocorréncia em determinadas regides do Brasil (OLIVEIRA et al., 2019; FALEIRO et
al., 2015).

Parte da diversidade desse género, tém sido mantidas em Bancos Ativos de
Germoplasma (BAG), onde a finalidade é agregar acessos de diversas espécies de
forma ex situ (FALEIRO et al., 2017). Os acessos podem ser conservados in vivo (no
campo), por meio de sementes e in vitro, embora ndo seja muito frequente
(MATSUMOTO et al., 2010).

A Embrapa Mandioca e Fruticultura possui 0 maior Banco de Germoplasma de
Passiflora (BAG-P) do mundo, com 45 espécies representativas de 343 acessos em
gue sdo conservados em cultivo em campo (Jesus et al., 2021), telado e em sementes
armazenadas em refrigerador ou camara fria (FALEIRO et al., 2017). Neste BAG, a
espécie de P. edulis Sims representa a maior diversidade de acessos (153), com
diversidade entre maracuja-azedo, maracuja-amarelo e maracuja-roxo (Jesus et al.,
2021). Sendo importante espécie a ser utilizada nos estudos de conservagao e
melhoramento genético, tendo em vista, que € a espécie de maior producdo e
comercializacao.

Além do Brasil, paises como Equador, Peru, Africa do Sul, Costa Rica, México,

Venezuela, Bolivia e Australia, cultivam espécies do género, com destaque para a



Colémbia, que cultiva comercialmente seis espécies: P. edulis Sims, P. edulis f. edulis
Sims (gulupa, maracuja-roxo), P. maliformis L., P. tripartita (Juss.) P. quadrangularis
L. e P. ligularis A. Juss. (granadilla), sendo essa Ultima a mais tradicionalmente
cultivada (OLIVEIRA et al., 2019; XX).

Muitas espécies de Passiflora originaram-se na América Tropical, sendo que
cerca de 150 séo nativas do Brasil (BERNACCI et al., 2015; OCAMPO et al., 2016;
CERQUEIRA-SILVA et al., 2012). O cultivo no Brasil foi impulsionado na década de
70, em que a comercializacao era prioritariamente in natura (FREITAS, 2018). Nos
anos 80, a industria comecou a explorar os sucos da fruta, e consequentemente,
expandiu a exploracdo do produto e comercializagdo da mercadoria industrializada. A
partir disso, o cultivo de maracujazeiro na agricultura familiar foi estimulada, e nos
anos 90 foi definido pela expanséo das terras cultivaveis e area colhida do maracuja
no Brasil (FREITAS, 2018).

Conforme os dados do IBGE do ano de 2020, a &rea plantada ou destina ao
cultivo de maracuja no Brasil, atingiu mais de 46.000 hectares, obtendo cerca de
700.000 toneladas, com valor da producéo das lavouras em torno de 1,4 bilhdes de
reais ao ano.

Os Estados do Cear4, Bahia, Santa Catarina, Pernambuco e Minas Gerais, se
destacaram, respectivamente, na producdo de maracuja no Brasil no ano de 2020,
sendo o Ceara e a Bahia os maiores produtores, com 199.725 e 197.160 toneladas

por hectare, respectivamente (IBGE, 2020).

2.2 Caracteristicas gerais do género Passiflora

O maracujazeiro é pertencente a familia Passifloraceae Juss. que agrega 27
géneros, totalizando cerca de 900 espécies distribuidas em zonas tropicais e
subtropicais do mundo, especialmente, nos continentes da América e Africa (THE
PLANT LIST, 2020; APG III, 2009). Dentro desta familia, a subfamilia Passifloroideae
(Passifloraceae sensu stricto) é diversa em espécies e engloba 16 géneros e mais de
700 espécies de distribuicdo pantropical (FLORA DO BRASIL, 2022). No Brasil ha
registros de quatro géneros: Ancistrothyrsus Harms; Dilkea Mast.; Mitostemma Mast.
e Passilora L., sendo o ultimo o mais numeroso e mais representativo da familia
(ARAUJO; ALVES, 2013; BERNACCI et al., 2015).



Embora o maracujazeiro tenha origem nas Ameéricas Tropical e Subtropical, o
Brasil € um pais que abriga grande diversidade, com aproximadamente 150 espécies
endémicas; destas, 31 espécies sdo endémicas no Estado da Bahia. O género é
representado por possuir ampla distribuicdo e ocorréncia em varios biomas (BFG,
2015; NETO, 2008; OLIVEIRA et al., 2019).

Passiflora € um dos géneros mais diversos dentro da familia Passifloraceae, e
constitui 0 maior de plantas trepadeiras e lianas da Regido Neotropical. Esse género
ja foi anteriormente distribuido em 22 subgéneros e atualmente sdo reconhecidos
apenas seis subgéneros, dos quais quatro ocorrem no Brasil, tais como: P. subg.
Astrophea (DC.) Mast., P. subg. Decaloba (DC.) Rchb., P. subg. Deidamioides
(Harms) Killip e P. subg. Passiflora (FLORA DO BRASIL, 2020).

Com relacdo as caracteristicas fenotipicas dessas plantas, sdo trepadeiras
herbaceas ou lenhosas de ramos cilindricos ou quadrangulares, angulosas,
suberificadas, glabras ou pilosas, podendo atingir 5 a 10 m de comprimento
(TEIXEIRA,1995; FALEIRO et al., 2017; FLORA DO BRASIL, 2022).

No Brasil, 0 género Passiflora tem ocorréncia generalizada em todas as regioes
do pais, sendo que, os Dominios Fitogeograficos em que tem predominancia sao:
Amazobnia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal (FLORA DO
BRASIL, 2020). Entretanto, a grande maioria das espécies nao sobrevivem a geadas,
sendo que baixas temperaturas reduzem o metabolismo dessas plantas, e
consequentemente reduz a taxa de crescimento e desenvolvimento, principalmente
quando associados a baixa radiacdo solar (FLORA DO BRASIL, 2020). Portanto, a
temperatura € fator determinante para o desenvolvimento da planta, desde o
florescimento, fecundacéo, frutificacdo, maturacdo e qualidade dos frutos que sao
dependentes de temperaturas mais elevadas (FALEIRO et al., 2017).

Apesar disso, a maior parte das espécies do género apresentam um
desenvolvimento proeminente, com periodo de florescimento e frutificacdo em varios
meses durante o ano, sendo um fator positivo para quem o cultiva, obtendo renda em
varios periodos do ano (MELETTI, 2011; FALEIRO et al., 2017).



2.3 Fenologia e Sistema Reprodutivo em Passiflora

No que se refere a reproducao das espécies de Passiflora, as flores do género
sao hermafroditas, geralmente possuem tamanhos relativamente grandes, com flores
atraentes com diferentes cores, que varia desde branca, rosa, magenta, tons de
vermelho, azul ou roxa e bastante perfumadas (JESUS, et al. 2015a; JESUS, et al.
2015b; FALEIRO et al. 2017).Essas caracteristicas podem estar relacionadas a
aspectos evolutivos da espécie, para atrair aos agentes polinizadores, obtendo
sucesso na troca de material genético, considerando que as flores da maioria das
espécies de Passiflora sdo auto incompativeis (MELO, et al., 2018). Desse modo, 0s
sistemas de polinizacdo podem ser utilizados como ferramentas U(teis para
compreender os processos de evolucdo morfologica, fisiolégica e comportamental,
bem como a variabilidade genética (ACIOLI, 2003).

Uma caracteristica inerente as flores do género, é uma corona formada por
numerosos filamentos ou fimbrias, sendo investigada como originada por sépalas e
pétalas (FALEIRO et al. 2017). O androginoforo colunar bem desenvolvido esta
localizado no centro, juntamente com o ovario globuloso unilocular e multiovulado.
Dessa forma, a estrutura feminina contém trés estiletes livres ou conectados na base
com estigmas capitados, ja a estrutura masculina é formada por cinco estames com
filetes que podem ser livres ou conectados na base com anteras dorsofixas e versateis
(JESUS et al., 2015a; JESUS et al., 2015b; FALEIRO et al., 2017).

No que se refere a antese das flores, é variavel entre as espécies, podendo ser
originada pela manha, tarde ou noite, considerando que algumas espécies pode ser
sensiveis ao fotoperiodo, tendo a necessidade de dias mais longos para estimular o
florescimento (JESUS et al., 2015a; JESUS et al., 2015b; FALEIRO et al. 2017).No
momento em que a flor se abre os estiletes se encontram em posicao vertical. Apos a
antese completa, os estiletes se curvam até os estigmas para ficar na mesma altura
das anteras, podendo assim ser tocados pelos agentes polinizadores (BRUCKER et
al. 2005). Embora as flores das espécies de Passiflora possuam as duas estruturas
reprodutivas funcionais, a maioria séo alégamas (JUNQUEIRA et al. 2001). Muitas
espécies possuem incompatibilidade germinativa, ou seja, o pélen produzido em uma
flor ndo pode se autofecundar ou fecundar de forma eficiente as demais flores
produzidas nas mesmas plantas (JUNQUEIRA et al. 2001).



Os graos de pdlen sédo densos, e por esta razdo nao podem ser polinizados por
agentes abidticos como o vento, portanto, dependem diretamente de insetos
presentes no pomar para promover a polinizacdo (DETTKE e SANTOS, 2009). Dessa
maneira, a polinizacdo natural das espécies de Passiflora, geralmente é realizada por
insetos como moscas, formigas, vespas, abelhas do género Xylocopa (conhecidas
popularmente como mamangavas), e também por aves como o beija-flor e mamiferos
como o morcego (JUNQUEIRA et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2017).

Soares et al. (2018), verificaram em seu estudo que o grdo de podlen de
diferentes espécies de Passiflora possui formato oblato esferoidal. Esses autores
observaram que a maioria das espécies analisadas apresentaram na superficie do
gréo de pdlen substancias lipofilicas, denominado de pollenkit, a qual possui funcéo
importante para a dispersao contribuindo com adeséo os graos de pdlen ao corpo do
agente polinizador. Desta maneira, é notorio que as espécies de Passiflora no curso
da evolugéo promoveram adaptacgdes evolutivas consideradas de grande importancia
para a fecundacéo do grdo de pélen e eficiéncia no processo de troca de material
genético (MUSCHNER, 2005).

Com relagédo a influéncia das condi¢cées ambientais para o florescimento e
frutificacdo, conforme Costa et al. (2008), a temperatura e luminosidade sao fatores
importantes. A temperatura adequada para o melhor florescimento e frutificacdo varia
entre 21 °C e 23 °C tendo como temperatura 6tima 23 °C e 25 °C, sendo que
temperaturas acima de 35 °C prejudica a frutificagcdo. Outro fator considerado
determinante para formato de flores e frutos € a luminosidade, sendo que, acima de
11 horas diarias de luz proporciona melhores condi¢des de florescimento (COSTA et
al. 2008).

Além disso, as condi¢cbes hidricas sdo consideradas fatores relevantes no
cultivo de Passiflora. Uma deficiéncia hidrica prolongada pode provocar paralisacao
das atividades vegetativas e atraso no florescimento com queda de flores e de frutos
e consequente reducao da produtividade e qualidade de frutos (COSTA, et al. 2008;
REZENDE, et al. 2010; FALEIRO & JUNQUEIRA, 2016).

Assim 0 excesso de agua é também prejudicial a polinizacédo, pois, pode
provocar rompimento dos grédos de polen (DINATO et al., 2016). Contudo,
temperaturas muito altas associadas a baixa umidade podem ser prejudiciais a
receptividade do estigma e ao desenvolvimento dos frutos, ndo havendo fecundacéo

dos gréos de polen e os frutos podem nao vingar, aléem disso, correntes de ventos



guentes e muito forte podem danificar as flores (COSTA, et al. 2008; REZENDE, et al.
2010; FALEIRO & JUNQUEIRA, 2016).

Siqueira et al. (2009), ndo encontraram frutificacdo de Passiflora edulis com e
sem introducdo de abelhas do género Xylocopa em periodo chuvoso, 0 que sugere
gue a umidade pode ser um elemento influenciador de forma significativa no processo
de fertilizacdo do gréo de pdlen no estigma.

Estudos sobre biologia reprodutiva, estdo relacionados de forma direta na
escolha de metodologias utilizadas nos Programas de Melhoramento genético e
conservacao das espeécies vegetais. Além disso, analisar a viabilidade de gréos de
pélen torna-se imprescindivel para observar, entender e resolver possiveis
dificuldades de esterilidade, contribuindo efetivamente com o manejo adequado da
espécie em questdo (ZAMBON, et al., 2014; BRITTO, 2017; JESUS, et al., 2018).

Além disso, o entendimento sobre as caracteristicas florais dos acessos
disponiveis contribui com a selecado de melhores genitores para realizacbes de
hibridiza¢cdes, através do conhecimento de viabilidade de capacidade de germinacdes
dos gréos de polen (ZAMBON, et al., 2014; BRITTO, 2017; JESUS, et al., 2018).

Contudo, sabe-se que alguns fatores e condi¢cdes ambientais (temperatura,
umidade, sincronia e a receptividade do estigma de uma flor compativel) considerados
relevantes influenciam de forma direta a viabilidade, germinacdo e polinizacéo
(ZEIGER et al., 2017) Segundo Costa et al. (2008), a temperatura e luminosidade e
as condicles hidricas. A partir de determinado nivel esses fatores causam efeitos
deletérios na polinizacdo, mas ndo ha até o momento estudos focados em entender
como esses fatores abiéticos atuam na viabilidade e germinacéo in vitro e in vivo em

Passiflora spp.

2.4Recursos genéticos de Passiflora

A conservacédo de Recursos Genéticos se refere a um conjunto de estratégias e
acOes pensadas com finalidade de preservar organismos biolégicos que possuem
valor de mercado (COSTA et al. 2012). O material biologico pode ser plantas utilizadas
na alimentacdo e ornamentacdo, microrganismos aplicados nas industrias, como
também, plantas cultivadas para fabricacdo de moveis e utilizadas na construgao civil.
Portanto, o recurso genético diz respeito a todo material biol6égico com aplicabilidade

econOmica para o ser humano (COSTA et al. 2012).



A conservacgédo de recursos genéticos preserva a diversidade e da variabilidade
genética contidas em genomas de individuos representativos de espécies e géneros,
sendo assim, é possivel preservar no ambiente natural, (denominado in situ), ou
mantendo germoplasmas em condi¢des fora do ambiente natural (denominado de ex
situ) (COSTA, et al. 2012).Nesse contexto, torna-se importante entender o conceito
de Germoplasma, que, segundo o Centro de Biotecnologia de Sementes (Seed
Biotechnology Center) da Universidade da Califérnia (2020), o termo se refere a todo
e qualquer tecido biolégico vivo pelo qual plantas podem ser cultivadas, desde
sementes ou qualquer outra parte da planta que podem ser transformadas em uma
planta inteira. Sendo assim, o germoplasma contém informac¢fes para a composi¢ao
genética de uma espécie, sendo considerado como um “recurso natural valioso da
diversidade vegetal” (Seed Biotechnology Center, 2020).

Muitos pesquisadores e estudiosos da area agricola, tém investigado maneiras
de como utilizar desses recursos e conserva-los, de maneira a estabelecer Bancos
Ativos de Germoplasma (BAG) ou cole¢bes de Germoplasma com finalidade de
conservar a biodiversidade e contribuir com programas de melhoramento genético
vegetal ou outros fins (SANTONIERII & BUSTAMANTE, 2016; CABRAL et al., 2004;
COSTA et al., 2011).

Sendo assim, o Banco Ativo de Germoplasma € responsavel por manter uma
guantidade de acessos maior que de uma colecdo e representa a variabilidade
genética da espécie ou género (VEIGA et al. 2012). A manutencédo tem por finalidade
conservar e regenerar, bem como, disponibilizar para utilizacdo e intercambio. Os
BAGs no geral estdo instalados em instituices de pesquisa, ensino e extensao a nivel
estadual e federal destinados a pesquisa (VEIGA et al. 2012).

De acordo com Ferreira (2011), o Banco de germoplasma pode ser estruturado
em instituicbes de pesquisa com iniciativa publica ou privada. Segundo o autor, um
banco pode ser definido como um depdsito de armazenamento e conservagao de
variabilidade genética de uma ou de varias espécies de um género por meio de
colecdes de germoplasmas em forma de sementes, explantes in vitro ou plantas a
campo. Contudo, a conservacdo de germoplasma de espécies frutiferas, como o
maracuja, é frequentemente realizada no campo, com poucas duplicatas de acessos
de algumas espécies na forma de sementes ortodoxas ou, em alguns casos, por
cultura de meristema in vitro (FERREIRA, 2011).



Conforme Ferreira (2005), o Brasil se destaca com maior niumero de cole¢fes e
acessos de Passiflora existentes no mundo, contendo maiores acervos de
germoplasma deste género, com cerca de 67 espécies e aproximadamente 600
acessos distribuidos em oito colecdes. Segundo o autor, as instituicdes que agregam
maiores e melhores colec¢des séo o Instituto Agronémico do Parana (IAPAR), Instituto
Agrondmico do Estado de Sao Paulo (IAC), Universidade Estadual Paulista (UNESP)
e a Embrapa.

Embora o Brasil tenha agregado grande variabilidade genética e colecdes
consideradas importantes, ha uma preocupa¢do com a invasdo agricola no Centro-
Norte do pais, que pode provocar eliminacdo de algumas espécies selvagens e o
desaparecimento de muitos gendétipos considerados importantes para 0s programas

de melhoramento genético do género Passiflora (FALEIRO et al. 2011).

2.5Conservacao de Sementes

Floriano (2004) acredita que a finalidade do armazenamento de sementes de
forma geral, vai desde a producdo de lavouras comerciais até a manutencdo de
bancos de germoplasmas, e isso determina a duracdo do armazenamento (se em
curto ou longo prazo). O armazenamento de sementes deve ser feito de forma segura
e correta para garantir a qualidade fisioldgica durante todo periodo de armazenamento
(Silva et al., 2010). A primeira estratégia importante para a conservacado ex situ de
qualquer espécie vegetal consiste na determinacédo do desempenho de sementes sob
armazenamento, considerando que, a sensibilidade a dessecacao pode ser um fator
limitante para a conservacgao de algumas espécies de plantas (GOLD e HAY, 2014).

A propagacao de espécies de Passiflora pode ser feita de forma sexuada por
meio de germinacdo de sementes, ou ainda de forma assexuada com o método de
enxertia, estaquia ou cultura de tecidos (FALEIRO et al., 2019; LIMA et al., 2017). A
propagacdo via sementes ainda € a forma mais aplicada por muitos produtores e
instituicbes de pesquisa, e por isso, € de suma importancia o conhecimento sobre o
potencial de germinacgédo e conservacdo de sementes desse género, com a finalidade
de producgéo e/ou manejo em bancos de germoplasma (JUNGHANS, 2020). Nesse
contexto, ha um fator preponderante no condicionamento de sementes que consiste

na tolerancia a dessecacéo de cada espécie. As sementes podem ser classificadas



em recalcitrantes, ortodoxas ou intermediarias (GOLD e HAY, 2014; JUNGHANS,
2017).

As sementes consideradas ortodoxas sdo aquelas que quando séo dispersas
apresentam teor de agua entre 5 e 15% do seu peso umido, variando conforme
espécie, toleram a dessecacéao a niveis abaixo de 7%. Em contrapartida, as sementes
recalcitrantes apresentam um elevado teor de agua e um metabolismo ativo quando
dispersas, apresentam, portanto, limites de tolerancia a dessecacdo (BARBEDO e
FILHO, 1998; PAULILO; VIANA; RANDI, 2010). Ja as sementes intermediarias, sao
aquelas que toleram a secagem de até 8% de contelido de 4gua. Sementes com esse
comportamento, geralmente perdem a viabilidade mais rapidamente a baixa
temperatura e ndo suportam armazenamento a -20 °C (GOLD e HAY, 2014). Nesta
perspectiva, Passiflora edulis € uma espécie com as sementes consideradas
ortodoxas (JUNGHANS, 2017).

Diante disso, varios métodos séo estudados com finalidade de obter melhores
condicBes de armazenamento de distintas espécies de plantas, sendo notério que a
principal técnica de conservacao de sementes durante o armazenamento €, ainda, o
retardamento do seu metabolismo ou diminuicdo de temperatura e 4gua (KOHOMA
et al., 2006).Variadas espécies tropicais apresentam comportamento de intolerancia
a dessecacdo aos niveis desejaveis para conservacdo em armazenamento, 0 que
implica na necessidade de desenvolvimento de técnicas especificas e alternativas
para sua conservacao (KOHOMA et al., 2006).

Todavia, com relagcdo ao favorecimento de propagacdo e conservacao de
espécies de Passiflora, € essencial o entendimento de métodos e técnicas eficientes
para armazenamento de sementes, considerando as dificuldades na preservacao de
viabilidade ap6s o armazenamento de sementes de muitas espécies do género
(PEREIRA et al., 2011). Sementes de Passiflora edulis demonstram que ao serem
armazenadas e submetidas a variag6es de umidade e temperatura, podem apresentar
comportamento de dorméncia diferenciados (FONSECA, 2004; MARTINS et al.,
2005).

Desta maneira, € imprescindivel o conhecimento sobre o tratamento correto
das sementes, para que néo haja perdas e danos fisiologicos. Na literatura é notério
gue algumas espécies do género Passiflora ainda ndo possuem uma definicdo muito
coesa quanto a sua classificacdo a tolerancia a dessecacdo. Assim, uma das

maneiras de conservacao de recursos geneéticos ex situ de muitas espécies vegetais



se da com o armazenamento ao longo prazo de sementes consideradas ortodoxas
(PEREZ-GARCIA et al., 2007). Contudo, € muito frequente espécies do género
Passiflora tenham dificuldades de germinacdo em condicées naturais (PADUA et al.,
2011), indicando a necessidade de ampliar as informacdes acerca das condi¢cdes de
processamento das sementes, das embalagens mais apropriadas e das condi¢des de
armazenamento.

Alguns estudos com P. edulis apresentaram distintos tempos de
armazenamento considerados eficientes na conservacao de sementes dessa espécie.
Carlesso et al. (2008), verificaram que as temperaturas de secagem das sementes de
P. edulis ndo influenciam de forma direta na germinacdo, e dessa maneira o
armazenamento por trés e seis meses nao prejudicou a qualidade fisiol6gica das
sementes. Ja os autores JUNGHANS e JUNGHANS (2016), verificaram que é
possivel armazenar sementes dessa espécie por longos periodos a partir de ajustes
de umidade, sendo capaz de conservar pelo periodo de 11 anos em refrigerador com
teor de agua de 6,8%.

Um fator que pode influenciar na qualidade fisiol6gica das sementes € o método
de extracdo da mucilagem e processamento dos frutos para obtencdo de sementes.
Nesse contexto, Assis et al. (2018), verificaram que os melhores métodos de extracao
de mucilagem foram as sementes sem fermentacao e fermentacao em agua misturada
com acucar, independente do substrato utilizado. Severiano et al. (2018), observaram
gue os melhores resultados foram observados nas técnicas de remocéao de arilo por
meio de degomagem em agua, esfregamento de areia e misturador mecanico.

Outro elemento importante a considerar no armazenamento de sementes € a
embalagem a ser utilizada, assim, Carlesso et al. (2008), inferiram em seus estudos
gue as sementes de P. edulis podem ser conversadas em recipientes de vidro ou
polietileno, pelos periodos de 3 e 6 meses, sem interferir na viabilidade das sementes.
Catunda et al. (2003), analisaram que a embalagem adequada esta intimamente
ligada ao ambiente em que as sementes serédo submetidas no armazenamento, sendo
assim, eles verificaram que o refrigerador independente da embalagem se mostrou
mais apropriado para condicionamento, seguida de camara fria, bem como, em
ambiente natural a embalagem impermeavel ndo se apresentou adequada para o

armazenamento de sementes.
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Qualidade fisiologica de sementes de Passiflora edulis Sims avaliados em
diferentes tempos de armazenamento e embalagens

Resumo: A principal forma de propagacao da Passiflora edulis Sims (maracujazeiro
amarelo/azedo) nos pomares comerciais € por sementes, o que torna imprescindivel
estudos relacionados a sua germinacdo e conservacao. Assim, foi avaliado a
qualidade fisiologica de sementes de P. edulis armazenadas por um e trés anos em
diferentes ambientes e embalagens, para estabelecer um protocolo de conservagao
a médio e longo prazo. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado com quatro repeticoes de 25 sementes. Foi utilizado o acesso BGP418
distribuido em nove tratamentos (Trat): sementes processadas com mixer (Trat. 1),
sementes fermentadas sem dessecacao (Trat 2) e sementes fermentadas com
dessecacdo prévia (Trat. 3). Apds esses processamentos, as sementes foram
acondicionadas em diferentes embalagens (saco de papel [Trat. 4], saco plastico [Trat.
5] e garrafa PET [Trat. 6]) e armazenadas em diferentes ambientes (refrigerador a
temperatura de 7 a 10°C [Trat. 7], camara fria a 10°C [Trat. 8], e em bancada sob
temperatura ambiente de 25 + 5 °C [Trat. 9]) durante os periodos de um e trés anos.
Os resultados demonstraram que nos trés anos de armazenamento o tratamento com
maior porcentagem (%) de germinacdo foram as sementes processadas pela
fermentacdo, embaladas em garrafa PET e acondicionadas em camara fria, com valor
superior a 90%. Os tratamentos que nao tiveram muitas variacdes de médias entre o
primeiro e terceiro ano foram o0 processamento de fermentacdo com e sem
dessecacado e mixer, a embalagem com saco de papel, saco plastico e garrafa PET,
e as condi¢cOes de refrigerador e camara fria . O armazenamento de sementes em
bancada sob temperatura ambiente foi inadequado, uma vez que inibiu por completo
a germinacdo das sementes apoés trés anos. O ambiente que se apresentou mais
apropriado para a conservacao de sementes em trés anos foi o refrigerador ou camara
fria em qualquer uma das trés embalagens e processamento das sementes. Nesse
contexto, o presente trabalho contribui de forma significativa para o estabelecimento
de informacBes sobre protocolos e técnicas adequadas para armazenamento
apropriado de sementes de P. edulis no periodo analisado, informa¢des importantes
para agricultores e curadores de BAG de Passiflora.

Palavras-chave: Maracuja amarelo, embalagens para armazenamento, conservacao
de sementes



Physiological quality of seeds of Passiflora edulis Sims evaluated after one
and three years of storage

Abstract: The main form of propagation of Passiflora edulis Sims (yellow/blue passion-
fruit) in commercial orchards is by seeds, which makes studies related to their
germination and conservation essential. Thus, the physiological quality of seeds of P.
edulis stored for one and three years in different environments and packages was
evaluated to establish a protocol for conservation in the medium and long term. The
experiment was conducted in an entirely randomized design with four repetitions of 25
seeds. Access BGP418 was used and distributed in nine treatments (Treat): seeds
processed with mixer (Trat. 1), fermented seeds without desiccation (Trat. 2) and
fermented seeds with prior desiccation (Trat. 3). After these processes, the seeds were
packed in different packages (paper bag [Trat. 4], plastic bag [Trat. 5] and PET bottle
[Trat. 6]) and stored in different environments (refrigerator at 7 to 10°C [Trat. 7], cold
chamber at 10°C [Trat. 8], and on bench under room temperature of 25 + 5 °C [Trat.
9)]) for periods of one and three years. The results showed that in the three years of
storage the treatment with the highest percentage (%) of germination was the seeds
processed by fermentation, packed in PET bottles and stored in cold chamber, with a
value greater than 90%. The treatments that did not have many variations in averages
between the first and third year were the fermentation processing with and without
desiccation and mixer, the packaging with paper bag, plastic bag and PET bottle, and
the conditions of refrigerator and cold chamber. Storage of seeds on a bench under
room temperature was inadequate, since it completely inhibited seed germination after
three years. The environment that presented itself most appropriate for seed
conservation in three years was the refrigerator or cold chamber in any of the three
packages and seed processing. In this context, the present work contributes
significantly to the establishment of information about protocols and adequate
techniques for proper storage of seeds of P. edulis in the analyzed period, important
information for farmers and curators of Passiflora BAG.

Keywords: Yellow passion fruit, storage, seeds, conversation.



1. INTRODUCAO

Passiflora edulis Sims € uma espécie nativa do Brasil, possui alto valor nutritivo
e medicinal (DHAWAN et al., 2004). Os frutos séo de grande importancia econémica,
visto que, podem ser consumidos de forma fresca (in natura) ou ainda, de forma
processada em produtos como sucos, geleias, além disso, possui importantes
propriedades medicinais, como acao anti-inflamatéria e propriedades atuantes no
controle de disturbios associados a ansiedade e insonia (KUSKOSKI et al., 2006;
SOUSA et al., 2008; THOKCHOM e MANDAL, 2017).

O maracujazeiro amarelo/azedo (P. edulis) como é popularmente conhecido,
representa uma espécie muito valiosa para os produtores, sendo a espécie mais
cultivada mundialmente. O amplo interesse no cultivo desse tipo de maracuja deve-
se a qualidade dos seus frutos, alta produtividade e rendimento de suco, além de
apresentar precocidade produtiva em relacdo a outras frutiferas e rapido retorno do
capital investido (COSTA et al., 2005; ARAUJO et al., 2005)

Nesse sentido, essa espécie constitui desde grandes até pequenos pomares,
0S quais sdo majoritariamente propagados sexuadamente e conservado por meio de
sementes (PASSOS et al., 2004). Entretanto, diversas pragas e doencas podem
interferir diretamente na producdo e expansao dos pomares cultivados com essa
espécie (PERUCH; COLARICCIO; BATISTA, 2018).

Assim, a conservacao de plantas somente em campo pode acarretar perdas
importantes devido ao ataque de patdégenos e/ou mudancas abruptas de fatores
ambientais, como umidade e temperatura, além disso, a conservacao de acessos em
campo, pelos BAGs podem apresentar elevados custos para manutencdo e manejo
da cultura (SOUZA et al., 2009).

Contudo, as sementes sdo armazenadas muitas vezes pelos pequenos
agricultores até a utilizacdo na renovacao dos pomares, porém, a depender do tipo de
armazenamento a qualidade fisiolégica pode ser comprometida. Por tanto, muitos
pomares dependem de conservagdo de sementes para a sua manutencédo, além do
gue, muitas sementes conservadas sao originadas de genitores com caracteristicas
de interesse, e em caso de perda ou danos, ha possibilidade de reconstrucdo desse
material biolégico (SEBBENN, et al., 2007).

As sementes de Passiflora sao utilizadas para manutencdo de bancos de
germoplasma, o que necessita de entendimento preliminar do comportamento e

caracteristicas das sementes, bem como de protocolos adequados para a



conservagao e germinacdo (JUNGHANS; JUNGHANS, 2016), principalmente quando
o0 objetivo é conservar a variabilidade genética nos bancos de germoplasma.

Muitas espécies de Passiflora possuem dificuldades de dorméncia e
desuniformidade na germinacdo, 0 que acarreta grandes problemas no
armazenamento visando a sua conservacdo (ALVES et al., 2006; PADUA, 2011;
CARVALHO, 2017; MOURA et al., 2018). Portanto, é necessario utilizar de estratégias
para manutencdo da sua viabilidade, por isso, a importancia de desenvolver estudos
com finalidade de entender as possiveis variacdes e estipular ambientes e condi¢bes
mais adequadas de armazenamento e conservacao de sementes.Alguns estudos com
sementes de Passiflora edulis demonstram que as sementes podem apresentar
diferentes respostas de viabilidade ao serem conservadas em ambientes e
embalagens distintos, com variacdo de umidade e temperatura (FONSECA, 2004;
MARTINS et al., 2005; LIMA et al., 2019).

Desta maneira, este estudo teve como objetivos avaliar o efeito de i) diferentes
processamentos, ii) tipo de embalagens e, iii) das, e, das condi¢cdes de temperatura
na qualidade fisiologica das sementes de P. edulis armazenadas por um e trés anos.



2. MATERIAL E METODOS

3.1Local e material biolégico

Essa pesquisa foi realizada na Embrapa Mandioca e Fruticultura, localizada no
municipio de Cruz das Almas, Bahia, Brasil (Latitude: 12° 39' 11" Sul, Longitude: 39°
7' 19" Oeste). Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Conservacao e
Tecnologia de Sementes da Embrapa. Os frutos utilizados foram provenientes do
Banco de Germoplasma de Maracuja da Embrapa sendo selecionado frutos maduros
coletados apos a abscisao.

As sementes foram obtidas de frutos maduros colhidos de plantas pertencente
a espécie comercialmente cultivada de Passiflora edulis e mantidas no BAG de

Passiflora (acesso BGP418) da Embrapa.

3.2 Armazenamento de sementes e avaliacdo do teor de agua

O processamento dos frutos foi realizado em duas etapas. Etapa 1: a polpa com
o arilo foi colocada em Becker vedado com plastico filme para o processo de
fermentacao durante sete dias. Apés esse periodo de fermentacéo as sementes foram
lavadas em agua corrente e imersas em agua para eliminar sementes imaturas que
se mantiveram em suspenséo, Etapa 2: No quinto dia da fermentacao (da etapa 1), a
outra metade dos frutos, (ainda sem processar as sementes) foi feito a retirada da
mucilagem das sementes, com aparelho mixer de alimentos com laminas protegidas
para ndo danificar o tegumento das sementes, em seguida, as sementes foram
lavadas conforme descrito na etapa 1. As sementes da Etapa 1 e 2 foram colocadas
para secar em papel sobre bancada por um periodo de sete dias (1 semana). Apos
este periodo, uma parte das sementes do lote fermentado foi dessecada em
dessecador de vidro durante 24 horas contendo 1000g de silica gel desumidificadora

azul.

As sementes foram acondicionadas em trés embalagens (saco de papel, saco
plastico e garrafa PET), armazenadas em trés ambientes (camara fria a 10 °C,

refrigerador de 7 a 10 °C, e em bancada sob temperatura ambiente (25 + 5 °C) e



avaliadas com 1 e 3 anos apdés armazenamento. Apenas o tratamento fermentado +
dessecado foi armazenado em garrafa PET (Figura 1).

Apos os periodos de 1 e 3 anos de armazenamento das sementes, conforme o
tratamento descrito acima, a germinacao foi conduzida em caixa gerbox com papel
germitest umedecido com agua deionizada, em seguida, foram inseridas em camara
climatizada de germinacao do tipo BOD (Biochemical Oxygen Demand), no escuro
com temperatura alternada de 20 /30 °C.

A contagem da germinacéo foi realizada diariamente, a partir da semeadura até
o0 inicio da germinacéo. As avaliagbes posteriores foram realizadas a cada dois dias
até completar 30 dias apos serem colocadas em caixa gerbox e no BOD. O teor de
agua das sementes foi estimado a partir de trés amostras para cada tratamento,
contendo 10 sementes de cada, seguindo o método de estufa a 105 °C, conforme
definido por Brasil (2009).

. Dessecado
) (24h)

- -
pE Nt
- :..
- -
Secagem temperatura Saco papel Amblente
ambiente (1 semana)

- A Geladeira
N )

\ Garrafa pet

' _ Cémara fria
-
- y

Secagem temperatura
ambiente (1 semana) Saco plastico

Processamento com mixer
L CondigGes

Figura 1. Etapas para o processamento das amostras (sementes) utilizadas no ensaio

de viabilidade da geminacédo de sementes de P. edulis sob diferentes condicGes de
processamento, embalagem e temperatura de armazenamento. Crédito: Onildo

Nunes de Jesus

3.3 Delineamento Experimental e Analise Estatistica

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, sendo dividido em
nove principais tratamentos (Trat) composto por quatro repeticoes com 25 sementes

cada, descritos a seguir: sementes processadas com mixer (Trat. 1), sementes



fermentadas sem dessecacdo (Trat 2) e sementes fermentadas com dessecacéo
prévia (Trat. 3). ApOs esses processamentos, as sementes foram acondicionadas em
diferentes embalagens (saco de papel [Trat. 4], saco plastico [Trat. 5] e garrafa PET
[Trat. 6]) e armazenadas em diferentes ambientes (refrigerador a temperatura de 7 a
10°C [Trat. 7], camara fria a 10°C [Trat. 8], e em bancada sob temperatura ambiente
de 25 + 5 °C [Trat. 9]) durante os periodos de um e trés anos.

A taxa média de germinacédo (%) (emisséo de radicula visivel) das sementes
foi calculada considerando XX aspectos... e apresentadas em um grafico temporal (?)
que correspondeu ao longo do periodo de 30 dias apds semeadura (DAS). Também
foi apresentada porcentagem de germinacéo aos sete e 30 dias apds semeadura na
comparacao entre as condicbes de armazenamento, embalagem e método de
processamento inicial das sementes. A comparacdo da taxa de germinacdo das

sementes armazenadas por um e trés anos foi realizada pelo teste F da Anova.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As sementes de P. edulis processadas e armazenadas sob diferentes métodos
apresentaram resultados contrastantes quanto a sua germinacao, sobretudo, em
relacdo aos métodos de armazenamento. Considerando todos os tratamentos, foi
observado que a menor taxa de germinacdo (60%) ocorreu para as sementes
conservadas em bancada, enquanto as sementes armazenadas em camara fria e
geladeira apresentaram taxa de germinagcéao acima de 85% (Figura 2A). As sementes
armazenadas por um ano sob bancada, independente da embalagem, apresentaram
baixa germinacdo com 24% e 49% aos sete e 30 DAS, respectivamente. Esse
resultado de baixa germinacéo, pode estar associado a temperatura testada (25 °C)
registrada no ambiente, considerando as possiveis variacdes as quais podem ter
acelerado o metabolismo da semente a degradacdo de reservas energéticas e,
consequentemente, do embrido (TAIZ et al. 2017). Por outro lado, as sementes
conservadas em geladeira (temperatura 7°) e camara fria (temperatura 7 a 10°)
apresentaram germinacao acima de 90% nas duas avaliagdes (Figura 2B).

Normalmente, sementes conservadas sob baixas temperaturas mantém o
metabolismo em repouso, conservando as reservas para serem utilizadas quando os
fatores exogenos, a exemplo de agua, luz e temperatura forem adequados a sua
germinacao (TAIZ et al. 2017; ZIEGLER & DEMITO, 2019).



Com um ano de armazenamento nos diferentes métodos de embalagens (P =

0,68) e com tratamento prévio das sementes (P = 0,89) ndo afetaram a qualidade

fisiologica das sementes de P. edulis (Figura 2C, D). Houve redugéo da germinacgéo

das sementes pelo método de armazenamento em bancada (Figura 2E).

@

—— [ Ambiente ] —— [ Geladeira ]

—— [ Cémara fria |

Armazenamento Embalagem  Limpeza das sementes

= A [ Ambiente ) [ Saco de papel ) ( Fermentagio, U:8.85% )
100 ——B [ Geladeira ] [ Saco de papel | [ Fermentagio, U:697% )
[ Cimara fria ) ( Saco de papel ) [Fermenlagiu} U:8.84% )
90 - seeeeD ( Ambiente ] ( Saco plastico ] [ I'ermentagio, - U: 8.74% l
" oo E [ Geladeira ) ( Saco plastico ] [ Fermentagio, S w7 )
seees F [ Camara fria ) [ Saco plastico ) ( Fermentacio, Tf U:8.81% )
Bl
70 - ==-G [ Ambiente ) ( Garrafa PET ) ( Fermentagio, = U:8.50% )
===H [ Geladeira ) [ Garrafa PET ] [ Fermentagio, S U:727% )
F 60 - ===] (Cimara fria ) [ Gamafa PET ) [ Fermentagdo, U:9.58% )
S = =] [ Ambiente ] [ Saco de papel ) [ Mixer, U:947% )
S
E 50 - — = == = == == == == == = = =K [ Geladeira ] [ Saco de papel ) [ Mixer, g U: 8.10% )
E PP B iarrY 2t L ( Cimara fria ) [ Saco de papel ) [ Mixer, T U:9.92% )
~ =+ M( Ambiente ) [ Saco plastico ) [ Mixer U:9.52% )
= + N [ Geladeira ) [ saco plastico ] [ Mixer, S U:8.15% )
30 b =
= - O Camara fria ) [ Saco plastico ] [ Mixer, = U:967% )
20 - = P [ Ambiente ) [ Gamrafa PET ) [ Mixer, E U:963% )
= Q [ Geladeira ) [ Garafa PET | [ Mixer, = u:766% )
10 = R [ Cimara fria ) [ Gamafa PET ) [ Mixer, U:10.02% )
= - S [ Ambiente ) [ Gamrafa PET ) [ Fermentagio/Dissecada, U: 9.75% |
0— . T 1 .
- i i i g do/Diss J: 7.72%
0 5 10 15 20 a5 30 T [ Geladeira ] [ Garrafa PET | [ Fermentagio/Dissecada, U: 7.72% |
Dias apos semeadura U | Camara fria Garrafa PET Fermentagio/Dissccada, U: 8.87%
. N . B 7 DAS 30 DAS
—Ambiente ——Geladeira ——Camara Fria
[ o ——Saco de papel ——S8aco plastico =—Garrafa PET B7DAS ®30DAS
100 4 g > g @ 100 ] ~ o
90 1 U: 9.12% 90 4 s, =
. 801 U 765% =] 80 A R =
£ 709 U:947% = £ 701 o =
2 60 1 £ 1 g 60 g
2 50 £ S 50 g
E| £ g K]
Z 40 | E E 40 A £1
s & 5 2 |
3 30 1 o & 301 ]
20 A 20 4
P =0.0000 =
10 4 10 4 P =0.6882
Or T T | 0 T
0 10 20 30 0 10 20 30 Sacode Saco Garrafa
Dias apés semeadura & Dias apos semeadura papel  plastico  PET
L ad
B Saco de papel Suaco plastico ™ Garrafa PET
@ —Fermenlacio =——Mixer =—Fer/Dissec B7 DAS 30 DAS @ - on 2 S o,
- 2m2 3455 32w £8¢
100 - - - e 223 55 S
90 = = e
80 -
1 : = 1 =
g 70 4 g2 - 2 g o
£ Usa T g a e
> 60 4 I: 8.37% o - P
=4 U:9.08% % g
i v
£ U:878% £ £ S <
= o0 : el 2
2 30 A 8 Y1a =
o - o @
20 4
10 4 P=0.8912
0 T T !
0 10 20 30 ;?_e & & 7DAS 30 DAS 7DAS 30 DAS 7DAS 30DAS
. R o & &
Dias apds semeadura \é“\ w ,‘\Q\ Ambicnte Geladeira Camara Fria
& 3

Figura 2. Percentuais de germinag&o ap0s um ano de armazenamento de sementes

de Passiflora edulis em funcdo dos diferentes ambientes,

embalagens e

processamento das sementes. A) Grafico geral contendo todos os tratamentos. B)

Curva de germinacdo em funcdo do ambiente de armazenamento (camara fria,

geladeira e temperatura ambiente sobre bancada) aos 30 DAS com seus respectivos



teores de 4gua, e, grafico em barra contendo percentuais de germinagéo aos 7 e 30
DAS,. C) Curva de germinacédo das variaveis para os métodos de embalagens (saco
de papel, saco plastico e garrafa PET) e grafico em barra contendo percentuais de
germinacdo aos 7 e 30 DAS. D) Curva de germinacdo dos tratamentos para as
diferentes formas de processamento das sementes (fermentacdo, mixer, e
fermentacao e dessecacédo), com seus respectivos teores de agua, e grafico em barra
contendo percentuais de germinacao aos 7 e 30 DAS. E) Graficos em barra contendo
percentuais de germinacao das variaveis embalagens (saco de papel, saco plastico e

garrafa PET) em funcéo dos diferentes ambientes de armazenamento aos 7 e 30 DAS.

Na avaliacdo das sementes conservadas por trés anos foi observado variacao
na porcentagem de germinacdo préximos a 70% para as sementes fermentadas e
dessecadas previamente, acondicionadas em garrafa PET e armazenadas em
geladeira, bem como, aquelas que foram processadas no mixer em garrafa PET e
colocadas em camara fria (Figura 3A). A conservacdo das sementes em bancada,
independentemente do método de embalagem, inibiu completamente a germinacao
das sementes (Figura 3B). Esse resultado indica que a oscilacdo da temperatura
ambiente proporciona aumento nas taxas de respiracdo da semente e,
consequentemente, maior consumo das reservas ou morte do embrido (TAIZ et al.,
2017).

Quanto menor a temperaturas, ha uma reducao da taxa respiratéria e atividade
metabdlica das sementes, consequentemente, diminui o consumo das reservas
energéticas, (pela agdo das enzimas a-amilase e p-amilase), mantendo a estrutura
celular e preservando a taxa de germinacgéo (ZIEGLER & DEMITO, 2019).

O armazenamento de sementes de P. edulis por oito meses em geladeira e
freezer sdo mais eficientes (com taxa de germinacdo de 100%), em relacdo a
sementes armazenadas em temperatura ambiente (50%) (Pedri et al., 2020).
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Figura 3. Percentuais de germinacéo apos trés anos de armazenamento de sementes
de Passiflora edulis em funcdo do ambiente, embalagem e processamento das
sementes. A) Grafico geral contendo todos os tratamentos. B) Curva de germinacao
em funcédo do ambiente de armazenamento (camara fria, refrigerador e temperatura
ambiente sobre bancada) aos 30 DAS com seus respectivos teores de agua, e grafico
em barra contendo percentuais de germinagcdo aos 7 e 30 DAS. C) Curva de
germinacao das variaveis embalagens (saco de papel, saco plastico e garrafa PET) e
grafico em barra contendo percentuais de germinacdo aos 7 e 30 DAS. D) Curva de
germinacao dos tratamentos para as diferentes formas de processamento das
sementes (fermentacéo, mixer e fermentacdo e dessecacao), com seus respectivos

teores de agua, e grafico em barra contendo percentuais de germinacéo aos 7 e 30



DAS. E) Gréficos em barra contendo percentuais de germinacdo das variaveis
embalagens (saco de papel, saco plastico e garrafa PET) em funcdo dos ambientes
armazenados aos 7 e 30 DAS.

Os melhores tratamentos (geladeira e camara fria) obtiveram valores de
germinacao muito proximos (Figuras 2B e 3B), porém, considerando o teor de agua
das sementes armazenadas nessas duas condi¢Oes, observou-se que a geladeira
apresentou teor de agua 1,82% menor em relacdo a camara fria (Figura 2B e 3B).
Essa condicdo pode promover a conservacdo das sementes por mais tempo
(JUNGHANS E JUNGHANS, 2016). O teor de agua € um fator importante para a
longevidade das sementes, uma vez que no processo de maturacdo pode ocorrer
diferenciacdo histolégica nas sementes, o qual determina a tolerancia ou ndo a
dessecacao (TAIZ et al., 2017). Portanto, o teor de agua (umidade) e a temperatura
devem ser levados em consideracédo no processo de armazenamento de sementes
de P. edulis.

As sementes de P. edulis com teor de agua em torno de 7% (Figura B),
armazenadas em camara fria por trés anos atingiu maior indice de germinacao
(superior a 90%), sendo essas condi¢des satisfatdrias para conservacao de sementes
desta espécie; dado em conformidade com JUNGHANS e JUNGHANS (2016).

. Considerando que a temperatura e umidade sdo fatores determinantes na
escolha da embalagem, mais elevados durante o armazenamento das sementes
contribuem para o processo de deterioracdo das sementes, pois, podem promover a
desestabilizacdo nas atividades de enzimas e a desestruturacdo e perda de
integridade das membranas celulares, ocasionado pela peroxidacdo de lipidios
(VIEIRA et al., 1994).

Desta maneira, com relacdo as embalagens de armazenamento (saco de
papel, saco plastico e garrafa PET) (Figuras 2C e 3C) verificou-se que ndo houve
variacdo (P = 0.6882) entre os trés tipos de embalagens testados. Além disso, foi
possivel verificar que as sementes armazenadas em temperatura ambiente obtiveram
indices de germinacgédo significativamente inferior P= 0.000 em relacdo aos demais,
sendo mais discrepante nos trés anos de armazenamento (Figuras 2E e 3E).

Catunda et al. (2003), relataram que sementes de P. edulis acondicionadas em
embalagens permeaveis em refrigerador e camara fria ndo sofreram prejuizos na taxa
de germinacéo. De forma semelhante, no armazenamento de sementes de P. edulis

independente da embalagem utilizada a germinacdo se manteve estatisticamente



iguais (Carlesso et al., 2008).Este dado sugere que uma embalagem € adequada
conforme o ambiente em que é submetido, € correlato com o relatado por Fonseca &
Silva (2005), em que, a temperatura de 10 °C favoreceu a manutencao do potencial
fisiologico das sementes de P. edulis Sims f. flavicarpa Deg.

Em relacéo a influéncia do processamento das sementes sua conservacao,
observou-se que as sementes armazenadas em um ano (Figura 2D), ndo obteve
variacfes numéricas nos diferentes tipos de processamentos das sementes. Contudo,
a maior germinacao foi registrada nas sementes que foram fermentadas e dessecadas
previamente (Figura 2D). Este resultado € semelhante ao estudo de Veiga-Barbosa et
al. (2013), que demonstraram que a dessecacdo de sementes de P. edulis () em
relacdo ao P. edulis f. flavicarpa (), somente afetara de forma negativa a germinacéo
guando o teor de agua for muito reduzido (2 a 3% base Uumida).

Ainda sobre os métodos de processamentos de frutos, foi possivel observar
gue em um ano os tratamentos apresentaram valores maiores que 70% nos 30 DAS
(Figura 2D). Em relacdo aos dados de trés anos de armazenamento houve valores
maiores que 50% nos 30 DAS, com influéncia do ambiente.

Contudo, entre os tratamentos em cada periodo, ndo apresentou muitas
diferencas com variacfes de 7% entre eles, entretanto, o tratamento que obtém maior
percentual de germinacgao nos dois periodos foram as sementes fermentadas (Figura
3D).

Este resultado esta de acordo ao alcancado por Rincon et al. (2015), em que o
processo de fermentacdo ndo afetou a emergéncia e proporcionou maior vigor e
velocidade de emergéncia em menos tempo em relacédo as sementes de P. edulis que
nao foram fermentadas.

Em relacdo a comparacdo geral dos tratamentos em um e trés anos de
armazenamento, foi possivel observar que as sementes submetidas a geladeira,
camara fria e aguelas acondicionadas em saco de papel (somente fermentadas no
processo de remocao da mucilagem), néo tiveram diferencas significativas (Figura 4).
Contudo, o tratamento ambiente obtive diferencas médias significativas, mas com
auséncia de germinagédo das sementes armazenadas por trés anos (Figura 4).

N&o houve germinacdo de sementes armazenadas sobre temperatura
ambiente quando armazenadas por um periodo de trés anos (Figura 4A).Este
resultado sugere que as sementes de P. edulis a partir do terceiro ano de

armazenamento nessa condi¢ao perde por completo a sua viabilidade. Além disso, a



temperatura ambiente se apresentou inadequada para armazenamento de sementes

de P. edulis conforme, observado por Pedri et al. (2020).
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Figura 4. Germinagdo de sementes de Passiflora edulis armazenas por um e trés

anos em diferentes ambientes, embalagens e processamento das sementes. A) Curva

de germinacdo na comparacao das sementes armazenadas em temperatura ambiente

por um e trés anos. B) Curva de germinacdo na comparacdo das sementes

armazenadas em refrigerador por um e trés anos; C) Curva de germinacdo na

comparacao das sementes armazenadas em camara fria por um e trés anos. D) Curva

de germinacéo na comparacao das sementes acondicionadas em saco de papel por



um e trés anos (sem condi¢ao de bancada); E) Curva de germinagéo na comparagao
das sementes armazenadas em saco plastico por um e trés anos (sem condicéo de
bancada); F) Curva de germinacdo na comparacao das sementes armazenadas em
garrafa PET por um e trés anos (sem condicéo de bancada); G) Curva de germinacgao
na comparacao das sementes processadas pelo método de retirada de mucilagem
através da fermentacdo e armazenadas por um e trés anos (sem condicdo de
bancada); H) Curva de germinacéo na comparacado das sementes processadas pelo
meétodo de retirada de mucilagem com mixer e armazenadas por um e trés anos (sem
condicdo de bancada); 1) Curva de germinacdo na comparagdo das sementes
processadas pelo método de retirada de mucilagem com fermentacéo e dessecacao

prévia e armazenadas por um e trés anos (sem condicdo de bancada).

Com relagéo as embalagens utilizadas saco pléstico, saco de papel e garrafa
PET, ndo obtiveram diferencas de médias estatisticamente significativas (Figuras 2C,
3C e 4D-F).Portanto, nas trés embalagens avaliadas, permeéaveis ou nao, houve
reducdo de germinacdo no periodo de trés anos de armazenamento em razao da
influéncia do ambiente que ndo obteve germinacao para ambos tratamentos, podendo
assim, utilizar qualquer uma embalagem, conforme a sua disponibilidade.

No que concerne os métodos para o processamento das sementes nos dois
periodos, observou-se que a utilizacao de todos os métodos nao apresentou variacoes
estatistica para os trés anos de conservacao (Figura 4G-1). Sendo que, assim como
nas embalagens as médias foram reduzidas nos trés anos (Figuras 2D e 3D) devido
os dados de conservacdo em ambiente, que inibiu a germinagao. Este dado permite
deduzir que os trés métodos conferem dados satisfatérios na remocéo de mucilagem
nos trés anos de conservacao de sementes de P. edulis.

Diante disso, para obter conservacdo de sementes e armazenamento a longo
prazo, faz-se necessario determinar condicbes que sejam favoraveis para
manutenc¢ao da qualidade fisioldgica, uniformidade e altos indices de germinacdo das
sementes em Passiflora (JUNGHANS e JUNGHANS, 2016).

Estudos demonstram que diferentes espécies do género Passiflora possui
dificuldade de germinacdo e, consequentemente, apresentam problemas no
armazenamento e conservacao de sementes, sendo necessario utilizar de estratégias
alternativas para melhorar os indices de germinacdo dessas espécies, principalmente
quando submetidas a conservacdo (JUNIOR et al., 2010; PADUA et al., 2011; SILVA



et al.,, 2019; GRZYBOWSKI et al.,, 2019).Assim, mesmo com comportamento
ortodoxo, algumas pesquisas relatam baixos indices relativos de germinagéo e
dorméncia de P. edulis, sendo fundamental a utilizacdo de métodos alternativos para
germinacao (GHOSH et al., 2017; REZAZADEH e STAFNE 2018; GRZYBOWSKI et
al., 2019).

Além disso, o desenvolvimento de estudos que aprimorem técnicas e
estabelegcam um protocolo adequado de armazenamento de sementes de P. edulis a
meédio e longo prazo, se faz imprescindivel frente a necessidade de fornecer estas
informacdes desde pequenos produtores até curadores de bancos de germoplasma
para conservacdo de sementes. Estudos futuros avaliando outras espécies do género
Passiflora sob essas condicbes sdo necessarios, pois a depender da espécie a

resposta a esses fatores pode ser variada.

4. CONCLUSAO

Os ambientes refrigeradores e camara fria sdo recomendados para o
armazenamento de sementes de Passiflora edulis por trés anos.

Ndo € recomendada a conservacdo de sementes desta espécie em
temperatura ambiente devido a drastica reducdo na qualidade fisiologica das
sementes.

As embalagens saco plastico, saco de papel e garrafa PET podem ser
utilizadas no armazenamento de sementes de P. edulis, dependendo apenas da
disponibilidade de cada recipiente.

Recomenda-se a remocdo de mucilagem para obtencdo de sementes pelo

meétodo de fermentacao.
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DESSECACAO E HIDRATACAO DE GRAOS DE POLEN NA GERMINACAO E
VIABILIDADE EM Passiflora spp.

Resumo: Fatores como temperatura e umidade relativa interferem na viabilidade
polinica e na frutificacdo, afetando diretamente a produtividade dos pomares e a
perpetuacgdo natural das espécies de Passiflora. Portanto, compreender a relacéo das
espécies de Passiflora e esses fatores abidticos € necessario para estabelecer
estratégias de propagacao das espécies. Assim, foi avaliado o efeito da hidratagéo e
dessecacdo prévia na viabilidade e germinacdo de graos de polen in vitro de seis
espécies de Passiflora. A germinacdo in vitro foi avaliada a partir de inoculagéo dos
graos de pdlen dessecados e hidratados no meio de cultura SM modificado. O teste
histoquimico foi realizado com solucédo de Alexander a 2%. O estudo foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado, sendo avaliado em trés condigbes; i)
dessecado, ii) hidratado e, iii) dessecado e reidratado, perfazendo um total de dez
tratamentos com trés repeticbes cada. A hidratacdo dos grdos de pdolen nos tempos
de 5, 10, 15 e 20 minutos, teve efeito negativo na qualidade fisiologica dos graos de
polen em todas as espécies de Passiflora avaliadas, com valores de germinacao
inferiores a 10%. A dessecacdo em temperatura de 35 °C pelo periodo de 40 minutos
teve efeito positivo na germinacdo in vitro dos graos de poélens, com percentuais
préximos de 50% e viabilidade polinica de 100%. P. kermesina, nas mesmas
condicBes, obteve maior germinacédo in vitro (50%), sugerindo utilizacdo dessa

espécie para proximos estudos de conservacao de graos de pdélen de Passiflora.

Palavras-chave: Viabilidade polinica, grados de pdlen, dessecacédo, umidade.



DESSECTION AND HYDRATION OF POTLEN GRAINS ON THE GERMINATION
AND VIABILITY OF Passiflora spp.

Abstract: Factors such as temperature and relative humidity interfere with pollen
viability and fruit set, directly affecting the productivity of orchards and the natural
perpetuation of Passiflora species. Therefore, understanding the relationship of
Passiflora species and these abiotic factors is necessary to establish strategies for
propagation of the species. Therefore, the effect of prior hydration and desiccation on
the viability and germination of in vitro pollen grains of six Passiflora species was
evaluated. In vitro germination was evaluated from inoculation of desiccated and
hydrated pollen grains in modified SM culture medium. The histochemical test was
performed with 2% Alexander's solution. The study was conducted in an entirely
randomized design, being evaluated in three conditions; i) desiccated, ii) hydrated and,
iif) desiccated and rehydrated, making a total of ten treatments with three repetitions
each. The hydration of pollen grains at 5, 10, 15 and 20 minutes, had a negative effect
on the physiological quality of pollen grains in all species of Passiflora evaluated, with
germination values below 10%. Desiccation at a temperature of 35 °C for a period of
40 minutes had a positive effect on the in vitro germination of pollen grains, with
percentages close to 50% and pollen viability of 100%. P. kermesina, under the same
conditions, obtained greater in vitro germination (50%), suggesting the use of this

species for further studies of Passiflora pollen grain conservation.

Keywords: Viability; germination; pollen grains; passion fruit.



1. INTRODUCAO

A familia Passifloraceae é uma familia diversa que agrega quatro géneros
(Ancistrothyrsus Harms, Dilkea Mast., Mitostemma Mast., Passiflora L.), destes, o
género Passiflora se destaca por possuir uma grande diversidade de espécies (cerca
de 500) caracteristicamente trepadeiras e lianas da regido Neotropical (FLORA DO
BRASIL, 2022).

Diferentes espécies do género Passiflora sdo utilizadas na alimentacdo, na
area farmacoldgica, na producdo de cosméticos e utilizadas como plantas
ornamentais (ATAIDE et al., 2012; FALEIRO et al., 2017). Nesse sentido, esse género
agrega interesses econdmicos e sociais, especialmente, por gerar empregos e renda
nos diferentes setores da cadeia produtiva (SILVA et al. 2021).

O género é composto por variadas plantas trepadeiras e lianas da Regiao
Neotropical. Sdo herbaceas ou lenhosas de ramos cilindricos ou quadrangulares,
angulosas, suberificadas, glabras ou pilosas, podendo atingir 5 a 10 m de
comprimento (TEIXEIRA,1995; FALEIRO et al., 2017; FLORA DO BRASIL, 2020).

As flores sdo hermafroditas bastante atraentes com diferentes cores que
variam entre branca, rosa, magenta, tons de vermelho, azul ou roxa e com um perfume
atrativo ha uma diversidade de insetos (JESUS et al., 2015a; JESUS et al., 2015b;
FALEIRO et al., 2017). As flores das espécies que compdem o género Passiflora
possuem os dois érgdos sexuais desenvolvidos, porém, algumas espécies sao auto
incompativeis, o que contribui para a reproducéo cruzada, a exemplo das espécies
mais exploradas comercialmente no Brasil, P. edulis (conhecido como maracuja
amarelo ou azedo) e a P. alata (maracuja doce), e por isso, essas plantas sédo
consideradas aldgamas (JESUS et al., 2015a; JESUS et al., 2015b; FALEIRO et al.,
2017)

Esse padrdo, sugere que algumas das caracteristicas florais dessas espécies
tenham sido adquiridas no processo evolutivo, e por esta razao possui atributos que
fornecem atracdo aos agentes polinizados, e, portanto, o éxito na troca de material
genético e na frutificagdo (MELO et al., 2018). Sendo assim, a maioria das espécies
de Passiflora necessitam de agentes polinizadores, e, comumente da realizagao de
polinizacdo artificial para garantir o sucesso reprodutivo e manutencdo da
biodiversidade (BRUCKNET et al., 2005).



Fatores abiodticos como luminosidade, temperatura e teor de umidade sao
considerados relevantes para o sucesso na polinizacdo, uma vez que podem afetar
de forma direta e indireta na viabilidade e na germinacao dos graos de polen, além de
afetar a receptividade dos estigmas (SILVA et al., 2021). Sabe-se que a partir de
determinado nivel os fatores mencionados acima, causam efeitos deletérios na
polinizagédo, a exemplo de dias ensolarados com elevada temperatura ambiente e
baixa umidade relativa do ar e em dias chuvosos, ha grandes perdas de flores devido
a desidratacdo ou super-hidratacdo do polen, respectivamente (TAIZ et al., 2017).

Até o momento ndo ha estudos especificos que mostre os efeitos da umidade
e da temperatura na germinacéao e viabilidade in vitro e in vivo de espécies do género
Passiflora. Assim, o desenvolvimento de pesquisas com este viés se faz de grande
relevancia, principalmente, para compreender a interferéncia/influéncia desses fatores
frente as modificagBes climaticas globais (TAIZ et al., 2017).

Nesse sentido, estudos sobre influéncia de fatores associados a umidade e
temperatura por meio da viabilidade polinica in vitro, seja, por avaliacdo de
germinagdo ou teste histoquimico e em associagdo com estudos in vivo, sdo
indicadores de grande relevancia para compreender aspectos relacionados a
reproducdo das passifloras, bem como para subsidiar estratégias visando a
conservacao de pdlen ou para o manejo da polinizacao artificial (SOARES et al.,
2013).

Além disso, o entendimento sobre aspectos relacionados aos grdos de pélen
de uma espécie contribui de forma significativa para programas de melhoramento
genético e para a conservacao da espécie (SOARES et al., 2013; IMPE et al., 2020).

Nestes contextos, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da hidratacdo e
desidratacdo prévia na viabilidade de grdos de pélen através da germinacao in vitro e
testes histoquimico de seis espécies de Passiflora spp., bem como avaliar os efeitos

da hidratacao e dessecacéo in vivo.



MATERIAL E METODOS

2.1 Local do experimento e material biolégico

O experimento foi conduzido na Embrapa Mandioca e Fruticultura localizado
em Cruz das Almas,Bahia, Brasil (Latitude: 12° 39' 11" Sul, Longitude: 39° 7' 19"
Oeste). O clima da regido, conforme Koéppen e Geiger (1928), consiste em 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%.

Foram realizado pool de grdos de polen provenientes de anteras coletadas de
diferentes flores (n = 20) de seis espécies pertencentes ao Banco Ativo de
Germoplasma de Passiflora (BAG-P) da Embrapa Mandioca e Fruticultura, descritas
a segquir: P. edulis (pool BGP190, HRI17, HRI25, BGP436); P. alata (BGP438), P.
gibertii (BGP148), P. kermesina (BGP452), P. rubra (BGP125) e, P. edmundoi (BGP-
BB).

Apos a formacgéo do pool, as flores foram previamente protegidas com sacos
de organza e as anteras foram coletadas no periodo de antese, conforme proposto
por SOARES et al. (2018).



Figura 1. Flores das espécies de Passiflora utilizadas no estudo: A) P. alata, B) P.
kermesina, C) P. edulis, D) P. edmundoi, E) P. gibertiie, F) P. rubra. Créditos: Lais

Reis de Souza

2.3 Delineamento experimental e tratamentos

O delineamento foi inteiramente casualizado composto por trés repeticoes,
sendo utilizado diferentes flores (n=20) de cada uma das seis espécies de Passiflora.
Foram avaliadas as condi¢cdes de dessecacao e ou hidratacao de graos de pdlen. Os
tratamentos foram: 1) controle (polen na antese); 2) dessecacao por 40 minutos; 3)
hidratacdo por cinco minutos; 4) hidratacdo por 10 minutos; 5) hidratagdo por 15
minutos; 6) hidratacdo por 20 minutos; 7) dessecacao por 40 minutos e reidratacao
por cinco minutos; 8) dessecacao por 40 minutos e reidratagcdo por dez minutos; 9)
dessecacdo por 40 minutos e por 15 minutos; e 10) dessecacao por 40 minutos e
reidratag@o por 20 minutos.

Os tratamentos descritos acima, foram avaliados quanto a viabilidade polinica
por meio da germinagdo in vitro dos grdos de pdlen, bem como, a avaliagdo
histoquimica de grdos dos poélen por meio de coloracdo in vitro. Para validar os
resultados dos experimentos executados no laboratério, foi realizado a polinizacdo in
vivo e analisado a viabilidade polinica em P. alata.



2.4 Germinacgao de graos de pdlen in vitro

Os graos de polen foram distribuidos em placas de Petri (50 mm x 50 mm)
contendo 10 mL de meio de cultura (MURASHIGE & SKOOG, 1962), [SM]) [0.03%
Ca(NO3)-4H20, 0,02% Mg(S04)-7H20, 0,01% KNO3 e 0,01% H3BO3], com adicao
de sacarose correspondente a cada espécie, conforme estabelecido por Ferreira et al.
(2021). O meio foi solidificado com 0,8% de agar e pH ajustado para 7.0.

Apos a inoculacéao dos graos de pélen no meio de cultura, as placas de Petri
foram mantidas em temperatura controlada (27 £ 1 °C) e no escuro por 24 horas. Apos
esse tempo foi realizado a contagem dos grdos de pdlen germinados com o
estereomicroscopio Leica EZ4 (Leica, Wetzlar, Alemanha). O grdo de pdlen foi
considerado germinado a partir da visualizac&o de tubo polinico (PEREZ et al., 2019).

Para cada tratamento foram avaliadas trés placas de Petri, sendo
contabilizados, pelo menos 100 gréos de polen germinados em cada uma das placas,

totalizando 300 graos de pdlen germinados.

2.5 Viabilidade polinica por anélise histoquimica de graos de polen

Para reagir e corar os graos de polen, foi realizado avaliagdo histoquimica por
meio da solucdo de Alexander a 2% (solucdo composta por verde de malaquita
[composto que reage com a celulose da parede celular, corando-a de verde],
combinado com a fucsina acida [composto que reage com o citosol e apresenta
coloracao violeta]). Os graos de pélen considerados viaveis apresentam a coloracao
violeta, enquanto os inviaveis sdo aqueles que ndo apresentam citosol e, portanto,
apresentam coloracéo verde (ALEXANDER, 1980).

Foram utilizadas diferentes flores (n = 20) de cada espécie avaliada. Apds o periodo
indicado em cada tratamento (conforme descrito no item 2.3), os graos de polen foram
distribuidos em trés diferentes laminas de vidro(repeti¢cdes). A contagem foi feita com
microscoépio Optico (Leica, Wetzlar, Alemanha), contabilizando, no minimo, 100 gréos
de pdlen em cada lamina representativa de cada uma das seis espécies, totalizando

300 graos de polen por tratamento.



2.6 Dessecacéo de graos de pdlen

Para a dessecacéao dos graos de polen, foram utilizadas anteras completas (n
= 27) de flores que foram previamente protegidas com saco de organza, seguindo 0s
seguintes passos: foram 1) pesadas em balancga analitica pequenas folhas de papel
aluminio e determinado peso de sua tara (t); em seguida, 2) as anteras e graos de
polen foram adicionados em cada folha de papel aluminio para segunda pesagem e
definir peso fresco, entédo, 3) as amostras foram dobradas e dessecadas em estufa a
35 °C por 20, 40 e 60 minutos, visando determinar o melhor intervalo de tempo.
Decorridos estes tempos, 4) as amostras foram pesadas para obter o peso seco (PS)
e assim determinar o teor de umidade relativa (%) das anteras com os gréaos de pélen.
Em seguida, 5) os grdos foram inoculados em placa Petri contendo meio de cultura
para avaliar a germinacéo, e outra parte foi destinada para a avaliagao histoquimica.
A umidade das amostras foi determinada pela seguinte equacao: U= [(PF-PS)/PF-t)]
x 100, onde: PF= peso fresco (g); PS= peso seco (g); e, t= peso da tara (g) (SOUZA,
et al., 2015).

2.7 Dessecacdo e reidratacao de graos de polen

As anteras com graos de polen foram previamente dessecadas em estufa de
secagem a 35 °C durante 40 minutos, em seguida, foram imersas em 0,2 mL de agua
deionizada para a reidratacdo nos periodos de 5, 10, 15 e 20 minutos,
respectivamente. Apos o periodo imersos em agua, os graos de pélen foram retirados
e distribuidos em placas Petri para avaliacdo de germinacdo, e outra parte foi

direcionada em laminas de vidro para analise histoquimica.

2.8 Polinizagc&o manual

Para validar os experimentos realizados em laboratorio, foi feito polinizacéo
artificial de duas espécies comerciais, P.edulis e P. alata. Foi utilizada diferentes flores
(n = 10) para cada tratamento. Os botdes florais na pré-antese foram previamente

identificados e protegidos com sacos de organza. Nos tratamentos que envolviam



dessecacdo, as anteras foram coletadas de flores alternadas que estavam
previamente identificadas, com auxilio de pinga. As anteras coletadas foram inseridas
em placas de Petri hermeticamente fechadas e mantidas em estufa a 35 °C durante
de 40 minutos. .

Apéds a dessecacdo das anteras, ainda na placa de Petri, foram realizadas a
polinizacdo de 10 flores em campo. Nos tratamentos que envolviam hidratacdo das
anteras, previamente desidratadas, por se tratar de periodos muito curto e pela
logistica, os materiais e agua deionizada foi levada a campo, onde realizou-se a
hidratacéo dos gréos de polen com 0,2 mL de 4gua e as anteras foram submersas por
5, 10, 15 e 20 minutos, e os grdos de polen foram passados em estigmas e
identificados.

2.9 Anélise Estatistica

Os dados de percentagem de germinacdo e analise histoquimica foram

transformados para arco seno ,/x/100 a fim de padronizar e homogeneizar as
variancias da andlise estatistica e as médias foram comparadas pelo teste de
agrupamento Scott- Knott a 5% de probabilidade.

2. RESULTADOS

A viabilidade e germinacdo do poélen nao foi afetada pelos trés tempos de
dessecacado na temperatura de 35 °C, sendo selecionado o tempo de 40 minutos de
dessecagédo por promover a maior viabilidade (90,08%) e germinagao (46,29%) em

relacdo aos demais tempos (Figura 2).
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Figura 2. Viabilidade e germinacdo de gréos de pdélen de P. edulis submetida a
diferentes tempos de desseca¢cdo em estufa a 35 °C. Letras minUsculas comparam

as médias pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Variacdo entre 0 peso fresco e seco dos graos de pélen foi observada em P.
gibertii, P. kermesina e P. rubra, com reducdo de 11, 28 e 53%, respectivamente
(Figura 3C-E, G). Para as demais espécies a reducdo do peso seco em relacdo ao
peso fresco néo foi significativa (Figura 3A, B, F).
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Figura 3. Graficos de barra referentes ao peso fresco (PF), peso seco (PS) e perda
de umidade das anteras das espécies de Passiflora quando dessecado por 40
minutos. A) P. edulis, B) P. alata, C) P. gibertii, D) P. kermesina, E) P. rubra, F) P.
edmundoi. G) Perda de umidade em porcentagem das espécies e agrupamento de
médias pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05). Valor de P pelo teste F da ANOVA (A-F).

A avaliacdo da germinacédo e viabilidade polinica nas espécies P. alata, P.
edulis, P. gibertii, P. kermesina, P. rubra e P. edmundoi submetidas a diferentes
tempos de hidratacdo e/ou dessecacéao/hidratacdo mostrou que houve variacbes
significativas nos percentuais de germinacdo e Vviabilidade (Figura 4A-F).
Independente da espécie avaliada, ndo houve germinagcdo nos grdos de polen
dessecados por 40 minutos e reidratados por 5, 10, 15 e 20 min, enquanto a

viabilidade polinica foi maior em P. edulis e P. rubra (Figura 4A, E). A germinacao e



viabilidade do pdlen de P. alata foi completamente comprometida apos o
umedecimento (Figura 4B).
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Figura 4. Graficos gerais com percentuais de germinacéo e viabilidade de gréos de
pélen das espécies de Passiflora. A) P. edulis. B) P. alata. C) P. gibertii. D) P.
kermesina E) P. rubra. e, F) P. edmundoi.

Foi observada reducdo média (em todas as espécies) na viabilidade e
germinacao do polen em func¢do do processo de embebicdo dos gréos de polen com
reducdo na viabilidade de 91 para 36%, e germinacdo de 36 para 3% em relagcéo ao

controle para embebicdo por cinco minutos (Figura 5A, B). Quando os pdlens foram



submetidos a hidratacao por 5 min, com excecéo de P. rubra (p > 0,783), a area do
polen foi expressivamente reduzida (p < 0.01) em todas as espécies na comparacao
com o controle (Figura 5C-H). Estando pode estar associado ao rompimento do pélen

e liberacdo do conteudo citoplasmatico aos cinco minutos de hidratacao (Figura 51-P).

@100 © 3500, (DEM &) 7000
38: . ¥ = 85.028x1287 . 3000 g - 3000-% ~ 60001 °
_ : R2=0.9928 g 8 = 2500 1 = 5000 i
704 X S 25001 = =
5 60 ] £ 20004 @ 3 2000 3 4000
£ 50 = ] 2 1500 2 3000
= b < 1500 ) 3
..>‘§. 30 - ‘._. S 1000 1 g 1000 - g 2000
20 A . <500 P<0.0001 5001 P=0.0002 1000 1p =0.0018
‘*®..
10 A 23¢9 ] 04— 0
0 +——
0 : : . . ) Cont 5 min Cont 5 min Cont 5 min
Controle 5 10 15 20 . i 3%
A .. ( Pedulis ) ( Palata ) ( P gibertii )
®+ . @ 4000 1 @ 1800 @4000 1
40 : y =42.768x467° ~ 3500 |5 - 1600-%[%] ~ 35001
=351 ¢ R?=0.9985 £ 3000 g 14001 £ 3000
&301 % £ 25001 z ggg 2 2500
225 1 2 2000 2 T 2
220 S S 801 o
2 < 1500 1 2 600+ < 1500
E151 g 1000 g 400 1 2 1000
10 - : ] : . ]
. ] G 5001 P <0.0001 2001{p= 078384 500 1p _ .01563
] Y 0 +—— 0 +——— 0
0 4 Cont 5 min Cont 5 min Cont 5 min
Controle 5 10 15 20

( P kermesina) (P rubra) (P edmundoi )
zj \‘ : . E & '3'

' ,:{“"3 L -
A ‘{2 "o
o

Embebigao (min)

..0 ® 4 0 ‘......

) v« - ® .= O — o .

Figura 5. Alteracdes dos graos de poélen de diferentes espécies de Passiflora
submetidos a hidratacdo por quatro tempos. A, B: viabilidade e germinagdo médias
das seis espécies em funcao dos quatro tempos de embebicdo em agua (5; 10; 15 e
20 min.) com ajuste dos dados ao modelo de regresséo potencial. C-H: area do grao
de polen das espécies de Passiflora no tratamento controle e embebido em agua por
cinco minutos. Fotos da viabilidade do polen de P. edulis controle (I); P. edulis 5 min

(J); P. alata 5 min (K); P. gibertii 5 min (L); P. alta controle (M); P. kermesina 5 min



(N); P. rubra 5 min (O) e P. edmundoi 5 min (P). Imagens em detalhes a esquerda

mostram viabilidade (I e M) e da ruptura dos gréaos de polen (J-L; N-P).

No que se refere a polinizacéo in vivo, foram realizadas polinizagdes manuais
em P. edulis e P. alata. O percentual de vingamento de frutos para P. edulis foi 80%
do controle e 50% para o dessecado por 40 minutos, contudo, para os demais
tratamentos ndo obteve nenhum vingamento. Estes dados entra em concordancia
com os resultados da avaliacdo da viabilidade e germinacéo in vitro (Figura 4A, B).
Para o P. edulis ndo foi possivel realizar caracterizacdo dos frutos, pois, no periodo
houve infestacdo de pragas em campo, o qual resultou em perdas dos frutos ja
formados.

Para P. alata, entretanto, o total de frutos que vingaram em percentual foi de
50% do tratamento controle e 40% do tratamento dessecado 40 minutos. Os dados
de caracterizacéo dos frutos mostram que nao houve diferenca significativa entre os
caracteres de frutos do tratamento controle e dos frutos provenientes da polinizacéo

com polens dessecados por 40 minutos (Figura 6A-G).
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Figura 6. Dados dos caracteres avaliados dos frutos de Passiflora alata provenientes
de polinizacdo manual dos tratamentos controle e dos polens dessecados por 40
minutos. A) PF= peso do fruto (g). B) CF= comprimento do fruto (cm); C) DF= diametro
do fruto (cm). D) Cor de Polpa. E) PC= peso da casca (g); F) PS= peso de 100

sementes (g). G) NS= numero de sementes (un).



DISCUSSAO

A viabilidade polinica € um fator de grande relevancia para compreender a
disperséo, evolugcdo e sobrevivéncia de plantas. Além disso, o entendimento sobre
aspectos relacionados aos grdos de polen de uma espécie contribui de forma
significativa para programas de melhoramento genético e conservacao (SOARES, et
al. 2013; IMPE et al., 2020).

Nesse estudo, foi avaliado pela primeira vez o efeito direto de fatores abiéticos
como temperatura e umidade na qualidade fisiologica de grados de pdlen de seis
espécies de Passiflora. Os fatores abidticos em questdo sao considerados relevantes
para a qualidade de gréos de pélen e consequente éxito de reproducdo sexuada e
conservacao das espécies de Passiflora (MESNOUA et al., 2018; RAZZAQ et al.,
2019).

Quando se compara a porcentagem de viabilidade polinica das espécies de P.
alata, P. edulis, P. edmundoi, P. gibertii, P. kermesina e P. rubra por meio dos métodos
de germinacao in vitro e analise histoquimica, € perceptivel que o segundo apresenta
valores percentuais mais elevados em relagéo a germinacao (Figura 4A-F) para todos
os tratamentos. Esses dados sdo compativeis com outros resultados, em que, a
analise de viabilidade polinica utilizando o método de coloracéo pode superestimar 0s
resultados in vitro (SOARES et al. 2013; IMPE et al., 2020). Esse resultado decorre
como consequéncia dos graos de poélen corados e considerados viaveis pelo teste
histoquimico ndo necessariamente serem capazes de emitir tubo polinico e fecundar
0 estigma.

Fatores abidticos de natureza quimica e fisica como luminosidade, agua
(disponibilidade no solo e umidade), diéxido de carbono, oxigénio, nutrientes
disponiveis e temperatura, sdo elementos que influenciam diretamente no
crescimento e desenvolvimento vegetal (TAIZ et al., 2017). A umidade é um fator
abidtico que atua na manutencao da turgescéncia dos tecidos de forma geral e dos
tecidos reprodutivos, sendo elemento importante nos processos de floracao,
frutificacdo e vingamento dos frutos (YOUSSEF; ROBERTO, 2020). Nesse sentido,
ao observar os tratamentos envolvendo a hidratacao, principalmente, nos tempos de
10, 15 e 20 minutos, apresentou efeito negativo sobre a viabilidade dos graos de poélen

das espécies de Passiflora avaliadas (Figura 4A-F). Esse resultado decorre do



aumento de pressdo osmotica no interior dos graos de pélen, que, consequentemente,
diminui a resisténcia da parece celular, em fungdo do aumento gradativo no tamanho,
gerando o rompimento do grdo (Figura 5J-L; N-P), portanto, o excesso de agua
disponivel nas anteras € prejudicial para a polinizacéo (TAPIA, et al., 2003).

A temperatura ambiental é também um elemento imprescindivel para uma
polinizagdo cruzada bem sucedida em que pode relacionar-se com a sincronia e
receptividade estigmatica de uma flor compativel (TAIZ et al., 2017). Alguns estudos
(FRANCA et al., 2010; CONCEICAO, 2018), demonstraram que culturas como
berinjela e abacaxizeiros, tem capacidade de suportar a dessecacdo de graos de
pélen. Além disso, Silva et al. (1999), constataram que a temperatura de 28° C fornece
melhor condi¢@o para germinacgéo in vitro de gréos de poélen de P. edulis, sendo um
fator que pode influenciar nesse processo. Contudo, temperaturas mais elevadas
podem acelerar a formacdo de grdos de pdlen inviaveis, consequentemente
blogueando o desenvolvimento de frutos (YANG, et al., 2019).

A dessecacédo do pélen em temperatura de 35 °C por 20 a 60 minutos parece
nao comprometer tdo significativamente a viabilidade dos grdos de podlen das seis
espécies de Passiflora em relacdo ao controle (Figura 2A-B). Contudo, P. kermesina
se destaca por apresentar maior germinagao em relacdo as demais (Figura 4D). Esse
resultado pode estar relacionado com a capacidade de superar perdas de umidade
que foi de 30% (Figura 3G), estes dados sugerem, por tanto, que esta reducéo de
umidade ndo interfere na capacidade germinativa dos gréos de pdélen dessa espécie.

Graos de poélen dessecados a 35 °C nao interferiu drasticamente a germinacao
e viabilidade in vitro (Figura 4A-F) e na polinizacao e frutificacdo de P edulis e P. alata
nas condi¢cdes de campo. No entanto, € importante mencionar que 0 sucesso da
fertilizacdo, com formacédo de frutos, depende também de outros fatores abibticos.
Sabe-se que a baixa umidade relativa do ar associada a alta temperaturas e correntes
de ventos quentes promovem abortos de flores polinizadas. Acredita-se que gréos de
poélen submetidos a dessecacdo por tempo prolongado apresentaram baixa
germinacao e ou viabilidade.

Em plantios de maracujazeiro azedo ou amarelo (P. edulis) quando as chuvas
coincidem com antese da flor ha também comprometimento na formacgéo de frutos.
De fato, os polens na presenca de dgua, mesmo com curto periodo (5 min., Figura
5C-H) e em no decorrer do tempo (Figura 5A,B), apresentam viabilidade

comprometida (Figura 5A) e de maneira geral quase nao apresentaram germinacao



in vitro (Figura 5B). Isso corrobora com a observacdo in vivo ja que nao houve
frutificagéo.

O presente estudo, focou apenas no gréo de poélen submetidos a diferentes
tempos a 35°C de dessecamento e umidade excessiva, mas além do pdlen a
superficie estigmatica também exerce papel importante na fertilizacdo. Além disso,
embora, a temperatura seja um fator influenciador no sucesso reprodutivo, deve ser
levado em consideragcédo, a capacidade do gendtipo utilizado de suportar a altas
temperaturas, ou seja, o padrao de sensibilidade de cada acesso (SILVA, et al., 2000;
STURZEANU, et al., 2020; SHENODA, et al., 2021).

Silva et al. 2014, avaliaram 14 espécies de Passiflora, incluindo P. alata L.; P.
cincinnata Mast.; P. edmundoi Sacco; P. edulis; P. foetida L.; P. gibertii N.E.Br; P.
mallacophyla L.; P. maliformes L.; P. morifolia L.; P. racemosa Brot.; P. suberosa
Mast.; P. setacea DC.; P. rubra L.; P. subrotunda Mast.. Cinco das avaliadas por esses
autores, apresentaram estigmas mais receptivos nos periodos de antese e pés-
antese, corroborando com periodo em que foi realizado a polinizacdo em campo.
Dessa forma, as diferencas observadas nos tratamentos (Figura 4A-F) indicam que a
umidade associada ou ndo a dessecacdo do pédlen, exerce efeito negativo na
capacidade polinica em exercer adequadamente suas funcdes.

As condi¢des climéticas do ensaio in vivo (P. alata) foram adequadas para a
polinizacdo com fertilizagdo dos 6vulos, pois houve formacdo de frutos nos
tratamentos controles e dessecado por 40 minutos. Além disso, 0s caracteres
avaliados nao diferiram significativamente em relagéo ao controle e dessecado (Figura
6).

E importante salientar que o presente estudo teve objetivo de verificar o efeito
especificamente de dessecacdo em 35 °C pelo periodo de 40 minutos, encontrando
resultados primarios e interessantes que podem subsidiar futuros estudos de
conservacdo de grdos de polen de Passiflora. Além disso, esses dados podem
contribuir com futuros estudos de outros fatores importantes no processo de

fertilizacdo e conservacéo de gréos de polen de espécies de Passiflora.



CONCLUSAO

A hidratacdo de grédos de podlen, principalmente, nos periodos de 10,15 e 20
minutos causou efeito deletério sobre a germinacdo e uma reducdo drastica na
germinacao e viabilidade de graos de polen.

A dessecacéo prévia dos polens por 40 minutos a 35 °C, sem embebi¢cdo em
agua, teve efeito muito satisfatério na germinacdo e viabilidade de gréos de podlen
tanto in vitro como in vivo.

A espécie que apresentou maior indice de germinagédo quando dessecado por
40 minutos foi P. kermesina, com reducdo de 30% de umidade, o que sugere a
utilizacdo dessa espécie para futuras pesquisas de dessecacdo e conservacao de
graos de podlen. Podendo apresentar grande potencial para cruzamentos
interespecificos com finalidade de obter hibridos de potencial ornamental e

desenvolvimento de estudos para programas de melhoramento genético.
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