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GERMINACAO IN VITRO DE GRAOS DE POLEN EM Passiflora suberosa L.
PARA SUA UTILIZACAO EM HIBRIDACAO INTERESPECIFICA'!

THYANE VIANA CRUZ2, MARGARETE MAGALHAES SOUZA3?, FRANCISVALDOAMARAL ROZA?,
AMERICO JOSE CARVALHOVIANAZ2 GABRIELA DE OLIVEIRA BELO?, JOSEFA WILMA DOSSANTOSFONSECA?

RESUMO-Com o objetivo de avaiar a performance polinicade Passiflora suberosa, reaizou-se aandlise de germinagao in vitro em
gréos de pdlen de plantas mantidas em casa de vegetacdo nas condigdes de IIhéus, sul da Bahia, coletados em diferentes horérios
apos a antese. A andlise estatistica foi realizada no delineamento inteiramente ao acaso, com seis tratamentos que consistiram de
horariosdecoleta, de 7 as 17 h. O meio de germinagdo foi o recomendado parao maracujazeiro-amarel o, e aslaminasforam incubadas
a28°C (+ 1°C). Houvediferencasignificativa (P<0.01) entre os seis horérios testados. O percentual médio de germinagéo do pélen foi
negativamente influenciado pelo nimero de horas apds a antese. Os maiores indices de germinacdo foram obtidos no periodo entre
7e9h.

Termos para indexacio: Passifloraceae, maracujazinho-cortica-preto, pdlen, performance polinica, plantaornamental.

IN VITRO GERMINATION OF POLLEN GRAINS IN Passiflora suberosa L. FOR ITS USE
IN INTERSPECIFIC HYBRIDIZATION

ABSTRACT- In order to evaluate the pollen performance of Passiflora suberosa, in vitro germination of pollen in plants grown on
greenhouse at I1héus, South of Bahia, was studied. Statistical analysis was performed considering arandomized experimental design,
with six treatmentsthat consisted of collectiontimes, from 7:00 to 5:00. The germination element was the same used for yellow passion
fruit, and the lideswereincubated at 28°C (+ 1°C). Therewasasignificant difference (P<0.01) among the six collect timestested, and
among plants at 7:00 and 8:00, showing heterogeneity among the genotypes. The average percentage of pollen germination was

negatively influenced by the later testing times. The greatest germination index was at 7:00 and 9:00.
Index terms: Passifloraceae, passion flower, pollen, pollen performance, ornamental plant.

INTRODUCAO

Os maracujazeiros pertencem ao género Passiflora
L., havendo no Brasil mais de 150 espécies nativas (Hoehne,
1946), algumas inclusive endémicas e ameacadas de extincdo
(Guedes, 2002). Muitas espécies sdo utilizadas in natura por
suas propriedades medicinais e por seus frutos comestiveis
(Sousa & Meletti, 1997). Porém, muitas delas sd0 apreciadas no
mundo inteiro por seu valor ornamental, sendo suas sementes
amplamente comercializadas, principa mente naAméricado Norte
e Europa (Ulmer & MacDougal, 2004). As flores de Passiflora
sd0 consideradas exdticas e complexas, algumas de coloracdo
forte e brilhante, e outras de coloragéo suave e marcante devido,
principalmente, a presenca da corona, que caracteriza a familia
Passifloraceae. Igualmente fascinante é a ampla variedade de
formatos de folhas dentro do género, e muitas espécies possuem
valor ornamental somente em funcdo da folhagem (Souzaet al.,
2003). Plantas hibridas, no entanto, tém maior valor no mercado
deornamentais (Ulmer & MacDougal, 2004).

Passiflora suberosa L. ou maracujazinho-cortica
preto € uma espécie tropical, pan-americana (Sousa & Méeletti,
1997), ocorrendo no oeste da i ndia, em muitas partes do México
e nas Américas Central e do Sul (UImer & MacDougal, 2004),

além do Hawaii, New Guinea, Fiji e Samoa e |lhas Galdpagos
(Vanderplank, 2000). Caracteriza-se como trepadeirade pequeno
porte, que apresenta pequenas flores amarel 0-esverdeadas ou
verdes-claras que surgem solitarias ou em pares nas axilas das
folhas, podendo apresentar um opérculo vermelho, medindo 1,3
a 2,5 cm de didmetro, com cinco sépalas e destituidas de pétalas
(o que caracteriza a sec¢do Cieca (Medic.) Mast. do subgénero
Plectostemma Mast.), com 1 - 2 brécteas ou podem ser ausentes,
com duas séries de corona; frutos pequenos, ovéides ou
globosos, com 0,6 a 1,5 cm de didmetro e de cor roxa; folhas de
formaextremamente variada, usualmente polimérficas no mesmo
individuo, podendo variar deinteiras aprofundamente trilobadas,
com duas glandulas no peciolo; caule estriado e, quando adulto,
revestido de grossa casca suberosa, ou seja, corticosa (Sousa &
Méletti, 1997; Ulmer & MacDougal, 2004), quefaz aplantatolerar
temperaturas bem mais baixas, até leves congelamentos
(Vanderplank, 2000). A extrema variabilidade da espécie resulta
em vasta sinonimia com mais de sessenta denominacées (Sousa
& Meletti, 1997).

P. suberosa floresce praticamente o anointeiro (Ulmer
& MacDougal, 2004), com a abertura das flores ocorrendo antes
das 7 h da manha (Souza et al., 2005a). Devido as suas
caracteristicas, pode ser utilizada em hibridacdes para obtencéo
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de plantas de pequeno porte e com flores e frutos coloridos para
decoracdo de interiores, e sua utilizagdo para ornamentacéo e
paraproducdo de hibridos (P, ‘ Curiosa [P. suberosa X P. coriaceal
S. Kamstra; P. ‘lvy Waves' [P. suberosa X P. coriacea = 4n] R.
Knight) éreconhecida(Ulmer & MacDougal, 2004; Vanderplank,
2000).

Nessa espécie, ha variagdo no nivel de ploidia (nimero
basicox=6; Meloet al., 2001), com espécimesdipl6ides2n = 12
(Stebbins, 1950) e polipléides com 2n = 24 e 2n = 36 (Storey,
1950). Estudosrecentesindicaram ser esta espéci e autocompativel
(Ulmer & MacDougal, 2004; Souzaet al., 2005b), ao contrério de
algumas espécies desse género (Bruckner et d., 1995). Apesar
de autocompativel, provavelmente P. suberosa necessita de um
polinizador devido amorfologiafloral e caracteristicasdosgréos
de pdlen das passifloras, pesados e pegaj0sos, 0 que ndo permite
apolinizacdo pelo vento (AmelaGarcia& Hoc, 1997). Quanto ao
relacionamento evolutivo de Passiflora com as borboletas
Heliconiinae, P. suberosa é consideradahospedeirade Heliconius
charitonia, aqua se utiliza de seu pélen e néctar como fonte de
amino &cidos e suprimentos, e de suas folhas para a postura de
ovos (Ulmer & MacDougal, 2004). Porém, o polimorfismo foliar
que a planta apresenta no seu inicio de desenvolvimento é
considerado uma defesa contra ataques, uma vez que as
mudangas nos formatos das fol has ndo seriam reconhecidas pelo
predador (Vanderplank, 2000).

Visando a utilizacdo dessa espécie como genitora em
hibridacBesinterespecificas e, conseguientemente, amaximizacdo
da taxa de pegamento resultante desses cruzamentos, iniciou-se
com este trabalho a andlise da performance polinica via
germinagdo in vitro. Espera-se conhecer o melhor horério para
realizag8o de polinizagbes cruzadas envolvendo P. suberosa como
doadora de pdlen.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em plantas de Passiflora
suberosa, 2n = 24 (Souza, 2002), propagadas por sementes, que
fazem parte do Banco Ativo de Germoplasma (BA G-Passifloras)
mantido no Campus da UESC. O delineamento experimental
utilizado foi o inteiramente ao acaso, com quatro repetices
(plantas) e seis tratamentos. Os tratamentos consistiram de seis
horariosde coleta, apartir do horario de aberturadaflor até o seu
fechamento (de 7 as 17 h), eminterval os de duas horas. Osbotdes
florais foram protegidos com sacos de papel colocados um dia
antes da abertura da flor. O teste de germinac&o foi realizado
conforme descrito paraaespécie cultivada P. edulis f. flavicarpa
(Bruckner et d., 2000), quefoi utilizadacomo controle. Umaantera/
flor/planta/horério foi coletada, e os gréos de pdlen (GP) foram
depositados em uma gota de meio de germinagcdo composto de
0,10g/L deH,BO,; 50 g/L desacarose; 0,3g/L de Ca(NO,),.4H.0;
0,2 g/L de MgSO,.7H,0 e 0,1 g/L de KNO,, previamente
autoclavado a 121°C, por 15 minutos. Para evitar que o tubo
polinico se soltasse do GP durante as andlises, foram testados
0s seguintes procedimentos de incubagdo: a) 1amina escavada
comlaminula; b) [aminaescavadacom laminulaem camaraumida;
¢) l&minacomum com laminula; d) |&minacomum com laminula

em cémara Umida. O material foi mantido em estufa com
temperaturade 28 + 1 °C, por até 24h deincubagdo. Considerou-
se como GP germinados aqueles cujo tubo polinico apresentou
comprimento minimo duasvezes maior que o didmetro médio do
GP. Os dados foram submetidos &8 ANOVA e de regressdo, com
auxilio do programacomputacional GENES (Cruz, 2001).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidos indices muito baixos de germinagdo in
vitro (GIV) para P. suberosa (Fig. 1A), enquanto para o
maracujazeiro-amarelo, P. edulis f. flavicarpa, utilizado como
controle, oresultado foi de quase 100% de germinagéo (Fig. 1B).
Embora Bruckner et a. (2000) tenham utilizado com sucesso
placasde petri paraincubar osgréosde pdlen (GP), em P. suberosa
foi necessario adaptar a metodologia, uma vez que 0s tubos
polinicos se soltavam dos GPfacilmente. Assim, o melhor método
paraincubacdo foi alcangado utilizando-se de umagota do meio
com 0s GP entre l&minasem escavagdo elaminula, paradiminuir
o impacto do movimento detransporte da estufaao microscopio,
eem camaralmida, paraevitar aevaporacdo do meio, sendo este
0 Unico método utilizado para a contagem dos GPs germinados.
Utilizando este procedimento, foi observado que 90% dos GP se
mantiveram associados aos seus tubos polinicos durante o
procedimento de contagem, enquanto utilizando os demais
procedimentos, mais de 50% dos tubos polinicos encontravam-
se soltos no meio de germinagdo, ndo sendo utilizados para
andlise.

Os resultados de GIV em P. suberosa s80 apresentados
nasTabelas| ell, eforam, em média: a) 7h—21,8%; b) 9h—7,8%;
c) 11h—7,8%; d) 13h —3,6%; €) 15h—2,8%; f) 17h—2,7%. Pela
andlisedevariancia, houve diferencasignificativa (P<0.01) entre
os seis horérios testados. O percentual de germinaco dos gréos
de pdlen foi negativamente influenciado pelo nimero de horas
ap6saantese (Y’ = 15,913 - 1,639x; R2=0,7063; Fig. 2). Houve
relacdo linear entre o percentual de germinagdo in vitro (Y) eo
nimero de horas apods a antese (X), com a maior média de
germinagdo obtida as 7h, e a mais baixa as 17h, ou sgja, com
tendéncia de queda de percentua durante o tempo de abertura
daflor.

A perda da viabilidade polinica em func¢do do tempo de
aberturadaflor foi observada no maracujazeiro-amarelo (Souza
etd., 2002), utilizando-se deandise histoquimica, porém o indice
aindamanteve-se alto, superior a 75%, mesmo 24 h apés aantese.
Analisando a viabilidade polinica em espécies silvestres de
Passiflora com testes histoquimicos (solu¢do de Alexander e
lugol) e com polinizagBes in vivo, foram detectados altos
percentuais de viabilidade em pdlen obtido de flores recém-
abertas, entre 78,22 a99,55% (Souzaet d ., 2004), dentreeleso de
P. suberosa, com 97,07% de viabilidade polinicaverificadacom
teste histoquimico e 100% de pegamento nos testes de
polinizagdo in vivo, mesmo quando realizados as 17 h. Esses
resultados s8o bastante contrastantes quando comparados com
o obtido da germinacdo in vitro, 21,82%, logo nos primeiros
momentos de abertura daflor.

Em muitas espécies, a esterilidade do pdlen pode estar
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associada com irregularidades meidticas, tais como citomixia
(Caetano-Pereira& Pagliarini, 1997) emixoploidia(Caetano-Pereira
et a., 1998) em milho, anormalidades na formag&o do fuso em
Centella asiatica (Consolaro et al., 1996), baixa freqiéncia de
quiasmas em espécies de Lycopersicon (Haroun, 1996),
segregacdo irregular de univalentes em espécies de Pennisetum
(Dujardin & Hanna, 1984) e em Aptenia cordifolia (Pagliarini,
1990). Em variedades de soja, ainviabilidade polinicatem sido
relacionadaaanormalidades meidticas (Bioneet al., 2000).
Fatoresambientai stambém podem interferir naviabilidade
polinica. Quando a abertura da antera coincide com elevada
umidade do ar, a alta pressdo osmética do contelido celular do

GP, diadaabaixares sténciade suaparede diminuem aviabilidade
polinica (Sousa, 1994). Estudos em outras espécies tém
demonstrado que botdes florais sdo particularmente sensiveis a
estresse por aguecimento num estégio de 3 a 5 dias antes da
abertura da antese, causando reduc¢éo na producdo e viabilidade
dosGP (VaraPrasad et al., 1999).

Osestudosderazdo pélen:dvulo em P. suberosa indicaram
gue essa espécie produz um nimero de gréos de pdlen 83 vezes
maior que o nimero de Gvulos (Souza et al., 2005b). Essa
caracteristica, aliadaao fato de que essa espécie é autocompativel
sd80 as responsaveis pela baixa performance de o pdlen ndo
prejudicar afrutificacdo em P. suberosa.

TABELA 1- Germinacao in vitro em Passiflora suberosa, de gréos de pélen (GP) coletados em diferentes horérios apds a antese (7h).

Horario N° de horas Planta 1 Planta 2 Planta 3 Planta 4
decoleta  apésantese  N°GP  Total %GP  N°GP  Total %GP  N°GP  Total %GP  N°GP  Total % GP
Germ. Contado  Germ. Germ. Contado  Germ. Germ. Contado  Germ. Germ. Contado  Germ.
7 horas 0 304 1.091 21,8 402 1.630 24,6 305 1.525 20,0 304 1.451 20,9
9 horas 02 98 1.280 7,6 102 1.389 7,3 87 1.395 6,2 113 1.141 9,9
11 horas 04 117 1.368 8,5 122 1.427 8,5 81 1.294 6,2 118 1.499 7,8
13 horas 06 38 1.235 3,0 57 1.376 4,1 53 1.492 3,5 51 1.344 3,7
15 horas 08 31 1.210 2,5 43 1.553 2,7 55 1.384 39 19 1.203 1,5
17 horas 10 22 1.096 2,0 42 1.149 3,6 28 1.036 2,7 38 1.328 2,8
Germ. = Germinado.

TABELA 2 - Média, desvio-padrdo (DP), coeficiente devariagdo (CV) e varianciadapercentagem de germinagao in virro de pdlenem
guatro plantas de Passiflora suberosa, coletado em diferentes horérios apds a antese (7h).

Horario de N° de horas Horario de Meédia Desvio-padrao ()% Variancia
coleta apos antese coleta
7 horas 0 7 horas 21,82 1,9906 9,1207 3,9625
9 horas 02 9 horas 7,75 1,5546 20,0589 2,4167
11 horas 04 11 horas 7,75 1,0847 13,9967 1,1767
13 horas 06 13 horas 3,57 0,4573 12,7929 0,2092
15 horas 08 15 horas 2,65 0,9849 37,1655 0,97
17 horas 10 17 horas 2,77 0,6551 23,6075 0,4292
; -
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FIGURA 1- Germinagao in vitro de gréos de pdlen. A - Passiflora suberosa; B - Passiflora edulisf. flavicarpa.
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FIGURA 2- Germinag&o in vitro de gréos de pélen em Passiflora suberosa, coletados em diferentes horarios apds a antese (7h).

CONCLUSAO

De acordo com o teste de germinag&o in vitro, 0O
percentual médio de germinacéo do pélen em P. suberosa foi
negativamente influenciado pelo nimero de horas apds a antese.
Os maiores indices de germinagéo foram obtidos logo apés a
antese, no periodo entre 7 e 9 h.

AGRADECIMENTOS

Agradecemos a FAPESB, pelo apoio financeiro.
REFERENCIAS

AMELA GARCIA, M.T.; HOC, P.S. Floral biology and
reproductive system of Passiflora caerulea (Passifloraceag).
Beitrage zur Biologie der Pflanzen, Berlin, v.70, p.1-20, 1997.

BIONE, N.C.P; PAGLIARINI, M.S.; TOLEDO, J.FF. Meictic
behavior of severa Brazilian soybean varieties. Genetics and
Molecular Biology, Ribeirdo Preto, v.23, p.423-631, 2000.

BRUCKNER, CH.; CASALI,V.W.D.; MORAES, C.F; REGAZZI,
A.J.; SILVA, E.A.M. Self-incompatibility in passion fruit
(Passiflora edulis Sims). Acta Horticulturae, The Hague, v.370,
p.45-57,1995.

BRUCKNER, CH.; SILVA,M.M.; FALLEIRO, T.M.; ANDRADE,
B.B.; MOREIRA, A .E. Viabilidade do pdlen de maracujazeiro sob
diferentes condicfes de armazenamento. Revista Ceres, Vicosa,
v.47, p.523-531, 2000.

CAETANO-PEREIRA, C.M.; PAGLIARINI, M.S. Cytomixisin
maize microsporocytes. Cytologia, Tokyo, v.62, p.351-355, 1997.

CAETANO-PEREIRA,C.M.; TASCHETTO, O.M.; PAGLIARINI,
M.S.; BRASIL, E.M. Spontaneous mixoploidy in maize anthers.
Cytologia, Tokyo, v.63, p.305-309, 1998.

CONSOLARO, M.E.; PAGLIARINI,M.S,;; CHAVES, L .J. Meictic
behavior, pollen fertility and seed production in Brazilian
populations of Centella asiatica (L.) Urban (Umbelliferae).
Cytologia, Tokyo, v.61, p.375-381, 1996.

CRUZ, C.D. Programa Genes versio Windows: aplicativo
computacional em genética e estatistica. Vigosa: Editora UFV,
2001. 648p.

DUJARDIN, M.; HANNA, W. Microsporogenesis, reproductive
behavior, and fertility in five Pennisetum species. Theoretical
and Applied Genetics, Berlin, v.67, p.197-201, 1934.

GUEDES, A. Broméiase orquideas com vistaparao mar. Ciéncia
Hoje, S80 Paulo, v.30, p.46-49, 2002.

HAROUN, S.A. Chromosome association and pollen fertility of
parental and interespecific hybrids of Lycopersicon esculentum
X L. hirsutum and L. pennellii. Genetica, Dordrecht, v.98, p.103-
106, 1996.

HOEHNE, F.G Frutas indigenas. S50 Paulo: Ingtituto de Boténica,
1946. 88p.

PAGLIARINI, M.S. Meiotic behavior and pollen fertility in
Aptenia cordifolia (Aizoaceage). Caryologia, Firenze, v.43, p.157-
162, 1990.

Rev. Bras. Frutic., Jaboticabal - SP, v. 30, n. 4, p. 875-879, Dezembro 2008



T.V.CRUZ et dl. 879

SOUSA, PJ.S. Polinizacio em maracujazeiro. In: SAO JOSE, A R.
(Ed.). Maracuja: producdo e mercado. VitériadaConquista: UESB,
1994. p. 65-70.

SOUSA, J.S.I.; MELETTI, L.M.M. Maracuja: espécies,
variedades e cultivos. Piracicaba: EditoraFEALQ, 1997. 179p.

SOUZA, M.M. Estudos gendomicos e reprodutivos em espécies
de Passiflora. 2002. 162 f. Tese (Doutorado) — Centro de Ciéncias
eAgrotecnologiaAgropecuaria, Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), Campos dos Goytacazes-RJ,
2002.

SOUZA, M.M.; PEREIRA, T.N.S.; MARTINS, E.R.
Microsporogénese e microgametogénese associadas ao tamanho
do botdo floral e daanteraeviabilidade polinicaem maracujazeiro-
amarelo (Passiflora edulis Simsf. flavicarpa Degener). Ciéncia
e Agrotecnologia, Lavras, v.26, p.1209-1217, 2002.

SOUZA, M.M.; PEREIRA, T.N.S. Passifloras como plantas
ornamentais. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE
FLORICULTURA E PLANTAS ORNAMENTAIS, 14.,
CONGRESSO BRASILEIRODE CULTURA DETECIDOSDE
PLANTAS, 1., 2008, Lavras. Anais... Lavras. UFLA/FAEPE, 2003.
p.24.

SOUZA, M.M.; PEREIRA, T.N.S;; VIANA,A.P; SILVA, L.C,;
SUDRE, C.P. Pollen viability and fertility in wild and cultivated
Passiflora species (Passifloraceae). Beitrage zur Biologie der
Pflanzen, Berlin, v.73, p.1-18, 2004.

SOUZA,M.M.; BELO, GO.; FONSECA,JW.S;; VIANA,AJC.;
CRUZ, TV.; SOPRANI UNIOR, GG; ROZA, FA.: PEREIRA,N.E.;
SILVEIRA, A. Viabilidade polinicae receptividade do estigmaem
Passiflora suberosa por meio de testes histoquimicos como
subsidio para hibridacéo interespecifica. In: CONGRESSO
BRASILEIRODEMELHORAMENTO DE PLANTAS, 3., 2005,
Gramado. Anais... Passo Fundo: EMBRAPA Trigo/SBMP, 2005a.
1CD-ROM

SOUZA, M.M.; CRUZ, T.V.; FRANCO, M.A.M.; BELO; GO,;
FONSECA, JW.S;; VIANA, A J.C.; SOPRANI JUNIOR, GG;
ROZA, FA.; PEREIRA, N.E.; SILVEIRA, A. Estudo do Sistema
reprodutivo de Passiflora suberosa para fins de hibridagdo
interespecifica. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE
MELHORAMENTO DE PLANTAS, 3. 2005, Gramado. Anais...
Passo Fundo: EMBRAPA Trigo/SBMP, 2005b. 1 CD.

STEBBINS, GL. Variation and evolution in plants. New York:
ColumbiaUniversity Press, 1950.

STOREY, W.B. Chromosome numbers of some species of
Passiflora occurring in Hawaii. Pacific Science, Honolulu, v.4,
p.37-42, 1950.

ULMER, T.; MACDOUGAL, JM. Passiflora passionflowers of
the world. Portland: Timber Press, 2004. 430p.

VANDERPLANK, J. Passion flowers. Cambridge: TheMIT Press,
2000. 224p.

VARA PRASAD, PV.; CRAUFURD, PQ.; SUMMERFIELD, R.J.
Fruit number in relation to pollen production and viability in
Groundnut exposed to short episodes of heat stress. Annals of
Botany, London, v.84, p.381-386, 1999.

Rev. Bras. Frutic., Jaboticabal - SP, v. 30, n. 4, p. 875-879, Dezembro 2008



