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RESUMO

VIANNA, Larissa Souza; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro; Fevereiro de 2019; Caracterizacdo molecular e citogenética das espécies
silvestres de Passiflora; Orientadora: Profé. Telma Nair Santana Pereira;
Conselheiros: Prof. Alexandre Pio Viana e Prof. Messias Gonzaga Pereira.

Passiflora cristalina, Passiflora coccinea e Passiflora miniata sdo espécies
silvestres, que apresentam caracteres florais similares, em especial a cor e
estrutura floral, bem como os frutos. Tal semelhanga representa um problema para
os estudos taxondmicos, surgindo a necessidade do uso de ferramentas robustas
gue venham corroborar ou até reclassificar as espécies. Os objetivos desse estudo
foram: a) delimitar as espécies silvestres via marcadores ISSR e SSR; b) verificar
a natureza hibrida de P. cristalina utilizando marcadores SSR; c) determinar o
cariétipo de P. cristalina e P. miniata; e d) avaliar as condi¢cdes de temperaturas e
reguladores vegetais na germinacdo de sementes das trés espécies. O primeiro
capitulo refere-se as analises moleculares, e para tal o DNA gendmico foi extraido
de amostras foliares de Passiflora (P. cristalina, P. miniata, P. coccinea, P. setacea
e P. edulis). Dezoito primers ISSR apresentaram produtos de amplificacado
satisfatoria, um total de 81 bandas foram amplificadas com uma percentagem de
99% de polimorfismo. A distancia genética e a analise de agrupamento permitiram
observar que as espécies P. cristalina e P. coccinea sdo geneticamente proximas,
enquanto que P. miniata ficou em um grupo isolado, porém apresentando baixo
valor de dissimilaridade com a espécie P. cristalina. Dezoito primers SSR foram

polimorficos, equivalendo uma taxa de 95,65% de transferibilidade, sugerindo que
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0 sucesso da amplificacdo heterologa deve-se a proximidade evolutiva entre
taxons. Por meio das analises de coordenadas principais (PCA), de distancia
genética e de agrupamento observou-se uma clara separacédo entre as espécies
que apresentam caracteristicas florais similares (P. cristalina, P. coccinea e P.
miniata) das demais. P. cristalina foi indicada como sendo um possivel hibrido
natural entre P. miniata e P. coccinea. O segundo capitulo refere-se a determinacao
do cariotipo das espécies de P. cristalina e P. miniata, que apés o uso do protocolo
de rotina confirmou que as duas espécies sdo diploides com 2n = 2x = 18
cromossomos, todos do tipo metacéntrico (911 M). O Comprimento do Lote Haploide
(CLH) foi de 22,91 e 24,25 e os caridtipos foram considerados simétricos com
valores de 42,26 e 43,42 em P. miniata e P. cristalina, respectivamente. No terceiro
capitulo foi possivel verificar que o regulador vegetal KNOs na concentracao 2% foi
eficiente na superacdo da dorméncia das trés espécies, notou-se também que a
concentracdo de 0% n&o houve germinacdo das sementes, demonstrando que
KNOs favoreceu o processo germinativo das sementes. O GAs na concentracao de
1.5000 mg L foi eficaz para quebrar a dorméncia das sementes de P. miniata, para
as demais espécies ndo houve diferenca significativa na concentracao supracitada,
no entanto, as mesmas obtiveram um melhor percentual de germinagcdo quando
comparadas com as sementes controle. A temperatura alternada de 20-35°C
proporcionou valores mais expressivos de germinacdo para as trés espécies,
resultado este atribuido ao fato de que a temperatura alternada simula as condi¢cées
de ambiente onde as espécies encontram-se melhor adaptada. Mediante ao
contexto, conclui-se que os dados citolégicos ndo permitiram diferenciar as
espécies, entretanto as analises moleculares permitiram tal diferenciacao
sugerindo que P. miniata e P. cristalina sao espécies distintas apesar de
geneticamente préximas; que o uso de regulador vegetal e condi¢Bes alternadas
de temperatura sédo considerados eficientes para uma melhor germinacdo das
sementes, no entanto, sugere-se realizar um experimento num esquema fatorial, a
fim de avaliar os efeitos de todos os tratamentos simultanemante e a interacéo entre

eles.
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ABSTRACT

VIANNA, Larissa Souza; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro; February 2019; Molecular and citogenetic characterization of wild species
of Passiflora; Advisor: Profa.Telma Nair Santana Pereira; Committee members:
Prof. Alexandre Pio Viana and Prof. Messias Gonzaga Pereira.

Passiflora cristalina, Passiflora coccinea and Passiflora miniata are wild species that
have similar floral characters, especially floral color and structure, as well as their
fruits. Such similarity embodies a problem for taxonomic studies and, along with
that, the necessity to use robust tools that can corroborate or even reclassify the
species. The objectives of this study were: a) delimiting wild species via ISSR and
SSR markers; b) verify the hybrid nature of P. cristalina using SSR markers; c)
determining the karyotype of P. cristalina and P. miniata; d) evaluate the
temperature conditions and plant regulators in seed germination of the three
species. The first chapter refers to the molecular analyzes, and for this, the genomic
DNA was extracted from Passiflora foliar samples (P. cristalina, P. miniata, P.
coccinea, P. setacea and P. edulis). Eighteen ISSR primers presented satisfactory
amplification products and a total of 81 bands were amplified with a 99% percentage
of polymorphism. Genetic distance and cluster analysis allowed us to observe that
the species P. cristalina and P. coccinea are genetically close, while P. miniata was
in an isolated group, but presenting a low dissimilarity value with P. cristalina
species. Eighteen SSR primers were polymorphic, the equivalent to a rate of
95.65% transferability, suggesting that the success of heterologous amplification is

due to the evolutionary proximity between taxa. By means of the Principal
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Coordinates analysis (PCA) of genetic distance and clustering, a clear separation
between the species with similar floral characteristics (P. cristalina, P. coccinea and
P. miniata) from the others was observed. P. cristalina was indicated as being a
possible natural hybrid between P. miniata and P. coccinea. The second chapter
refers to the determination of the karyotype of the species of P. cristalina and P.
miniata, which after the routine protocol confirmed that the two species are diploids
with 2n=2x=18 chromosomes, all metacentric type (911 M). The length of the Haploid
lot (LHL) was 22.91 and 24.25 and the karyotypes were considered symmetrical
with values of 42.26 and 43.42 in P. miniata and P. cristalina, respectively. In the
third chapter it was possible to verify that the plant regulator KNOs with a 2%
strength was efficient in overcoming the dormancy of the three species, it was also
noticed that in the 0% strength was no germination of the seeds, demonstrating that
KNOs favored the germinative process of the seeds. The GAs in the concentration
of 1.5000 mg L was effective to break dormancy of the P. miniata seeds; for the
other species, there was no significant difference in the concentration mentioned
above, however, it was obtained a better percentage of germination when compared
with the control seeds. The alternating temperature of 20-35°C provided more
expressive values of germination for the three species, a result attributed to the fact
that the alternating temperature simulates the environment conditions where the
species are better adapted. By means of the context, it is concluded that the
cytological data did not allow to differentiate the species, however the molecular
analyzes allowed such differentiation suggesting that P. miniata and P. cristalina are
distinct species although genetically close; that the use of plant regulators and
alternating temperature conditions are considered efficient for a better germination
of the seeds, however, it is suggested to perform an experiment in a factorial
scheme, in order to evaluate the effects of all the treatments simultaneously and the

interaction between them.



1. INTRODUCAO

A familia Passifloraceae € predominantemente encontrada nas éareas
tropicais e subtropicais das Américas e Africa, contém 18 géneros, sendo o género
Passiflora 0 mais rico em numero de espécies, compreendendo 534 espécies (The
Plant List, 2016).

Devido esta ampla variabilidade e complexidade morfolégica do género, os
estudos taxonbmicos, encontram-se incipientes, havendo lacunas a serem
preenchidas. Aliado a isto, ha o fato de que a maioria dos estudos taxonémicos em
Passiflora sdo baseados unicamente em caracteristicas morfolégicas, gerando
davidas quanto a correta classificacdo taxondmica de algumas espécies, pois, tal
caracterizacdo apresenta a desvantagem de ser influenciada pelos fatores
ambientais, logo, podem néo representar a real similaridade ou diferencas entre os
individuos (Ferreira; Grattapaglia, 1998).

No Brasil, ocorrem quatro géneros sendo: Ancistrothyrsus Harms, Dilkea
Mast., Mitostemma Mast. e Passiflora L., contabilizando um total de 139 espécies,
sendo 87 endémicas (Bernacci et al., 2008; Bernacci et al., 2014). Novas espécies
de Passiflora ainda vém sendo descritas e cerca de 90% delas s&o nativas das
Ameéricas; neste contexto, estudos taxondmicos sdo de suma importancia
(MacDougal, 2011).

Passiflora miniata, descrita por Vanderplank (2006) pertence ao subgénero
Passiflora, superseccdo Coccinea, e tem sua origem e distribuicdo na regido

Amazonica (Peru, Brasil e Coldmbia) e nas Guianas (Lim, 2012). Apresenta flor de



coloracdo vermelha e possui 3 séries de filamentos da corona com coloragéo
purpura e seus frutos sdo pequenos e variegados com coloracdo verde e creme
(vanderplank, 2006).

Passiflora cristalina pertence a superseccdo Diasthephana do subgénero
Passiflora e foi encontrada no Parque Estadual do Cristalino, no nordeste do estado
do Mato Grosso. Apresenta flores de coloragdo vermelha e possui 2 séries de
filamentos da corona com coloragéo variando de vermelho a rosa, apresenta frutos
pequenos variegados de verde escuro e creme (Vanderplank; Zappi, 2011).

Passiflora coccinea € encontrada na condicdo natural nas Guianas,
Venezuela, bacia Amazobnica, Peruana, Bolivia e Brasil, pertence ao subgénero
Passiflora, superseccédo Diasthephana apresenta flores de coloracdo vermelha-
escarlate com 2 séries de filamentos roxos ou brancos-réseos na corona, possui
frutos com casca de fundo verde variegado e com faixas longitudinais
(Vanderplank, 2000). As trés espécies apresentam uma grande similaridade
morfologica, em especial a cor e estrutura floral, bem como os frutos, apresentando
como principal diferenca o niumero e coloracéo das séries de filamentos na corona
(Vanderplank, 2006).

As espécies silvestres tém atraido a atencdo dos melhoristas devido ao
potencial genético, pois podem ser consideradas como repositorios de genes de
interesse, como genes de resisténcia a doencas e/ou pragas e caracteristicas
agrondmicas de interesse (Junqueira et al., 2006; Souza et al., 2008; Meletti, 2011,
Santos et al.,, 2014b)). Em raz&o disso, para serem usadas em programas de
melhoramento genético deve-se ter sua taxbnomia bem definida, para que a
transferéncia de genes importantes que estdo ausentes na forma cultivada seja
bem sucedida (Hajjar; Hodgkin, 2007), faz-se necessario que as espécies genitoras
sejam geneticamente proximas (Pereira et al., 2005). Contudo, tais avaliacdes
podem ser realizadas utilizando metodologias moleculares (Padua, 2005; Hansen
et al., 2006); citolégicas (Melo et al., 2001; Cucco et al., 2005) e morfolégicas
(Lorenzi et al., 2006; Bellon et al., 2007).

Espécies com grande semelhanca morfoldgica representam um problema
para os estudos taxondémicos, surgindo assim a necessidade de metodologias
eficazes que venham corroborar, complementar ou até mesmo redefinir

organizacdes vigentes.



Os marcadores moleculares sdo altamente viaveis para se estudar as
relagBes genética entre espécies, por permitir estimar, a nivel de DNA, a distancia
genética inter e intraespecifica (Faleiro et al.,, 2003). Entre os marcadores
moleculares, os marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) séo
considerados informativos em estudos sobre diversidade genética (Bornet;
Branchard, 2002). Varios autores em seus trabalhos com as espécies do género
Passiflora, utilizando tais marcadores, relataram elevado nivel de polimorfismo
(Santos et al., 2011, Costa et al., 2012, Sousa et al., 2015).

Ja os microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats) tém se tornado
o0 tipo de marcador mais utilizado, devido ao alto contetdo informativo que este
proporciona (Oliveira et al., 2006). Apresenta como desvantagem, o fato de ser
espécie-especifico, porém o potencial de transferibilidade de primers entre
espécies do mesmo género permiti sua utilizacéo (Bravo, 2006).

Em Passiflora, o estudo dos cromossomos (Melo et al., 2001; Cucco et al.,
2005) ou abordagens da biologia molecular (Padua, 2005; Hansen et al., 2006) tém
permitido uma melhor caracterizacdo dos individuos dentro dos grupos
taxonoémicos. Estudos cromossémicos tém sido utilizados na determinacdo das
relacdes filogenéticas e evolutivas entre grupos de plantas (Raven, 1975; Singh,
2003). A determinacéao do cariotipo pode ter um papel importante na reorganizacao
da taxonomia vegetal, principalmente na caracterizacdo de diferentes taxons. Em
geral, espécies geneticamente préximas apresentam caridtipos semelhantes, por
outro lado, espécies distantes apresentam cariotipos mais divergentes (Sumner,
2003).

Ademais, as espécies silvestres apresentam dificuldades na germinacgéo e
consequente obtencdo de mudas que € dificultada pela dorméncia em suas
sementes. Entretanto, existem procedimentos que podem acelerar e uniformizar a
germinacdo das sementes de Passifloras, tais como o uso de reguladores de
crescimento e técnicas de escarificagdo (mecanica, quimica e/ou térmica) (SOUZA
et a., 2009; PADUA et al., 2011).



2. OBJETIVOS

2.1.Geral:

Caracterizar espécies silvestres de Passiflora utilizando metodologias
moleculares e citogenéticas para melhor delimitagdo taxdbnomia entre as mesmas;
avaliar a germinacdo e a eficiéncia de procedimentos pré-germinativos em

sementes dessas espécies.

2.2. Especificos:

i) estimar a distancia genética entre cinco espécies do género Passiflora
(P. cristalina, P. miniata, P. coccinea, P. edulis e P. setacea), utilizando marcadores
ISSR e SSR;

il) acessar o potencial de transferibilidade dos marcadores microssatélites
em detectar polimorfismos em gendétipos de Passiflora;

iii) verificar, mediante a comparacao dos padrdes de bandas, a natureza
hibrida de P. cristalina, por meio de marcador molecular do tipo SSR;

iv) determinar o cariotipo e gerar dados citologicos das espécies P.
cristalina e P. miniata via coloragao convencional; e

vi) avaliar as condicbes de temperaturas e reguladores vegetais na

germinacao de sementes de P. cristalina, P. coccinea e P. miniata.



3. CAPITULOS

3.1. MARCADORES ISSR E SSR NA DETERMINAGAO DAS RELACOES
GENETICAS ENTRE ESPECIES SILVESTRES DE Passiflora!

3.1.1. INTRODUCAO

O Brasil € considerado o maior centro de diversidade genética do género
Passiflora L., e também o centro de origem de aproximadamente 139 espécies
(Bernacci et al., 2008; Bernacci et al., 2014), sendo considerado o género de maior
importancia da familia Passifloraceae. Apesar de possuir centenas de espécies,
somente duas sdo cultivadas comercialmente para a producao dos frutos, P.alata
Curtis e P. edulis Sims (Bernaci et al. 2008).

Com a ampla variabilidade genética interespecifica e intraespecifica que
ocorre naturalmente aliado ao grande numero de espécies de Passiflora, a
delimitacdo taxonémica tem sido dificultada. Estudo acerca da variabilidade
genética do género Passiflora vem sendo realizados por alguns autores, dentre eles
Ferreira e Oliveira (1991), Ferreira e Grattapaglia (1998), Viana et al. (2003),
Castellen et al. (2005), Faleiro et al. (2005) e Bellon et al. (2007), onde a maioria
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baseia-se na caracterizacdo morfologica da planta, no entanto, espécies muito
semelhantes apresentam diferencas morfologicas dificeis de serem observadas e
caracterizadas, sendo necessaria a adocao de analises genéticas para uma melhor
delimitacdo entre os taxons (Hansen et al., 2006; Lorenzi et al., 2006; Bellon et al.,
2007).

O polimorfismo genético obtido por meio de marcadores moleculares pode
ser usado no estudo gendmico comparativo de diversas culturas e populacoes,
sendo aplicavel também na identificacdo de germoplasma (Xl et al., 2008),
inferéncia da diversidade genética (Sawadogo et al., 2009), protecdo de cultivares
(Isshiki et al., 2008). Os diversos marcadores moleculares diferem entre si pela
capacidade de detectar o polimorfismo ao nivel de dominancia e codominancia,
especificidade, reprodutibilidade e custo (Collard; Mackill, 2009).

Entre os marcadores moleculares, os marcadores ISSR (Inter Simple
Sequence Repeat) mostram ser informativos em estudos sobre diversidade
genética (Bornet; Branchard, 2002), relacdes filogenéticas e evolutivas (Reddy et
al., 2002) e na caracterizacdo de acessos e cultivares, pois, permite uma
diferenciacéo rapida entre individuos, devido ao elevado grau de polimorfismo e
baixo custo (Borba et al., 2005). E uma técnica simples, eficiente e possui alta
reprodutibilidade. O ISSR é um marcador baseado em microssatélite, dominante,
gue ndo necessita do conhecimento prévio do genoma. Varios autores, em seus
trabalhos com as espécies do género Passiflora utilizando marcadores ISSR
relataram elevado nivel de polimorfismo (Santos et al., 2011; Costa et al., 2012;
Sousa et al., 2015).

Ja os microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats) tém se tornado
o tipo de marcador mais utilizado devido as suas propriedades, em especial ao alto
contetdo informativo que este proporciona (Oliveira et al.,, 2006). Estes séo
reproduziveis, codominantes, altamente polimérficos e com uma distribuicao
frequente e aleatdria, 0 que permite uma ampla cobertura do genoma (Litt; Luty,
1989; Selkoe; Toonen, 2006). Por outro lado, o maior obstaculo dos marcadores
microssatélites € que eles sdo especificos para cada espécie, no entanto, o
potencial de transferibilidade de primers entre espécies do mesmo género e género
relacionados permite a aplicacdo da técnica utilizando iniciadores desenvolvidos

para espécies correlacionadas (Varshney, 2005; Bravo, 2006).



O presente trabalho visou estimar a distancia genética entre cinco espécies
do género Passiflora (P. cristalina, P. miniata, P. coccinea, P. edulis e P. setacea),
utilizando marcadores ISSR e SSR, para uma melhor delimitacdo taxonémica entre
essas especies e averiguar a possivel natureza hibrida de P. cristalina, através da
comparacao dos padrdes de bandas gerados com os marcadores moleculares do
tipo SSR.

3.1.2. REVISAO

3.1.2.1. Familia Passifloraceae

Passifloraceae € uma familia de angiospermas dicotiledéneas, pertencente
a ordem Mapighiales, com distribuicdo neotropical, encontrada preferencialmente
nas regides de clima quente da América, apresentando menor diversidade na Asia,
Africa do Sul, Nova Zelandia e Australia e apenas uma espécie em Madagascar.
Seus membros possuem como habitats mais comuns as florestas tropicais,
savanas e varzeas, ocorrendo geralmente em regides de baixas e médias altitudes
(Feuillet; Macdougal, 2003).

Durante muito tempo, a familia foi taxonomicamente considerada como
membro da ordem Parietales, préximo as familias Malesherbiaceae, Turneraceae
e Flacourtiaceae (Wettstein, 1935). Em seguida, Bentham e Hooker (1867) em seus
estudos reclassificaram Passifloraceae na ordem Passiflorales, relacionada com
Loasaceae, Turneraceae e Malesherbiaceae. Posteriormente, os autores Engler
(1894) e Cronquist (1981) baseando-se em caracteristicas morfologicas, incluiram
a familia como membro da ordem Violales, préximo a Flacourtiaceae, Violaceae,
Scyphostegiaceae, Turneraceae, Achriaceae e Malesherbiaceae.

Apos a incorporacdo de dados moleculares nas analises filogenéticas, a
familia Passifloraceae passou a integrar a ordem Malpighiales e esta
morfologicamente relacionada a familia Turneraceae e Malesherbiaceae (Stevens,
2001; APGIIl, 2009).

Os membros pertencentes a familia Passifloraceae se unem por

compartilharem uma série de caracteristicas morfolégicas, como a presenca de



gavinhas auxiliares, coroa de estaminddios, folhas alternas, glandulas extraflorais
ou nectérios, androginoforo e sementes ariladas (Feuillet, 2004). O clado apresenta
uma elevada diversidade no tamanho e na forma das folhas, assim como no
tamanho, forma e coloracéo das flores. Os frutos, comumente, sdo arredondados
ou alongados, variando em coloragao do verde ao alaranjado possuindo sementes
pretas e achatadas, geralmente envolvidas por um arilo gelatinoso e translicido
(Jorgensen et al., 1984).

Os estudos acerca da caracterizacdo e organizacdo da familia foram
primitivamente realizados pelos botanicos Ellsworth; Paine; Killip, em seu trabalho
“The American species of Passifloraceae”, publicado em 1938. Apesar de mais de
75 anos ja terem se passado e cerca de 120 novas espécies terem sido descritas,
desde entdo, ainda ndo ha consenso em relacdo ao numero total de espécies que
compdem a familia. De acordo com o autor e a metodologia utilizada na
classificacdo taxonémica do grupo, o nimero de membros pode variar de cerca de
530 espécies, como proposto por Watson e Dallwitz (1992) a 700 espécies, como
proposto por Feuillet (2004). Também existe pouca conformidade em relacdo
namero de géneros em que a familia se divide, podendo variar de 18 géneros, como
proposto por Watson e Dallwitz (1992) e Feuillet (2004), até 23 géneros, segundo
a classificacao proposta por Barroso et al. (1978).

Na América do Sul ocorrem duas espécies do género Ancistrohyrsus, seis
espécies do género Dilkea, trés espécies pertencentes ao género Mitostemma e
mais de 534 espécies pertencentes ao género Passiflora. No Brasil ocorrem cerca
de 139 espécies de Passifloras, a maioria subordinada ao género Passiflora L. (The
Plant List, 2016).

3.1.2.2. Geénero Passiflora

A classificacdo mais abrangente para o género foi proposta por Killip (1938)
em seu trabalho “The American Species of Passifloraceae”, considerado o estudo
mais completo para o género Passiflora (Vanderplank, 2000). Nesse estudo, foram
relatadas 355 espécies distribuidas em 22 subgéneros, e mais 145 espécies
descritas foram acrescentadas. No entanto, Ulmer e MacDougal (2004) baseadas
em caracteres morfoldgicos propuseram uma reclassificacdo das espécies

pertencentes ao género Passiflora, agrupando-as em quatro subgéneros



(Astrophaea, Decaloba, Deidamiodes e Passiflora), reorganizado da seguinte
maneira: a) Astrophea, com cerca de 55 espécies; b) Decaloba, com mais de 200
espécies; c) Deidamioides, com 16 espécies agrupando trés subgéneros, uma
secdo e 0 género Tetrastylis; e d) Passiflora, com mais de 220 espécies sendo
considerado o género mais representativo (Ulmer; MacDougal, 2004).

Posteriormente, Muschner et al. (2006) e Hansen et al. (2006), em seus
estudos independentes acerca da sistematica filogenética, utilizando marcadores
plastidiais, mitocondriais e nucleares corroboraram total ou parcialmente a
classificagdo proposta por Ulmer e MacDougal (2004). Vale ressaltar que a
sistematica do género Passiflora ainda ndo se encontra bem resolvida, existindo
divergéncias entre taxonomistas e sistematas, em relacdo ao nimero de espécies
do género (Muschner et al., 2006; Hansen et al., 2006).

Diversos sao os trabalhos acerca da variabilidade genética inter e
intraespecifica existente no género Passiflora (Ferreira; Oliveira, 1991; Alexandre
et al., 2005; Meletti et al., 2005). Nativo da América do Sul, o género Passiflora
apresenta ampla variabilidade genética distribuida no territério brasileiro,
principalmente na Regido Centro Norte do pais, sendo considerado o maior e
principal centro de diversidade genética do género, agregando precisamente 139
espécies (Bernacci et al., 2014), onde 87 destas espécies sdo endémicas da flora
nacional, colocando o pais em uma posicao privilegiada em relacdo aos recursos
genéticos do género (Fajardo et al., 1998; Viana et al., 2003; Cervi et al., 2010).

Apesar da ampla variabilidade genética existente no género Passiflora, os
cultivos comerciais do Brasil baseiam-se em duas espécies, 0 maracuja-azedo
(Passiflora edulis), que representa mais de 90% dos pomares, pela qualidade dos
seus frutos, vigor, produtividade e rendimento em suco e o0 maracuja-doce
(Passiflora alata) (Meletti; Bruckner, 2001; Meletti, 2011; Oliveira et al., 2013a;
Viana et al., 2016). Esta ampla diversidade vem sendo comprometida devido a
expressiva reducdo das areas florestais, ocasionada especialmente pelos
processos de desmatamento que ocorrem em consequéncia da urbanizacéo
(Bernacci et al., 2005).

O género é constituido por trepadeiras de habito lenhoso ou herbaceo, com
gavinhas, raramente eretas, arbustos, arvores ou lianas (Nunes; Queiroz, 2006).
Além disso, as plantas desse género possuem caules eretos, cilindricos, lisos ou

pilosos, angulados, angular-estriados, angular-alados, poucos s&do achatados
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(Vanderplank, 2000). Na maioria das espécies, as folhas possuem tamanho e forma
variada, simples, alternas, elipticas ou orbiculares, inteiras ou lobadas, peciolo com
ou sem glandulas (Feuillet; Macdougal, 2007). As gavinhas sdo comumente
solitérias e se desenvolvem nas axilas das folhas, porém séo ausentes em espécies
lenhosas (Cunha et al., 2002).

As flores séo geralmente hermafroditas e de simetria radial apresentando
uma ampla variacdo de formas e cores, variando de branco a vermelho intenso.
Possuem o célice tubuloso herbaceo ou subcarnoso, com cinco sépalas carnosas,
membranaceas ou coridceas. A corola apresenta cinco pétalas membranaceas
(brancas ou coloridas), alternadas as sépalas, suavemente concrescida na base ou
livres. A corona consiste de uma até varias linhas de filamentos situadas em
verticilos, projecées ou membranas, e nasce no apice da superficie interna do
hipanto, localizando-se entre o androgin6foro e o perianto, sendo usualmente
colorida, o que é um carater com importancia fundamental para a caracterizacao
das espécies. Esta variacdo de cores parece estar destinada a atracdo de insetos
e passaros, colaborando assim com a polinizacdo das flores (Vanderplank, 2000;
Ulmer; MacDougal, 2004).

Os frutos, habitualmente apresentam-se em forma de bagas indeiscentes ou
capsulas deiscentes, globosos ou ovoides, com coloragcdo amarela, no entanto,
existem frutos com coloracdo vermelha ou roxa (Vanderplank, 2000; Ulmer;
MacDougal, 2004), sdo envolvidos por casca de texturas coriacea, quebradica e
lisa, as quais protegem as sementes, que sdo envolvidas em arilo mucilaginoso
(Nunes; Queiroz, 2006, Bernacci et al., 2008).

3.1.2.3. Caracterizacdo genética com base em marcadores moleculares

A biologia molecular tem fornecido ferramentas valiosas para uma
detalhada analise genética de organismos superiores. O desenvolvimento de
diversas técnicas moleculares, nas ultimas décadas, permitiu 0 surgimento de
varias classes de marcadores capazes de evidenciar polimorfismos genéticos, a
partir da analise direta do DNA (Varshney et al., 2005).

Marcadores moleculares representam qualquer dado molecular
correspondente a regides expressas ou nao do genoma, capazes de evidenciar

polimorfismo entre os individuos analisados (Ferreira; Grattapaglia, 1998; Faleiro,
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2007).

As técnicas moleculares sdo empregadas para diversos propositos, como:
em fingerprinting de gendtipos, estudos de diversidade genética e mapeamento,
avaliacdo de estrutura populacional (Rauscher; Simko, 2013).

Os usos de marcadores moleculares tém sido de grande valia, pois
somente a aplicacdo de métodos classicos morfoagronédmico em programas de
melhoramento leva muito tempo para chegar a algum resultado pratico,
especialmente quando se trata de uma espécie semiperene, caso do
maracujazeiro, além de demandar grandes espacos experimentais. Os marcadores
revelam diferengcas genéticas a nivel de DNA apresentando um maior nivel de
detalhamento e, sem as interferéncias causadas pelo efeito ambiental, oferecendo
vantagens em termos de discriminacao e rapidez (Rauscher; Simko, 2013).

Existem varios marcadores moleculares disponiveis para os mais diversos
tipos de culturas, tanto marcadores codominantes (polimorfismos de isoenzimas,
microssatélites) quanto dominantes, dentre eles ISSR (Inter Simple Sequence
Repeat), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) e AFLP (Amlified Fragment
Length Polymorphism) (Reddy et al., 2002; Ganga et al., 2004; Isshiki et al., 2008;
Oliveira et al., 2008).

A escolha de um marcador molecular depende de varios fatores, como a
disponibilidade do marcador para a espécie em estudo, nivel de polimorfismo
apresentado pelo marcador, disponibilidade de informacdo do genoma da espécie
alvo, habilidades técnicas, custo da analise, disponibilidade de equipamentos, entre
outros (Souza et al., 2008).

Os marcadores SSR sao sequéncias simples repetidas em tandem, as
guais consistem de um a seis nucleotideos. Estas regibes sdo conhecidas como
SSR’s (Simple Sequence Repeats) ou STR’s (Short Tandem Repeats) e estédo
presentes no genoma de eucariotos e procariotos (Field; Wills, 1996). As
sequéncias de DNA que flanqgueiam o0s microssatélites sdo, geralmente,
conservadas entre os individuos de uma mesma espécie permitindo a selecéo de
primers especificos e possibilitando a amplificacdo dos fragmentos que contém o
DNA repetitivo em diferentes genaotipos (Borém; Caixeta, 2009).

Os marcadores SSR sao o0os que mais se destacam nos estudos da
diversidade genética, por serem considerados altamente informativo (Oliveira et al.,

2006), por apresentarem uma alta reprodutibilidade, e serem amplamente



12

distribuidos no genoma, pelo potencial para automacdo e por ndo necessitar de
grande quantidade de DNA para as analises e a possibilidade de serem
transferiveis entre espécies de um mesmo género ou géneros relacionados (Kumar
et al., 2009; Ince et al., 2010).

No entanto, o uso dessa tecnologia engloba algumas limitacbes,
demandando um vasto conhecimento das sequéncias de DNA, o que significa um
substancial investimento de tempo e dinheiro para o desenvolvimento destes
marcadores. Entretanto, a proximidade evolutiva entre as espécies permite a
transferéncia de iniciadores desenvolvidos de uma espécie para outra (amplificacéo
heterdloga), uma vez que espécies relacionadas possuem homologia nas regiées
flanqueadoras das repeticdes microssatélites (Barbara et al., 2007; Oliveira et al.,
2006).

Cerqueira-Silva et al. (2008) avaliaram a transferibilidade de 25 primers
SSR desenvolvidos para P. edulis para 13 espécies de Passifloras distintas e
observaram um percentual de amplificacdo cruzada variando entre 32 a 76%,
sendo que nove das 13 espécies apresentaram amplificacdo superior a 62%.

Os trabalhos com o uso de marcadores SSR em maracujazeiro estéo
voltados para identificacdo e caracterizacdo de locos (Padua et al., 2005; Pereira,
2010; Cazé et al., 2012; Penha et al., 2013; Oliveira et al., 2013b; Santos et al.,
2014b, Cerqueira-Silva et al., 2014a), insercdo de marcas em mapas genéticos
previamente construidos (Oliveira et al., 2008; Pereira et al., 2013) e na diversidade
genética (Oliveira et al., 2013b; Paiva et al., 2014b; Cequeira-Siva et al., 2014b).

Ja os marcadores ISSR s&o uma dentre muitas técnicas de fingerprinting
baseada em PCR (Polymerase Chain Reaction) que utiliza primers de sequéncia
simples repetitiva para amplificar regides entre sequéncias alvo. Esta técnica tem a
capacidade de gerar um grande numero de marcadores, 0s quais podem ser
aplicados para analisar praticamente qualquer organismo, mesmo aqueles para os
quais se dispbe de pouca ou nenhuma informacao genética prévia (Arcade et al.,
2000).

O uso de marcadores ISSR € conhecido por serem altamente reprodutiveis,
polimorficos, informativos, rapidos de usar e pouco onerosos. A limitagcdo dessa
classe de marcadores esta relacionada ao fato de serem dominantes que
impossibilita estabelecer relacbes alélicas entre os individuos (Zietkiewicz et al.,
1994, Bornet; Branchard, 2002; Bornet et al., 2002).
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Estes marcadores sdo dominantes, presentes entre duas sequéncias
idénticas de microssatélites, orientados em direcfes opostas (Reddy et al., 2002).
O tamanho dos primers varia entre 16 a 20 pares de bases, e os produtos
amplificados podem variar entre 100 a 3.000 pares de base, tanto em gel de
agarose quanto em gel de poliacrilamida (Faleiro, 2007).

Varios autores, em seus trabalhos com as espécies do género Passiflora
utilizando marcadores ISSR relataram elevado nivel de polimorfismo (Santos et al.,
2011; Costa et al., 2012). Santos et al. (2011) avaliaram a diversidade genética de
maracuja-doce e azedo utilizando marcador ISSR, encontrando um alto nimero de
polimorfismo entre os acessos e uma ampla variabilidade genética, demonstrando

a eficiéncia de estudos utilizando tal marcador.

3.1.3. MATERIAL E METODOS

3.1.3.1. Material Vegetal

O trabalho foi realizado no Laboratério de Melhoramento Genético Vegetal,
do Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias da Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro, foram utilizadas amostras foliares das cinco
espécies de Passiflora (P. coccinea, P. cristalina, P. miniata, P. setacea e P. edulis),

sendo as duas ultimas utilizadas como testemunhas (Tabela 1).

Tabela 1- Espécies de Passiflora analisadas via marcadores moleculares no estudo
de diversidade genética e suas respectivas procedéncias.

Subgénero 2n

Espécies Cédigo Procedéncia
Passiflora setacea Passiflora 18 01 UENF
Passiflora cristalina Passiflora 18 02 UNEMAT
Passiflora miniata Passiflora 18 03 UNEMAT
Passiflora edulis Passiflora 18 04 UENF

Passiflora coccinea Passiflora 18 05 EMBRAPA
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3.1.3.2. Extracao do DNA

A extracdo do DNA gendmico foi realizada utilizando o Kit DNeasy Plant
Mini da Qiagen, seguindo a metodologia descrita pelo seu fabricante. Para analise
utilizando marcadores ISSR, a extracdo do DNA foi realizada em bulk, para tanto
foram utilizados dez individuos por espécies. Para analise utilizando marcadores
SSR, a extracdo foi realizada individualmente, utilizando cinco individuos por
espécie. Apés a extracao, a integridade e a quantificacdo do DNA foram verificadas
via gel de agarose a 1,0%, e em seguida o DNA foi diluido para a concentracéo de

5ng uL.

3.1.3.3. Condicdes de amplificacdo e analise estatistica para ISSR

As analises de reacbBes de amplificacdo do DNA foram realizadas,
utilizando-se 55 iniciadores ISSR. Cada iniciador foi anteriormente testado, a fim
de encontrar sua temperatura ideal de amplificacéo, variando entre 46-52°C.

Para a reacdo de PCR foram utilizados os seguintes reagentes em suas
determinadas concentracdes: PCR buffer 1X (NH4)2SO4; 0,2 mM de dNTP; 1,9 mM
de MgClz; 0,6 U de Taq DNA Polimerase (Platus Tag DNA Polymerase — Sinapse
Inc); 0,4 uM de primer; 10 ng de DNA (bulk); e por final a reacao foi completada até
13 ul com agua ultra pura em microtubos de PCR de 200 pL, foi utilizado marcador
de 100 pb.

As reacOes da polimerase em cadeia (PCR) foram realizadas em
termociclador sob as seguintes condi¢des: 5 min a 94°C (desnaturag&o inicial),
seguindo por 35 ciclos de 94°C por 1 min, 46-52°C por 1 min, 72°C por 3 min, e
uma extensao final a 72°C por 7 min.

Os fragmentos amplificados foram separados em gel agarose 2%, corados
com mistura gel RedTM e blue Juice (1:1) e submetidos a luz UV
(Fotodocumentador Minibis Pro — Bio-imaging System) para visualizacdo dos
resultados. Os polimorfismos obtidos foram tabulados de acordo com a presencga
(1) ou auséncia (0) das bandas.

As variaveis foram obtidas pela avaliacdo visual das bandas mais
consistentes e evidentes. A analise dessas variaveis foi realizada considerando a
matriz binéria construida, usando os valores de 1 para indicar presenca de banda

e 0 para indicar auséncia de banda, a partir da qual foi realizada analises de
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dissimilaridade através do complemento dos coeficientes de Coincidéncia Simples
de Rogers e Tanimoto. O coeficiente de correlacao cofenética (CCC) foi calculado,
a fim de verificar a consisténcia do agrupamento. A analise de agrupamento das
espécies via dendrograma foi realizada por meio do método UPGMA com o auxilio

do programa Mega versao 6 (Kumar et al., 2009).

3.1.3.4. Condicdes de amplificacdo e anélise estatistica para SSR

Foram testados 23 pares de primers microssatélites, desenvolvidos e
otimizados para P. edulis (Oliveira, 2006), P. alata (Padua et al., 2005) e P. setacea
(Cerqueira-Silva et al., 2014).

Todas as amplificacdes por PCR foram realizadas em termociclador, foram
utilizados os seguintes reagentes em suas determinadas concentracfes: PCR
buffer 1X (NH4)2SOg4; 0,2 mM de dNTP; 1,9 mM de MgClz; 0,6 U de Taq DNA
Polimerase (Platus Taq DNA Polymerase — Sinapse Inc); 0,4 uM de primer (F +
R); 10 ng de DNA; e por final a reacao foi completada até 13 ul com agua ultra pura
em microtubos de PCR de 200 pL, foi utilizado marcador de 100 pb.

As PCRs foram conduzidas da seguinte forma: 4 min a 94°C para
desnaturacao inicial, seguindo-se os 35 ciclos, cada um consistiu de 94°C por 1
min, 52-64°C por 1 min, 72°C por 3 min, e uma extensao final a 72°C por 7 min.

Os fragmentos foram separados em gel metaphor 4%, corados com mistura
gel RedTM e blue Juice (1:1) e submetidos a luz UV (Fotodocumentador Minibis
Pro — Bio-imaging System) para visualizagéo dos resultados.

Os dados da amplificacdo dos iniciadores foram convertidos em codigo
numerico por loco para cada alelo. Foi construida uma matriz de dados numéricos
na qual foram atribuidos valores de 1 até o nUmero maximo de alelos encontrados
por loco. A definicao representativa de cada gendtipo foi feita conforme descrito a
seguir: considerando um loco com trés alelos, tem-se a representacéo 11, 22 e 33
para os considerados homozigotos (A1A1, A2Az2 e AsAs), ao passo que, para aqueles
considerados heterozigotos Ai1A2, Ai1As e A2As, foram utilizados 12, 13 e 23,
respectivamente. A distancia genética entre as espécies foi calculada com o auxilio
do programa Genes (CRUZ, 2013), utilizando-se o indice de Smouse e Peakall. A
analise de agrupamento das espécies via dendrograma foi realizada por meio do

método UPGMA com o auxilio do programa Mega verséo 6 (Kumar et al., 2009).
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A disperséo gréfica entre as espécies foi realizada com base na analise das
coordenadas principais (PCA -Principal Coordinates analysis) utilizando o

programa Genalex 6.3 (Peakall; Smouse, 2009).

3.1.3.5. Identificacdo da natureza hibrida de Passiflora cristalina através
de marcadores SSR

A identificac&o hibrida foi testada a partir da analise visual dos padrbes de
bandas provenientes da combinacdo dos possiveis parentais. Para tal, os
marcadores moleculares gerados pelos diferentes primers foram analisados quanto
a presenca ou ndo de bandas informativas que exibiam padrdes claros de banda
Unica facilmente mapedveis nos possiveis parentais. As bandas informativas séo
marcas presentes no parental 1 e ausentes no parental 2, cuja presenca das duas
bandas no genoétipo supostamente hibrido (P.cristalina) confirmam a hibridagéo
natural. Foram consideradas bandas informativas somente aquelas com alta nitidez

e reproducibilidade.

3.1.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.4.1. Marcadores ISSR

Foram testados 55 primers ISSR, destes, 18 geraram produtos de
amplificacdo satisfatéria nas espécies em estudo. O numero de bandas
amplificadas por primer variou de 3 a 7, demonstrando uma clara capacidade para
detectar polimorfismos (Tabela 2). Um total de 81 bandas ISSR foram amplificadas,
sendo 79 (99%) polimérficas, dando uma média de 4 bandas por primer, sendo este
resultado esperado, visto que seu uso foi conduzido em uma analise interespecifica
(Fajardo et al., 1998; Santos et al., 2011).

Em Passiflora, o uso de marcadores ISSR é relativamente pouco relatado,
no entanto, alguns autores em seus trabalhos com as espécies do género utilizando

tais marcadores relataram elevado nivel de polimorfismo.
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Tabela 2 - Primers ISSR utilizados no estudo de diversidade genética das 5
espécies de Passiflora. UENF, Campos dos Goytacazes, 2017.

Sequéncia (5’-

Primers 3) T.A Locos amplificados Locos polimérficos

1 (GA)eCC 48°C 7 7
(GT)sCC 48°C 4 3

(GA)CT 48°C 4 4

17 (AC)sT 48°C 5 5
19 (AG)sYA 48°C 5 5
20 (GA)YT 48°C 5 5
23 (CA)CY 48°C 4 4
32 (AG)sC 48°C 5 4
33 (AG)eT 48°C 3 3
40 (AC)sCT 48°C 3 3
50 (AC)sC 48°C 5 5
51 (ATC)s 48°C 6 5
57 (GA)T 48°C 5 4
59 (AC)sY 48°C 7 7
70 (GA)7RC 48°C 3 3
72 (GTG)4R 46°C 5 5
73 (CA)7YC 48°C 4 4
™ (AC)sC 46°C 4 2

T.A —Temperatura de anelamento

Santos et al. (2014) avaliando 45 acessos de Passiflora (trés acessos de P.
alata e 42 acessos de P. edulis) utilizando 18 primers ISSR obtiveram um total de
227 bandas polimoérficas com média de 12,61 bandas por primer. Costa et al.
(2012), caracterizando 63 gendtipos de maracujazeiro-azedo do programa da
Embrapa Mandioca e Fruticultura, obtiveram 22 primers polimérficos gerando um
total de 266 bandas com média de 11,56 bandas por primer. Sousa et al. (2015),
avaliando via marcadores ISSR 25 espécies silvestres de Passiflora do banco de
germoplasma da UESC em llhéus, Bahia, obtiveram 20 primes polimérficos dos 31
testados com um total de 331 bandas e média de 16 bandas por primer.

Foram identificados a formacao de 4 grupos principais: o Grupo | foi formado
pelas espécies P. cristalina e P. coccinea e os Grupos I, 11l e IV foram constituidos
pela P. miniata, P. setacea e P. edulis, respectivamente (Figura 1). O coeficiente

de correlagéao cofenética (r) foi de 0,7693, sendo um coeficiente adequado ja que
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r=0,56 é considerado ideal e reflete uma boa concordancia com os valores das

matrizes de distancia genética (Vaz Patto et al., 2004).

¥ P. setacea

# P._ miniata

P edulis

@ P_cristalina

& P.coccinea

} Il ]
T 1 1

0.30 0.25 0.20 0.15 0.10 0.05 0.00

Figura 1 - Dendrograma obtido pelo método de agrupamento UPGMA com o
complemento dos coeficientes de Coincidéncia Simples de Rogers e Tanimoto
entre cinco espécies do género Passiflora com base em marcadores ISSR.

As espécies P. cristalina e P. coccinea foram identificadas como as menos
dissimilares, apresentando um valor igual a 0,54. Esse resultado era esperado,
visto que ambas as espécies sao morfologicamente similares e pertencem ao
mesmo género, subgénero e superseccdo. JA a espécie P. miniata, que ficou em
um grupo isolado, apresentou uma distancia genética de P. cristalina no valor de
0,59 e de P. coccinea a distancia foi de 0,67, portanto mais préxima de P. cristalina.
Por outro lado, as espécies P. coccinea e P. setacea foram as que apresentaram a

mais alta dissimilaridade, com coeficiente igual a 0,74 (Tabela 3).

Tabela 3 - Matriz de distancias genética entre 5 espécies de Passiflora, baseada
em 18 marcadores ISSR.

Espécies
P. setacea P.cristalina P. miniata P. edulis P. coccinea

P. setacea 0,00

P. cristalina 0,70 0,00

P. miniata 0,65 0,59 0,00

P. edulis 0,67 0,68 0,63 0,00
P

. coccinea 0,74 0,54 0,67 0,72 0,00
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3.1.4.2. Marcadores SSR

Dos 23 primers SSR testados, 22 amplificaram sendo 18 considerados
polimérficos, equivalendo a uma taxa de transferibilidade de 95,65% (Tabela 4).
Este resultado era esperado, visto que as espécies em estudo pertencem ao
mesmo género, ou seja, apresentam os sitios desses primers que flanqueiam essas
regibes conservadas, evidenciando que a proximidade evolutiva entre taxons esta
diretamente relacionada ao sucesso da transferibilidade de marcadores SSR. Logo,
analise de transferibilidade torna-se bastante oportuna devido a reduc¢éo de tempo
e custo financeiro para o desenvolvimento desses marcadores (Carvalho et al.,
2015).

Em Passifloras, a partir de primers SSR, previamente desenvolvidos para
duas espécies, P. edulis (Oliveira, 2006) e P. alata (Padua et al., 2005), foi
observado por Cerqueira-Silva (2012a) uma elevada taxa de amplificacao cruzada
guando utilizaram em seus estudos varias espécies silvestres de Passiflora, com

resultados de 86% de transferibilidade.

Tabela 4 - Caracterizacdo dos 18 locos analisados na analise molécula via
marcadores SSR.

Locos Primers TA Referéncias

Pad? F:CACATTTGCCGTCACTGG 50 Padua et al., 2005
R:CGGCATACGATAAATCTCCTG

P34 F:GGCAGGATATGCTTTGGTT 50 Oliveira, 2006
R:GCTGTCGGACACATGGAC

P40 F:GAATCAATGGAACACAAGCA 50 Oliveira, 2006
R:CCAGCCCACTAGACCACCT

P76 F:ACTCTCACCTCAATCGACC 50 Oliveira, 2006

R:AATTGTTACTCCGTTTCTCTGA

. Cerqueira-Silva et
Ps16 F:GAGAAAGCGAGTCAGCGAGA 58 al., 2014

R:GACTCCAATATCGGCACTTCA

F:-GTAGCGTCTCGGCAGGTC Cerqueira-Silva et

Ps3 60 al., 2014
R:ACTCTAAGTCGGCCACTCTTG
P43 F:CTCAGTGAGGAATAAGCAATCA 60 Oliveira, 2006
R:ATTTGGCATGCTGTTACGC
. Cerqueira-Silva et
Ps21 F:CCCAATCGCTGAGAGGAGT 58 al., 2014

R:CGGTAGGCTCATTCGTGTCA




Tabela 4 — Cont.
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Locos Primers TA Referéncias
. Cerqueira-Silva et
PS5 F:-TCGGTCTTCGTATTCAACTCTG 58 al., 2014
R:GAGGAACTGGCATCGCAT
PG F:GAATCAATGGAACACAAGCA 56 Oliveira, 2006
R:CCAGCCCACTAGACCACCT
. Cerqueira-Silva et
Ps2 F:-TAGCTTAACACAATGCAACAGA 54 al., 2014
R:CAACGGAGAACGATGTCAG
. Cerqueira-Silva et
Ps1 F:-TAGCTTAACACAATGCAACAGA 50 al., 2014
R:CAACGGAGAACGATGTCAG
. Cerqueira-Silva et
Ps7 F:ACAGGGGTGAGGCACATTC 56 al., 2014
R:TCTGTTATTATCATCGGCAGG
. Cerqueira-Silva et
Ps6 F:GTTGGATCAAAGGGTCACA 58 al., 2014
R:CAACTACTGGATCGAACTGGTA
P90 F.-TCAGGAAGATTGCATGTTAGT 58 Oliveira, 2006
R:CTGGGTTTTGTTTATGTTGC
P25 F.GTGTTTGTGGCGATGTGATTA 60 Oliveira, 2006
R:GACAAACGTTGTTTCCGCT
P74 F:CCCTCTTATCAATAGCGTTGG 62 Oliveira, 2006
R:GCACGAGCACGAGTATTTATT
. Cerqueira-Silva et
Ps4 F:CAACAGGAGGTGAGGTGTGA 64 al., 2014

R:GACAGTGCAACTTTAGGCGAC

T.A (temperatura de anelamento)

Por meio da Analise das Coordenadas Principais (PCA), observa-se que

duas coordenadas explicaram 84,6% da variacdo total, sendo possivel visualizar

em gréafico de dispersdo (Figura 2). Nota-se uma distancia entre P. edulis e P.

setacea das demais espécies, 0 que era esperado, visto que ambas as espécies

apresentam caracteristicas morfologicas distintas.

Porém, observa-se uma

proximidade entre P. edulis e P. setacea, que € sustentada pelo estudo de filogenia

molecular, em que foram utilizadas sequéncias conservadas plastidiais (Muschner

etal., 2003) e pelo estudo de Santos et al. (2014a) que demonstram que as mesmas

apresentam boa capacidade combinatéria de cruzamento em ambas as direcoes.



21

Coordenadas Principais

® P.edullis

@ P.coccinea

@ P_cristalina

Coord. 2 (30,18%)

@ P.miniata

® P.setacea

Coord. 1 (54,42%)

Figura 2 - Andlise das Coordenadas Principais entre cinco espécies do género
Passiflora.

Pela andise de agrupamento UPGMA foi possivel verificar a formacgéo de
trés grupos, onde no grupo | ficaram alocadas as trés espécies que apresentam
caracteristicas morfolégicas semelhantes (P. cristalina, P. coccinea e P. miniata), e
nos grupos Il e Ill foram constituidos pela P. setacea e P. edulis, respectivamente
(Figura 3).

P. setacea

@ P_cristalina

@ P. miniata

@ P.coccinea

P. edulis

L L L ]
T T T 1

0.8 0.6 0.4 0.2 0.0

Figura 3 - Dendrograma obtido pelo método de agrupamento UPGMA utilizando-
se o indice de Smouse e Peakall entre cinco espécies do género Passiflora com
base em marcadores SSR.
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A distancia genética variou de 0,89 a 2,11; essa variacdo caracteriza a
diversidade entre as espécies. A menor distancia foi observada entre P. coccinea
e P. miniata (0,89), este resultado era esperado, visto que apresentam
caracteristicas similares das flores de coloracao vermelha, sendo muitas das vezes
extensivamente cultivada de forma erronea, devido sua semelhancga (Vanderplank,
2006). Ja a maior dissimilaridade foi observada entre as espécies P. setacea e P.
coccinea (2,11) (Tabela 5).

Tabela 5 - Matriz de distancias genética entre 5 espécies de Passiflora, baseada
em 18 marcadores SSR.

Espécies
P. setacea P. cristalina P. miniata P. edulis P. coccinea

P. setacea 0,00

P. cristalina 2,00 0,00

P. miniata 1,94 1,11 0,00

P. edulis 1,78 1,72 2,00 0,00

P. coccinea 2,11 1,22 0,89 1,56 0,00

Em seus estudos com Passiflora (Paiva et al., 2014a; Paiva et al., 2014b)
utilizando analises conjuntas de descritores morfolégicos por meio do procedimento
Ward-MLM e por marcadores SSR, observaram que P. setacea e P. coccinea
ficaram alocadas em grupos diferentes, conforme observado no presente estudo.

Embora as espécies P. setacea e P. edulis ndo tenham sido alocadas no
mesmo grupo, elas apresentaram uma baixa dissimilaridade (1,11). Santos et al.
(2014a), com o objetivo de obter hibridos resistentes & doenga do endurecimento
dos frutos, realizaram hibridacao interespecifica entre tais espécies; e verificaram
que tal hibridacdo foi bem sucedida nas duas direcbes dos cruzamentos,
comprovando que ha compatibilidade genética.

Dois pares de primers SSR foram eficientes na identificacdo da natureza
hibrida de P. cristalina. Através da visualizagdo das marcas, P. cristalina foi
identificada como possivel hibrido natural entre P. miniata e P. coccinea por meio
da presenca das duas bandas provenientes de cada um dos possiveis parentais
(Figura 4).
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| —————— | o —
AlA2 A2A2 | A2A2 A1A2 A1A1

RS

Ps21

Figura 4 - Andlise eletroforética dos produtos de amplificacdo do DNA referentes
as trés espécies silvestres de Passiflora. P1 — parental 1 (P. coccinea); P2 —
parental 2 (P. miniata); Hibrido (P. cristalina); M — marcador molecular; Ps1 e P90
— primers SSR.

Este resultado corrobora com os dados obtidos pelas andlises de
agrupamento utilizando tanto marcadores dominantes quanto marcadores
codominantes. Pela andlise de agrupamento gerado a partir de marcadores ISSR
ficou evidenciado que P. miniata ndo se agrupou com P. cristalina e P. coccinea,
no entanto, ela apresentou uma baixa dissimilaridade genética com P. cristalina
(0,59). Ja pela analise de agrupamento utilizando marcadores SSR as trés espécies
permaneceram no mesmo grupo, sendo observada uma menor distancia entre P.
coccinea e P. miniata.

A cor dos filamentos da corona € considerado um marcador morfologico
caracteristico entre tais espécies, observa-se que P. coccinea apresenta 0s
filamentos na cor branca-réseos, enquanto P. miniata apresentam seus filamentos
na cor purpura. Ja P. cristalina possuem seus filamentos variando de vermelho a
rosa (Vanderplank; Zappi, 2011), podendo ser considerada uma caracteristica
intermediaria entre os dois genitores, sugerindo a confirmacdo da hibridagcéo
interespecifica entre as mesmas.

Diversas metodologias podem ser utilizadas para confirmacao de hibridos,
desde a baseada em caracteristicas morfologicas (Oliveira et al., 2005), como as
realizadas em nivel molecular e citogenético. Os marcadores moleculares sao
excelentes ferramentas para a confirmacéo de hibridacédo, em que o uso de um ou
dois primers com, pelo menos, uma banda informativa ja € suficiente para sua
confirmacéo (Faleiro et al., 2003). A confirmacao de hibridacdo em Passiflora tem
sido realizada com base em marcadores moleculares, que consiste em uma

metodologia mais confiavel para confirmacéo de paternidade em plantas hibridas
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de maracujazeiro, como RAPD (Junqueira et al., 2008; Conceic¢ao et al., 2011) e
SSR (Santos et al., 2012).

3.1.5. CONCLUSOES

Como base nos resultados conclui-se que a) ha uma similaridade entre as
espécies P. cristalina, P. coccinea e P. miniata, estimada tanto utilizando
marcadores moleculares ISSR e SSR; b) Houve uma elevada taxa de
transferibilidade dos marcadores SSR, evidenciando que a proximidade evolutiva
entre taxons esta diretamente relacionada ao sucesso da transferibilidade; c) Os
marcadores SSRs apresentaram-se eficientes na identificacdo da natureza hibrida
de P. cristalina que foi considerada, neste estudo, como possivel hibrido natural

entre P. miniata e P. coccinea.



25

3.2. DETERMINACAO CARIOTIPICA EM Passiflora cristalina e Passiflora
miniata (PASSIFLORACEA)

3.2.1. INTRODUCAO

O género Passiflora € constituido de cerca de 534 espécies (The Plant List
(2016), apresentando importancia econdmica significativa. Algumas espécies
representantes desse género sao utilizadas para os mais diversos fins, que se
estende a industria alimenticia, a producdo de cosméticos e medicamentos e a
ornamentacao (Abreu et al., 2009).

O estudo taxondmico do género Passiflora € complexo, pois abrange 4
subgéneros, séries e seccdes botanicas (Ulmer; MacDougal, 2004). A
caracterizagcdo morfolégica, molecular e citogenética tém auxiliado diversos
estudos taxonémicos, contribuindo para o entendimento da filogenia do grupo
(Cervi, 1997; Melo et al, 2001; Muschner et al., 2003; Hansen et al., 2006; Yotoko
et al., 2011).

As espécies silvestres sdo consideradas repositério de genes de interesse
para os melhoristas devido ao potencial genético, por apresentarem genes de
resisténcia a doencgas ou pragas e caracteristicas agrondmicas de interesse (Meletti
et al., 2005). A utilizacdo das espécies silvestres de Passiflora como plantas
ornamentais tem ganhado o mercado nos ultimos anos, visto a ampla variabilidade

genética existente (Vanderplank, 2000; Abreu et al., 2009).
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Além da beleza original das espécies silvestres, os hibridos produzidos,
podem apresentar resisténcia a diferentes condi¢des climaticas, pragas e doengas
(Vanderplank et al. 2003). Apesar disso, nem sempre, a hibridagcdo com as espécies
cultivadas é possivel, por isso algumas delas sédo subutilizadas (Hajjar; Hodgkin,
2007).

Para o0 uso bem sucedido de espécies silvestres na hibridacao
interespecifica, € necessario que as espécies genitoras sejam geneticamente
proximas, apresentem certa homologia cromossémica, minimizando os problemas
de incongruidade ou incompatibilidade cruzada e, deste modo, viabilizando a
utilizacdo do hibrido (Pereira et al., 2005). De acordo com Soares-Scott et al.
(2005), a andlise cariotipica de espécies silvestres de Passiflora € importante para
0 esclarecimento das relacfes entre taxons, sendo também de grande relevancia
para a indicacdo em futuros programas de melhoramento genético. Contudo, o
género Passiflora tem sido pouco estudado citologicamente.

O género Passiflora apresenta espécies com ampla variagdo cariotipica,
indo desde espécies com 2n=12 a 2n=84, entretanto, existem espécies nativas
ainda inexploradas (Souza et al., 2008). Os representantes do subgénero Passiflora
apresentam em geral folhas e flores grandes, sendo o subgénero constituido por
taxons com 2n=18 ou x=9 (Melo et al., 2001; Ulmer; McDougal, 2004; Hansen et
al., 2006; Souza et al., 2008).

A espécie P. cristalina descrita por Vanderplank (2011) foi coletada no
municipio de Alta Floresta/MT, sendo morfologicamente muito similar a espécie P.
miniata descrita por Vanderplank (2006) encontrada em grande parte da América
Meridional, apresentando como diferengca o nimero e coloracdo das séries de
filamentos na corona. Ambas as espécies apresentam caracteristicas de interesse
para o mercado de plantas ornamentais devido a beleza da sua flor, com coloracao
variando do vermelho forte e brilhante ao suave e marcante (Abreu et al., 2009).

Neste contexto, ha necessidade de realizacdo de estudos para delimitagdo
entre tais espécies, utilizando-se metodologias que gerem conhecimentos
relevantes. Assim, objetivou-se realizar analises citogenéticas, determinando-se o

cariétipo comparativo entre as duas espécies.
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3.2.2. REVISAO

3.2.2.1. Origem e distribui¢cdo geogréfica

O género Passiflora € originario da regido Neotropical, com distribuicdo
desde a Argentina, ao longo da América Central e México e sul dos Estados Unidos
(Hansen et al., 2006). No The Plant List (2016) h& 534 espécies descritas no género
Passiflora, sendo que mais de 139 sdo catalogadas no Brasil, um dos principais
centros de variabilidade genética deste género (Cervi, 1997).

Além do Brasil, a espécie apresenta-se amplamente distribuida na América
do Sul, como Peru, Equador, Paraguai e Argentina, sendo cultivada em varias
regides tropicais. Sua distribuicdo no Brasil se estende pelos estados do Acre, Para
e do Centro-Oeste e da Bahia ao Rio Grande do Sul. A espécie também é
encontrada nas areas mais quentes da América com algumas espécies na Asia e
Australia e uma espécie em Madagascar (Killip, 1938). E uma espécie helitfita e
seletiva higrdfita, que ocorre principalmente nas capoeiras, capoeirdes, cerrados e
em areas de restinga litoranea, borda e interior de florestas (Cervi 1997; Bernacci
et al. 2005; Cervi et al. 2010).

Originaria do Brasil, a espécie P. edulis foi disseminada para outras partes
do mundo (Oliveira et al., 1994). Segundo Cunha e Krampe (1999), o maracuja-
azedo € uma planta de clima tropical com ampla distribuicdo geografica
encontrando no Brasil excelentes condi¢des ecolbgicas para seu cultivo.

Passiflora miniata foi descrita por Vanderplank (2006) pertence ao
subgénero Passiflora, superseccdo Coccinea, tem sua origem e distribuicdo na
regido Amazénica, no Peru, no Brasil, na Colémbia e nas Guianas (Lim, 2012).

Passiflora cristalina € uma espécie nativa da Amazonia Meridional, pertence
a superseccao Diasthephana do subgénero Passiflora e foi encontrada no Parque
Estadual Cristalino, no nordeste do estado do Mato Grosso, dai ter recebido essa
denominacéo (Vanderplank; Zappi, 2011).

Essas duas espécies supracitadas ocorrem naturalmente no municipio de
Alta Floresta — MT e séo similares nos aspectos florais com Passiflora coccinea que
pertence ao subgénero Distephana e encontra-se na superse¢do Coccinea (Silva
et al., 2013), sendo encontrada na condicdo natural na maior parte da América

tropical desde Honduras até Bolivia. No Brasil, a espécie parece nos estados do
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Acre, Amazonas, Amap4a, Bahia, Mato Grosso, Para, Piaui, Rondbnia e Roraima
(Vanderplank, 2000, Silva et al., 2013, Bernacci et al., 2014).

3.2.2.2. Espécies silvestres e sua utilizacao

O Brasil € considerado o centro de diversidade genética das Passifloras,
possuindo ampla variabilidade genética, sendo esta fundamental para o sucesso
de qualquer programa de melhoramento (Ganga et al., 2004). Algumas apresentam
caracteristicas de interesse que podem ser introduzidas nas espécies comerciais,
via hibridacao interespecifica, constituindo este um campo de pesquisa promissor
(Junqueira et al., 2007). Apesar disso, nem sempre a hibridacdo com as espécies
cultivadas (Passiflora edulis Sims maracuja-azedo e Passiflora alata Curti —
maracuja-doce) é possivel, pois para a utilizacdo de tais técnicas é necessério
haver compatibilidade genética entre as espécies, dai algumas delas serem
subutilizadas (Hajjar; Hodgkin, 2007).

As espécies silvestres sdo consideradas repositorios de genes de interesse,
como de resisténcia a doencas ou pragas e caracteristicas agrondmicas
potencialmente requeridas, como longevidade, periodo de florescimento ampliado
e androginoforo mais curto que facilita a polinizacdo por insetos menores, e maior
concentracdo de componentes quimicos, sendo a obtencdo de variedades
resistentes a doencas e pragas um dos objetivos dos programas de melhoramento
com maracujazeiros no Brasil (Junqueira et al., 2006; Meletti, 2011).

As doencas e pragas que atingem o maracujazeiro afetam diretamente a
produtividade e a qualidade do fruto (Junqueira et al., 2006). Dentre as doencas
gue o acomete, a bacteriose (Xanthomonas axonopodis pv.) e a virose do
endurecimento do fruto (Cowpea aphid-borne mosaic virus — CABMV) séo as que
podem ocasionar a perda total da cultura. Espécies silvestres (P. cincinnata, P.
caerulea, P. incarnata, P. maliformis, P. foetida, P. nitida, P. quadrangularis e P.
setacea) tém sido sugeridas como potenciais fontes de resisténcia para o combate
de doencas que atingem o maracujazeiro (Junqueira et al., 2006, Santos et al.,
2012a).

A murcha-de-fusarium e podriddo-do-colo, causadas respectivamente por
Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae e Fusarium solanim, sdo consideradas
outras duas doencas que acomentem os pomares de maracujazeiros. Visto que

ainda ndo existe controle quimico e nem variedades resistentes a tais doencas
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(FISCHER et al., 2011). Uma alternativa € o uso de espécies silvestres resistentes
como porta-enxerto (SILVA et al., 2013).

A técnica de uso de espécies silvestres resistentes como porta-enxerto é
considerada outra forma de combater os problemas relacionados aos patdégenos
do solo. Resultados demonstram que alguns acessos de P. caerulea, P. nitida, P.
laurifolia e de alguns de P. suberosa, P. alata, P. coccinea, P. gibertii, P. actinia
foram considerados resistentes a fusariose (Fusarium solani) (Chaves et al., 2004;
Junqueira et al., 2006;). Estudos utilizando P. nitida como porta-enxerto em clones
de maracujazeiro obtiveram maior resisténcia a antracnose (Colleototrichum
gloeosporioides), fusariose (Fusarium solani) e a virose do endurecimento dos
frutos, o que demonstram o potencial dessa espécie ( Junqueira et al., 2007).

Considerando a ampla diversidade genética do género Passiflora e o
potencial genético de algumas espécies silvestres, Castro et al. (2012) afirmam que
€ de suma importancia a intensificacdo de estudos de caracteriza¢édo e avaliacao
de germoplasma de maracujazeiro silvestres, tanto morfolégica, molecular e

citolégica, visando a producédo de frutos de qualidade e produtividade.

3.2.2.3. Determinacdo do Cariotipo

A citogenética classica desenvolveu-se no século passado, o trabalho
pioneiro foi desenvolvido em 1929 por Mc Clintock em milho (Gill et al.,1997), e seu
crescente progresso acompanhou o aprimoramento de técnicas e equipamentos de
microscopia. A citogenética € considerada como o estudo da genética por meio da
citologia. Ela envolve qualquer estudo relacionado com cromossomo, isolado ou
em conjunto, condensado ou distendido, tanto no que diz respeito a sua morfologia,
organizacao, quanto a sua variacao e evolucdo (Sacchet, 1999).

Embora haja grandes avancos nos ultimos anos nas pesquisas em biologia
molecular, a citogenética ainda € considerada como uma area de pesquisa
promissora, pois da suporte as novas tecnologias (Brammer et al., 2007).

A analise cariotipica sempre foi um dos campos estimulantes da citologia e
da genética, tendo relagcéo entre estudos taxondémicos e evolutivos, bem como no
melhoramento genético e na caracterizacdo de germoplasma. Mesmo apés a
revolucdo gerada pela técnica da Genética Molecular, a anélise cromossémica

continua sendo a Unica maneira de se observar o genoma de um eucarioto na forma
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de blocos individualizados de material genético, faceis de serem mensurados
(Brammer et al., 2007).

Os cromossomos podem ser visualizados via microscopia, ja que, durante a
divisdo celular, mais precisamente na metafase mitdtica, a dimensdo e a
localizacdo das constricbes priméria (centrdmero) e secundéaria (regido
organizadora nucleolar e satélite) podem ser observadas (Sybenga, 1992).

O cariotipo pode ser representado através de cariograma e pelo ideograma.
O cariograma compreende as medidas fisicas dos cromossomos obtidas a partir de
fotomicrografia. No cariograma, 0S cromossomos S&80 reunidos em pares e
organizados de forma descrecente ou crescente, jA o ideograma é o desenho
esquematico do cariograma (Guerra; Souza, 2002). Para elaboracdo do
cariograma, 0s cromossomos sao classificados de acordo com a posi¢cdo do
centrdmero, comprimento total dos cromossomos e razao entre os bragos curtos e
longos (Guerra, 1986, Levan et al., 1964).

O caridtipo de uma espécie pode ser considerado simétrico ou assimétrico.
Sendo que no cariétipo simétrico, 0s cromossomos apresentam tamanhos
semelhantes e os centromeros sdo medianos ou submedianos, enquanto que
caridtipos assimétricos sdo aqueles que possuem cromossomos de tamanho mais
heterogéneo e os centrébmeros terminais ou subterminais. De acordo com Paszko
(2006) o aumento da assimetria pode ocorrer devido a mudanca da posicao
centromérica de mediana/submediana para terminal/subterminal ou devido ao
acumulo de diferencas no tamanho relativo entre 0s cromossomos que formam o
complemento. Para analisar a assimetria cariotipica existem alguns métodos,
como, por exemplo, o indice TF (Total Form) estabelecido por Huziwara (1962) que
corresponde a razao entre o somatoério dos bragos curtos e o comprimento do lote
haploide, podendo variar de 0 a 50%, sendo este ultimo valor caracteristico de
cariétipos simétricos. Além desse, ainda pode ser utilizado o indice de assimetria
Al proposto por Paszko (2006), que se baseia no coeficiente de variacdo do indice
centromérico e do comprimento total dos cromossomos.

A cariotipagem pode ser realizada de duas maneiras: atraves da coloragao
convencional, onde é utilizado um corante (Giemsa, Carmim acético, Orceina
acética e Reativo de Schiff) que reage com todo o DNA fazendo com que esse fique
completamente destacado, ou seja, ndo ha formacéo de bandas. Por outro lado, na

coloracdo diferencial séo utilizados corantes especificos para certas regides
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cromossOmicas gerando bandas. O bandeamento foi primeiramente difundido para
cromossomos humanos e posteriormente para cromossomos de animais e
vegetais. As bandas sao visiveis como regides de alta e baixa intensidade sob
microscopio de fluorescéncia (Sharma; Sharma,1994).

Para as duas metodologias (coloracdo convencional e/ou diferencial) é
necessario obter células mitéticas ou meidticas que apresentem cromossomos bem
espalhados e condensados de forma a permitir a distincdo dos cromossomos e
realizacdo das medi¢cbes. Contudo, o material vegetal deve ser preparado de
maneira a preservar as condicdes dos cromossomos permitindo uma boa
visualizacdo dos mesmos. De maneira geral, utiliza-se um antimitético, seguido de
fixacdo do material para posterior coloracéao.

Dentre os antimitéticos utilizados no pré-tratamento destaca-se o
paradiclorobenzeno (PDB). O PDB é o mais util do grupo dos benzenos nas
pesquisas cromossdmicas. Ele causa inibicdo do fuso como também torna as
constricdes cromossémicas mais visiveis. O PDB apresenta uma ampla utilizacéo,
podendo ser utilizado tanto para espécies com cromossomos longos quanto com
Cromossomos pequenos, 0 que alterna é o tempo de tratamento que varia de
espécie para espécie. Segundo Sharma e Sharma (1994) a temperatura requerida
deve estar entre 10 a 16°C para obter resultados satisfatorios.

A inibicdo do fuso mitético também pode ser realizada com o uso do
antimitotico 8-hidroxiquinoleina, tal solucdo tem a capacidade de provocar
condensacdo cromossdmica e aumentar o nimero de metéafases. Assim, um pré-
tratamento de tecidos meristematicos de plantas nas concentracdes ideais de 8-
HQ favorece um aumento de células com cromossomos condensados, facilitando
a andlise cariotipica ao permitir uma boa visualizacdo dos cromossomos quanto a
sua morfologia (Zheng et al., 2015).

Na coloracdo convencional utilizam-se corantes que reagem com todo o
material genético, fazendo com que os cromossomos fiquem uniformemente
corados. Dentre os corantes mais utilizados destacam-se a fucsina podendo ser
acida ou basica, bastante utilizada em estudos cromossdmicos, o reagente Feulgen
gue apresenta alta especificidade ao DNA e é muito utilizado em cariétipos (Guerra,
1986), e o Giemsa que € uma mistura de varios corantes do grupo azul de metileno
e seus produtos de oxidagdo. O corante Giemsa € um corante que marca 0S

cromossomos uniformemente. Essas técnicas consideradas convencionais sao
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limitantes qualitativamente, e muitas vezes nado proporcionam uma diferenciagéo
longitudinal dos cromossomos. Com o0 emprego destas técnicas, é possivel
determinar: o nUmero cromossdmico das espécies, as medidas dos cromossomos,
o comprimento total da cromatina, o indice de assimetria, a visualizacdo da regido
centromérica, da constricdo secundaria e do segmento satélite a ela associada,

guando presente, a classificagdo dos cromossomos.

3.2.2.4. Caracterizacao citogenética de Passiflora

O género Passiflora foi muito pouco estudado do ponto de vista citogenético,
considerando o tamanho do género, uma vez que para cerca de 80 % das espécies,
informacBes basicas, como numero e tamanho dos cromossomos, ainda sao
desconhecidas (Hansen et al., 2006). Ainda assim, 0s poucos estudos
cromossOmicos tém sido de grande valia para determinar a evolucao das relagdes
em Passiflora (Melo et al., 2001; Cucco et al., 2005; Hansen et al., 2006; Souza et
al., 2008).

Os mais amplos trabalhos foram realizados por Bowden (1945); Storey
(1950); Beal (1969ab); Guerra (1986); Snow; MacDougal (1993); Mayeda e Vieira
(1995); Barbosa e Vieira (1997); Soares-Scott (1998); Soares (1999); Passos
(1999); Melo et al. (2001); Melo (2002); Melo e Guerra (2003); Souza et al.
(2003ab); Souza et al. (2004); Soares-Scott et al. (2005); Hansen et al. (2006) e
Souza et al. (2007). No entanto, citologicamente, o género tem sido pouco
estudado, existindo estudos cromossdmicos limitados apenas a contagem do
namero cromossdmico em sua maioria (Souza et al., 2008).

Dentro do género Passiflora sdo encontrados 4 nimeros cromossémicos
basicos: x=6, x=9, x=10 e x=12. Feuillet e MacDougal (2004) ressaltam que a
distribuicdo desses numeros béasicos apoia a divisdo do género em quatro
subgéneros, uma vez que x=n=6 é observado apenas em Decaloba, x=n=9 em
Passiflora, x=n=10 em Astrophea e x=n=12 em Deidamioides (Melo e Guerra,
2003).

Melo e Guerra (2003), com o objetivo de entender como ocorreu a evolugéo
cariotipica de Passiflora, analisaram 20 espécies representantes dos quatro grupos
(Decaloba, Passiflora, Astrophea e Deidamioides) utilizando a técnica de FISH,
dividindo as espécies, citologicamente em quatro grupos, com base em seu numero

cromossOmico associado aos sitios 5S e 45S. De forma geral, 0os autores puderam
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concluir que, de acordo com o numero de sitios 5S e 45S e a sua localizacéo, os
ancestrais de Passiflora continham o numero cromossdmico basico de n=x=6,
sugerindo uma possivel ocorréncia de eventos de poliploidia durante a evolucdo do
género, sendo que 0s numeros basicos x=9, x=10 e x=12 foram considerados
secundarios.

Grande parte das espécies pertencentes ao género Passiflora € considerada
diploide, apresentando 2n=12, 2n=18 ou 2n=20, havendo apenas algumas poucas
excecoes tetrapldides, hexapléides ou mesmo octapléides (Melo e Guerra, 2003).

Dentre as espécies de interesse comercial, havia indmeras controvérsias
acerca do cariétipo de P. edulis; mediante este contexto Praca-Fontes et al. (2011)
realizaram a montagem do cariograma, onde estabeleceram 18 cromossomos com
2n = 61l M + 3l SM. Algumas poucas espécies de interesse comercial possuem
2n=12 e 14 (Passiflora holosericea L.), 2n=20 e 22 (Passiflora foetida L.), 2n=24 e
36 (Passiflora suberosa L.) ou 2n=84 (Passiflora lutea L.).

De acordo com Bennett et al. (2011), para algumas espécies do género
Passiflora, estudos acerca do conteudo de DNA também estéo disponiveis. Souza
et al. (2004), trabalhando com citometria de fluxo, demonstraram que o contetdo
2C de DNA, em picogramas, variou bastante entre as espécies estudadas. O valor
de 1,83 foi encontrado para Passiflora suberosa, 3,16 para P. edulis f. edulis, 3,40
para Passiflora mucronata, 3,43 para Passiflora edmundoi, 3,88 para Passiflora
laurifolia, 3,92 para Passiflora gilberti, 5,36 para Passiflora quadrangularis e 3,19
pg para P. edulis f. flavicarpa.

Geronimo (2014) trabalhando com Passiflora pentagona, Passiflora
setaceae, Passiflora coccinea, Passiflora miniata e Passiflora morifolia obsevou
que Passiflora pentagona (2C=3,87pg) apresentou o maior conteido 2C de DNA
seguida por Passiflora coccinea (2C=3,32pg), Passiflora miniata (2C=3,16pg),
Passiflora morifolia (2C=2,77pg) e Passiflora setaceae (2C= 2,69pg), 0 que pode-
se considerar como um genoma de tamanho pequeno para todas as espécies
estudadas.

O estabelecimento do conteddo de DNA, o estudo do caridtipo e a
identificagdo de marcadores cromossémicos por FISH, tém sido considerados
ferramentas importantes para o esclarecimento da estrutura genémica, da genética,
da diversidade das espécies de Passiflora e para deteccéo de hibridos, podendo

levar a avangcos no campo tedrico e a uma maior eficiéncia nos programas de
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melhoramento (Capdeville et al., 2009). Outra importancia dos estudos cariotipicos
€ para o entendimento da evolucao dos cariétipos de espécies cujos Cromossomos
sofreram alteracdes estruturais, como inversdes ou translocacdes (Guerra et al.,
1997).

3.2.3. MATERIAL E METODOS

3.2.3.1. Material vegetal

O tecido somatico utilizado para este estudo foi composto por pontas de
raizes obtidas de duas espécies silvestres de Passiflora (P. cristalina e P. miniata),
que apresentam caracteristicas morfolégicas similares, em especial caracteres
florais e de frutos (Figura 1). As pesquisas foram realizadas no laboratorio de
melhoramento genético vegetal (LMGV), no setor de citogenética da Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), Campos dos Goytacazes-RJ.

Figura 1 - Flores e frutos das espécies que foram objetos desse estudo: A) P.
cristalina e B) P. miniata. Fonte: Silveira, 2012.
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3.2.3.2. Definicédo do protocolo para a observacédo das placas metafasica

Para as andlises mitéticas, pontas de raizes das duas espécies com
aproximadamente 2 cm de comprimento foram separadas por espessura e
submetidas a pré-tratamento, utilizando-se bloqueadores de fuso mitético como 8-
hidroxiquinolina a 0,002 M, durante 8h a 4°C. Posteriormente, as pontas foram
lavadas em agua destilada e fixadas em solucédo Carnoy (3 alcool etilico: 1 acido
acético), durante 24h, e mantidas no freezer, at¢é o momento do preparo das

[Aminas.

3.2.3.3. Obtencdao das placas metafasicas

As placas metafasicas foram obtidas a partir do protocolo de suspensao dos
nacleos celulares (Damasceno Junior et al., 2009). Para tal, as pontas foram
separadas por espessura e transferidas para tubos eppendorf de 1ml e submetidas
a digestdo enzimatica (pectinase 20% e celulase 2%) a temperatura de 37°C,
durante 1h, em banho-maria. Ao final da digestdo, foram realizadas 3
centrifugacdes durante 10 min a 5000 rpm, na presenca de 4gua destilada para a
suspensdo dos nucleos. Posteriormente, os nucleos foram ressuspendidos em
solucéo de 2:1 (metanol: &cido acético) e armazenados em freezer até a montagem
das laminas. Aproximadamente 50 laminas foram preparadas em camara umida,
sendo utilizado 1ml do material preparado e deixadas para secar a temperatura

ambiente.

3.2.3.4. Cariotipagem convencional

Apbs a secagem, a cariotipagem foi realizada através da coloracdo das
laminas com solugdo de Giemsa 2%, durante 15 min, & temperatura de 37°C.
Posteriormente, as laminas foram cobertas com laminulas e observadas em
microscoépio 6tico Olympus BX 60, sob campo claro nas objetivas de imerséo de 60
e 100X de aumento.

As imagens foram capturadas através de uma camara digital (3.3 MPixel
Qcolor3C) acoplada ao microscopio 6tico (Olympus BX 60, USA) utilizando-se o
programa CellSens Standart 1.8 (Olympus), das quais as cinco melhores imagens

de cada espécie foram selecionadas, contendo cromossomos com boa
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condensacdo e espalhamento, sendo estas utilizadas para as medigOes
cromossOmicas.

Apoés a contagem do numero de cromossomos em células integras, foram
mensurados o comprimento do bracgo curto (BC) e braco longo (BL). A partir desses
dados, foram analisadas as caracteristicas comprimento absoluto dos
cromossomos individuais (CT = BL + BC); comprimento do lote hapléide (CLH =
somatoria dos comprimentos absolutos dos cromossomos metafasicos);
comprimento relativo dos cromossomos (CR = [C + CLH] x 100; percentagem de
contribuicdo de um determinado cromossomo para 0 comprimento total do lote
haploide); célculo da razdo entre bracos (r = bragco longo + brago curto);
comprimento médio dos cromossomos (X) e o indice de assimetria (TF% =
somatoria dos bracos curtos do lote haploide em relacdo ao comprimento do
mesmo; Huziwara, 1962). Os cari6tipos foram montados com base no comprimento
dos cromossomos, em ordem decrescente, e de acordo com a posicdo do
centromero. Os cromossomos foram classificados de acordo com a nomenclatura
proposta por Guerra (1986), em metacéntrico: M (r 1,00-1,49), submetacéntrico: SM
(r 1,50-2,99), acrocéntrico: A (r 3,00-«) e telocéntrico: T (r «).

A construgdo dos cariogramas foi realizada utilizando-se o programa
computacional Adobe Photoshop CS 8.0, e dos ideogramas, construidos no
programa computacional Word da Microsoft®. Os cromossomos homaologos foram
determinados com base na posi¢cdo do centrébmero, tamanho absoluto de cada
cromossomo e relacdo de bracos. Para comparagdo das caracteristicas
cromossOmicas de ambas as espécies, os dados foram submetidos a analise de
variancia, utilizando-se o delineamento inteiramente casualizado (DIC), sendo cada
metafase considerada como repeticdo. Os dados foram submetidos & analise de
variancia e teste de médias Tukey (P < 0,05). As andlises estatisticas foram
realizadas utilizando-se o software GENES (Cruz, 2013).

3.2.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em todas as metafases analisadas, as espécies P. cristalina e P. miniata

apresentaram 2n = 18 nao havendo alteracdo no niumero cromossémico. De acordo
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com Levin (2002), estudos do numero cromossémico vém auxiliando na
identificacdo do grau de relacdo entre as espécies e conseqguentemente na
delimitacdo entre as mesmas. Varios autores demonstram que para a maioria das
espécies pertencente ao género e subgénero Passiflora o nimero basico de
cromossomo € x = 9, tais como: Melo et al. 2015; Hansen et al. 2006; Cucco et al.
2005; Sorza et al. 2003; Soares-Scott et al. 2003; Melo e Guerra 2003; Arias et al.
2002; Deginani e Escobar 2002; Melo et al. 2001; Gilbert e MacDougal 2000;
Lombetto et al. 1998; Snow e MacDougal 1993; Berry 1987; Guerra 1986. Esses
dados estdo em concordancia com os resultados obtidos na presente pesquisa,
conforme confirmado pelo cariograma (Figura 2).
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Figura 2 - Cariogramas (A e B) de duas espécies do género Passiflora
apresentando 2n=18 cromossomos. A) Cariograma de P. miniata e B) Cariograma
de P. cristalina. Barra = 5 ym.

Pereira et al., (2017), avaliando o comportamento meiético de ambas as
espécies, observaram a presenca de nove pares de bivalente em células em
diacinese, concluindo assim que o numero basico de cromossomos € igual a nove
(x=9), indicando que as mesmas sao diploides (2n=2x=18 cromossomos). Hansen
et al. (2006) afirmam que para o subgénero Passiflora o nUmero haploide € igual a

n =9, tais dados corroboram com os resultados da presente pesquisa.
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De acordo com Melo et al. (2001) e Melo e Guerra (2003), o género
Passiflora apresenta quatro grupos de numero basico de cromossomo, que alocam
0S quatro subgéneros propostos por MacDougal e Feullet (2004), a saber, Decaloba
com nuamero béasico x = 6, Astrophea com x = 12, Deidamioides com x = 12 e
Passiflora com x = 9, visto que as espécies alvo do estudo pertencem ao género e
subgénero Passiflora, esse resultado era previsto.

O conhecimento do numero cromossémico de uma espécie é essencial na
definicdo de cruzamentos interespecificos para a obtencédo de hibridos artificiais
visando o melhoramento genético, visto que o0 sucesso da hibridacdo esta
relacionado a compatibilidade genética entre as espécies (Silva, 2014).

Os dados das mensuracfes cromossdmicas (Tabela 1) mostraram que 0s
comprimentos médios dos cromossomos, comprimento do lote hapléide, a razéo
média entre bracos (Tabela 2), e o comprimento individual de cada par
cromossdmico ndo variaram entre as espécies, ndo havendo diferenca significativa
pelo teste F (P<0,05) (Tabela 3), estes dados corroboram com os resultados obtidos
no estudo de distancia genética utilizando tanto marcadores ISSR quanto
marcadores SSR realizado na presente pesquisa, do qual demonstraram haver
uma alta similaridade genética entre tais espécies.

O comprimento dos cromossomos de P. miniata variou de 1,96um a 3,45um
e 0 de P. cristalina variou de 2,08um a 3,14um (Tabela 1). Soares-Scot et al. (2005)
observaram que para a maioria das espécies de Passiflora analisadas, o
comprimento cromossdmico médio varia de 1,0 ym e 3,7 ym, o maior comprimento
ja observado foi em P. quadrangulares com 4,51 um (Souza et al., 2003). Esses
valores, encontrados por outros autores, sdo prOXimos aos encontrados neste
trabalho, essas diferencas podem ser justificadas, em parte, pelo grau de
compactacdo dos cromossomos e por diferencas metodolégicas nas preparacdes
das laminas, como o uso de diferentes enzimas ou de suas concentracoes, e
variacdes no agente antimitético selecionado em cada pesquisa.

De acordo com a escala proposta por Fukui e Nakayama (1996), onde
considera cromossomos metafasicos pequenos aqueles que apresentam um
comprimento inferior a 3,7 ym, médios variam de 3,7 a 8 ym e grandes aqueles
cujo comprimento é superior a 8 um, os cromossomos das espécies P. miniata e P.
cristalina sédo considerados de tamanho pequeno, o que € de ampla ocorréncia para

as espécies representantes do género Passiflora (Soares-Scot et al., 2005).
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Tabela 1 - Morfometria cromossémica em espécies de Passiflora: médias + desvio padrdo dos comprimentos dos bracos curtos (BC),
bracos longos (BL), comprimento total (CT), e comprimento relativo (CR), razéo entre bracos (r) e classificagdo (CL) e metacéntrico

(M).

Espécies Comprimento dos cromossomos um (média + desvio padrao)
1 2 3 4 5 6 7 8 9
P. miniata BC 142+0,2 1,27+0,2 1,08+0,04 109+0,1 104+0,1 099+0,1 095%+005 0,86+0,1 0,92+0,2
BL 202+02 1,73+0,1 164+04 154+0,2 144+0,2 136%0,2 1,29+0,2 1,16 0,2 1,04+0,1
CT 345+03 3,01+04 2,73+0,3 263+03 249+0,3 2,35+0,3 2,25+0,3 2,03+0,3 1,96 +0,2
CR 15,06 13,15 11,92 11,49 10,87 10,26 9,8 8,85 8,59
r 1,42 1,36 1,49 1,41 1,38 1,37 1,35 1,35 1,12
CL M M M M M M M M M
P.cristaina BC 1,35+0,3 1,31+0,3 1,33+0,3 1,22+0,3 1,12+0,3 1,12+0,3 1,08 £0,3 1,02+0,3 0,89+0,2
BL 1,79+0/4 1,65 +0,3 1,62+0,4 154+0,4 1,51+0,4 1,47+ 0,4 1,39+0,4 1,31+04 1,18+0,4
CT 3,14+04 29705 2,95+0,6 2,76+0,7 271+05 259+0,5 2,47 +0,5 233+04 2,08+04
CR 12,98 12,24 12,18 11,39 11,2 10,06 10,18 9,610 8,6
r 1,33 1,26 1,22 1,26 1,35 1,31 1,28 1,29 1,32
CL M M M M M M M M M

6€
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A classificagao da morfologia cromossomica de acordo com a classificagao
proposta por Levan et al., (1964) revelou que ambas as espécies apresentaram 18
cromossomos metacéntricos em suas formulas cariotipicas, conforme pode ser
observado pelo ideograma (Figura 3). Muitas espécies de Passiflora tendem a
apresentar cariotipo semelhante, com a maioria dos cromossomos metacéntricos e
com tamanhos similares, havendo a conservacdo desta caracteristica em

determinados niveis taxonémico (Souza et al., 2008).
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Figura 3 - Ideograma das duas espécies do genéro Passiflora. A) Ideograma de P.
miniata e B) Ideograma de P. cristalina. Barra = 5 pm.

O comprimento do lote haploide (CLH) foi de 22,91 um para P. miniata e
24,25 ym para P. cristalina. O CLH permite inferir o tamanho aproximado do
genoma da espécie. Os valores encontrados para o CLH foi praticamente igual
entre as duas espécies, indicando que ambas teriam um conteudo de DNA nuclear
muito proximo. Em Passiflora a relagcdo entre CLH e conteudo de DNA foi
comprovada por Souza et al. (2004), que analisaram o conteudo de DNA nuclear

por citometria de fluxo em algumas espécies de Passiflora, e encontraram relacao
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do valor de C (em pg) com o valor de CLH. Em outras espécies, como o café,
também foi observado que a variagdo no contetdo de DNA nuclear, detectada por
citometria de fluxo, esta relacionada ao tamanho dos cromossomos observados por
coloracdo de Feulgen (Clarindo; Carvalho, 2009). Mayeda (1997) em seu estudo
citogenético com 10 taxdns do género Passiflora, observou que a espécie P.
coccinea apresentam um valor de 21,39 um para o comprimento do lote haploide
(CLH), valor este muito préximo ao reportado no presente estudo com as espécies
P. miniata e P. cristaliana, indicando que as trés espécies apresentam um contetdo
de DNA muito proximos.

O indice de assimetria (TF%) estimado para a espécie P. miniata foi de
42,26% e para a espeécie P. cristalina foi de 43,42%. De acordo com Huziwara
(1962), esse indice pode variar de 0 a 50%, sendo que indices maiores que 40%
sdo caracteristicos de cariotipos extremamente simétricos. De acordo com o indice,
tanto P. miniata quanto P. cristalina apresentaram cariétipos simétricos. De acordo
com Melo e Guerra (2003), a grande maioria das espécies do subgénero Passiflora
apresenta cariétipo simétrico, enquanto cariotipo assimétrico € descrito apenas nas
espécies que constituem o grupo com x = 6. Segundo Mayeda (1997), os cariotipos

simétricos s@o considerados mais primitivos e originaram 0s assimeétricos.

Tabela 2 - Férmula cariotipica, média da raz&o entre bragos (r), comprimento médio
dos cromossomos (x), comprimento do lote hapléide (CLH) e indice de assimetria
(TF%) nas espécies de Passiflora.

Espécies r x (Um) CLH TF%  Fdérmula cariotipica
P. miniata 1,38 2,54 2291 42,26 all
P. cristalina 1,28 2,68 24,26 43,42 9ll

Tabela 3 - Resumo da ANOVA para o comprimento médio dos cromossomos (x) e
comprimento individual dos cromossomos (C) de P. miniata e P. cristalina.

FV GL Quadrado Médio
X C1l C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9
Espécie 1 0,047 0,024 0,004 0,125 0,002 0,005 0,114 0,004 0,098 0,001
Residuo 8 0,284 0,158 0,207 0,259 0,301 0,282 0,132 0,391 0,356 0,241
Média 2,618 3,401 3,193 3,044 2,759 2,631 2,638 2,535 2,329 1,985
CV% 20,38 11,70 14,25 16,73 19,89 20,18 13,60 14,68 15,63 14,77
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A analise dos valores da relacdo entre os bracos, comprimento médio dos
cromossomos e indice de assimetria cariotipica e ideograma de P. miniata e P.
cristalina permitiu identificar caracteristicas comuns ao género Passiflora, como
cariétipo com centrébmeros na posicdo mediana e similar (Cucco et al. 2005; Melo
et al. 2001; Soares-Scott et al. 2005; Souza et al. 2003a; Souza et al. 2008; Vieira
et al. 2004). Os caribtipos dentro de um mesmo subgénero ou seccdo tém sido
similares em Passiflora (Souza et al. 2008), como pdde ser observado no
subgénero Granadilla Killip por Mayeda (1997), com poucas diferencas entre as
espécies analisadas.

A anadlise de variancia para o presente estudo evidenciou ndo haver
diferenca significativa entre todas as variaveis analisadas, demonstrando que o
caribtipo das duas espécies, alvo da presente pesquisa sao similares indicando que

tais espécies sdo proximas citologicamente.

3.2.5. CONCLUSOES

Este trabalho contribuiu para o conhecimento citogenético, com
determinacdes do caribtipo inédito para duas espécies P. cristalina e P. miniata. A
partir deste trabalho pode-se concluir que as espécies P. cristalina e P. miniata
apresentam as caracteristicas cromossdmicas comumente relatadas no subgénero
Passiflora (2n = 18), apresentando cromossomos todos do tipo metacéntrico e de
tamanho pequeno. Os dados citogenéticos ndo possibilitaram uma diferenciacéo
taxdbnomica entre P. cristalina e P. miniata, visto que n&o foi observado diferenga

significativa entre as variaveis analisadas.
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3.3. SUPERACAO DE DORMENCIA DE SEMENTES DAS ESPECIES
SILVRESTRES P. cristalina, P. miniata e P. coccinea.

3.3.1. INTRODUCAO

A fruticultura brasileira aparece em 2017 como a terceira colocada entre os
maiores produtores de frutas do mundo, com a producéo acima de 44 milhdes de
toneladas por ano, mas com fraca exportacdo que gera, apenas, cerca de US$ 800
milhdes para a balanca comercial (Mapa, 2017).

O Brasil € o maior produtor de maracuja no mundo. Nos ultimos vinte anos,
tal espécie tornou-se de suma importancia para o agronegdécio, devido a elevada
cotacdo do suco no mercado internacional e do consumo da fruta fresca no
mercado interno, mesmo sendo considerado um produto comercial recente, com
apenas 40 anos de mercado (Bernacci, 2008).

O maracuja-azedo é destague para uso como alternativa para pequenas
propriedades, com a vantagem de seu rapido desenvolvimento e retorno
econdmico, além de permitir a distribuicdo de receitas durante praticamente todo o
ano (Meletti, 2011).

Neste contexto, observa-se o interesse dos produtores na expansdo dos
pomares, 0 que tem gerado intensa demanda por informagdes técnicas acerca da
propagacéo dessa espécie (Meletti, 2011).

A principal forma de producdo de mudas das espécies pertencentes ao

género Passiflora é via seminifera, entretanto, existem relatos de que a germinacao
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das sementes é comprometida em funcdo da ocorréncia de dorméncia o que
dificulta a utilizacdo desta forma de propagacao (Kuhne, 1968; Morley Bunker,
1994).

A baixa percentagem de germinacédo da Passiflora € atribuida a presenca do
arilo, a impermeabilidade do tegumento e a caréncia de reguladores de
crescimento, influenciando assim, na permeabilidade da semente e resultando em
determinado tipo de dorméncia que afeta a germinacéo (Morley-Bunker, 1974).

Segundo Cardoso (2004), sementes dormentes sdo aguelas que nhao
germinam mesmo quando colocadas em condicbes ambientais aparentemente
favoraveis. Essas sementes apresentam alguma restricdo interna ou sistémica a
germinacao e para gue ocorra a germinacao € preciso que esta restricdo seja
superada.

Existem procedimentos que podem eliminar o fator responséavel pela
dorméncia e acelerar e uniformizar a germinacdo das sementes de Passifloras. A
maioria dos estudos, realizados em sementes de Passiflora, adotam o uso de
reguladores de crescimento, principalmente, giberelina associados as técnicas de
escarificagdo mecanica, quimica e/ou térmica, e poucos sao os trabalhos que
utilizam outras substancias quimicas como, por exemplo, nitrato de potassio (KNO3)
(Souza et a., 2009; Padua et al., 2011).

Trabalhos tém sido realizados com varias espécies com o intuito de conhecer
a germinacdo e obter metodologias para superacdo de dorméncia, como das
espécies P. alata (Rossetto et al., 2000; Ferrari et al., 2008), P. cincinnata
(Lombardi, 2003; Oliveira Jr., et al., 2010), P. gibertii (JunghanS et al., 2010), P.
mucronata (Meletti, 2011; Santos et al., 2012), P. nitida (Andrade et al., 2010) e P.
setacea (Costa et al., 2010).

Deste modo, dada a grande importancia dos estudos sobre a germinacao
das sementes das espécies cultivadas e silvestres de Passiflora, este estudo teve
por objetivo avaliar as condi¢cdes de temperaturas e reguladores vegetais (GAs e

KNOs3) na germinacgdo de sementes de P. cristalina, P. coccinea e P. miniata.
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3.3.2. REVISAO

3.3.2.1. Propagacgéo de Passifloraceas

A propagacdo sexuada € a principal forma de reproducdo das plantas
superiores, no Brasil. A propagacdo em escala comercial é realizada principalmente
por via seminal, apesar deste tipo de propagacao apresentar baixa homogeneidade
das plantas devido a caracteristica da semente (Meletti, 2011). No entanto, de
acordo com Grolli (1999), a propagacdo seminal apresenta inimeras vantagens,
como baixo custo de producgéo, maior facilidade no armazenamento e no transporte
devido ao tamanho das sementes, sendo este processo o0 mais utilizado na
formacado dos pomares.

No entanto, segundo Junqueira et al. (2012), pomares conduzidos com
sementes sdo desuniformes, com frutos de cor, tamanho e rendimento diferente
entre si. Isso dificulta a conducdo do pomar, a colheita e a classificacéo,
depreciando ou gerando perdas do produto no mercado. Essas plantas possuem
também uma percentagem grande de problemas fitossanitarios, pois sdo mais
susceptiveis a doencas em relacdo as mudas de propagacdo vegetativa que
possuam alguma caracteristica de resisténcia.

A grande maioria dos produtores reutilizam sementes de plantios anteriores,
sendo esse procedimento ndo recomendado. Todavia, se o reaproveitamento de
sementes for feito, o produtor deve favorecer as sementes de matrizes com 6timas
caracteristicas agronémicas, como resisténcia a pragas e doencas, plantas
vigorosas e sadias, produtivas, com alto rendimento de suco, precoces, formato
com as exigéncias do mercado, tamanho, alto teor de solidos soluveis, com flores
de estigmas/estiletes que se mostrem totalmente curvo, melhorando desse modo a
qualidade das mudas produzidas (Ferreira, 2010).

De acordo com Meletti (2011), a coleta dos frutos para aquisicdo de
sementes deve ser realizada de forma que sejam colhidos varios frutos de
diferentes plantas, ao invés de retirar-se muitos frutos de poucas plantas devido a
caracteristica de autoincompatibilidade, ou seja, a geracdo de individuos altamente
polimoérficos e heterozigotos, apresentando alta variabilidade nas mudas

produzidas.
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Segundo Almeida et al. (1988) o poder germinativo das sementes da familia
Passifloraceae merece atenc¢éo, devido a viabilidade ser muito curta, devendo as
mesmas serem utilizadas logo apos a coleta dos frutos. A baixa germinacao destas
sementes pode ser influenciada por alguns fatores exdgenos e/ou enddgenos,
como exemplo, a dorméncia.

De acordo com trabalho de Meletti et al. (2005), nas fases iniciais da
germinacao, as sementes apresentam uma dorméncia temporaria, que tem sido
superada com o0 armazenamento, que varia de regido para regidao, em geral
possibilita a obtencdo de indices de germinacdo superiores a 95% valor que
decresce, cerca de 8% ao més, com 0 prosseguimento de armazenamento.

A classificacdo dos diferentes tipos de dorméncia € bastante extensa e
variada. Segundo Melo (2005) existem dois tipos de dorméncia em sementes:
endégena e exogena. Na dorméncia endodgena, algumas caracteristicas do
embrido previnem a germinacdo, enquanto na dorméncia exdgena alguma
caracteristica da estrutura, incluindo endosperma, tegumento ou fruto previne a
germinacdo. De acordo com Morley-Bunker (1980) a dorméncia na familia
Passifloracea é do tipo exdgena, ocorrendo pela dureza do tegumento, impedindo
a entrada de agua na semente.

Para algumas espécies do género Passiflora a germinacéo foi aumentada
com a aplicacdo de métodos de quebra de dorméncia. Entre 0s processos mais
utilizados estédo listadas a escarificardo quimica, mecanica, fria e quente-fria,
choque térmico, exposicdo a luz intensa, imersao em agua quente, embebicao em
agua fria e hidratacdo com reguladores vegetais (Fowler; Bianchetti, 2010;
Delachiave; Pinho, 2013).

3.3.2.2. Técnicas de quebra de dorméncia

Existem determinadas formas de quebrar a dorméncia; dentre os principais
tratamentos realizados para a superacdo da dorméncia encontram-se a
escarificacdo quimica, imersdo em agua quente ou em agua fria e escarificacao
mecanica, o qual consiste em lixar a semente ou retirar todo o tegumento para que
haja facilitacdo na germinacao (Lopes et al., 2006).

O uso do acido sulfurico para a superagdo da dorméncia tegumentar é
considerado um tipo de escarificardo quimica, o qual facilita o processo de

germinacao das sementes. Outro metodo bem eficiente na quebra da dorméncia é
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a técnica de escarificacdo mecanica, realizada com lixa e aparelhos (mini morsa)
(Oliveira et al., 2003; Smiderle; Sousa, 2003; Lopes et al., 2006).

De acordo Salisbury e Ross (1992) o uso dos reguladores vegetais, que
atuam diretamente no metabolismo da semente é considerado um excelente
protocolo de quebra de dorméncia. O tratamento com citocininas, giberelinas,
auxinas, etileno, acido abscisico, jasmonatos e brassinosterbides tem se
destacado, no entanto, cada regulador possui sua particularidade, cada qual
apresenta diferente modo de acao, efeitos fisiologicos e sdo dependentes da
correta forma de aplicacao e concentragéo.

As giberelinas (GAs) possuem grande efeito no crescimento de plantas e
atuam ativamente na germinacdo das sementes, facilitando o processo de
germinacao, além de promoverem o alongamento das raizes primarias (Hopkins;
Huner, 2004).

Nos estudos de Sanchez (1980), obteve-se resultados superiores com a
aplicacéo de KNOs, e em seguida por acido giberélico (500 mg.L™?), apresentando
germinacao de 50 e 30%, respectivamente. JA Morley-Bunker (1980) realizaram
ensaios utilizando varias concentragbes de GAs, ndo obtendo resultados
satisfatorios, os quais foram relacionados com a presenca de relagdo hormonal
influenciando na dorméncia, ambos os estudos foram realizados com espécies de
maracuja.

Marostega et al. (2017) avaliando o melhor tratamento pré-germinativo
visando superar a dorméncia das sementes de espécies de Passifloras, utilizando
diversos tratamentos, dentre eles: diferentes doses de KNO3 e GAs. Observaram
que o GAs na concentracdo de 1.000 mg L* resultou em melhores percentagens
de germinagéo e que o tratamento KNO3 2% teve efeito significativo sobre a quebra
de dorméncia para todas as espécies avaliadas.

A pré-embebicao das sementes de maracuja em GAs estimula a germinacéo
de sementes e promove efeitos benéficos no vigor das plantulas (Santos et al.,
2013). Lima et al. (2009) também observaram efeitos benéficos do GAs na

germinacao em sementes de maracuja.
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3.3.3. MATERIAL E METODOS

3.3.3.1. Material vegetal

As pesquisas foram realizadas no Laboratério de Melhoramento Genético
Vegetal (LMGV), no setor de citogenética da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), Campos dos Goytacazes/RJ. Para o presente
estudo foram conduzidos trés experimentos, objetivando avaliar a germinacéo
seminal das espécies P. cristalina, P. coccinea e P. miniata.

As sementes utilizadas, neste estudo, foram obtidas de frutos
completamente maduros, de plantas sadias, livres de pragas e doencas no ano de
2014 e encontravam-se na colecdo de germoplasma da Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro, condicionadas em sacos de papel (envelope),
identificadas e armazenadas em refrigerador (temperatura em torno de 6°C onde
permaneceram por dois anos).

Precedente aos procedimentos realizados, a fim de testar a melhor
metodologia para a quebra de dorméncia, todos os lotes de sementes passaram
por um processo de desinfestacdo superficial, iniciado pela imersdo das sementes
em solucdo de etanol a 70% (v/ v), por 30 segundos. Em seguida foi efetuada
imersdo das sementes em solucéo de hipoclorito de sédio a 2,5% (v/v), obtida pela
diluicdo de uma solucdo a 10%, acrescida de uma gota de detergente comercial,
posteriormente foi realizado trés enxagues das sementes em agua destilada. Na
sequéncia, foi efetuada a remocéo do tegumento das sementes com o auxilio de
uma mini morsa, incluindo as sementes que foram utilizadas como controle.

O teste de tetrazdlio foi realizado antes da aplicacao dos trés experimentos,
para a verificacao da viabilidade das sementes armazenadas, por ser considerado
um método rapido de avaliacdo (Brasil, 1992). Realizou-se o teste de tetrazolio,
utilizando 20 sementes de cada espécie, as sementes embebidas em agua por 24
horas a 30 °C foram cortadas longitudinalmente, colocadas para colorir em solugéo
de tetrazolio a 0,075% por 24 horas. Para a avaliacdo da viabilidade, os embrides
foram excisados e visualizados sob lupa, sendo considerados viaveis aqueles que
apresentaram coloracdo résea em pelo menos metade do cotilédone e de todo o

eixo embrionario (Malavasi et al., 2001).
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Como néo é conhecido o tempo necessario para a germinacao das sementes
das espécies estudadas, as avaliagbes foram realizadas a cada trés dias até 112

dias, visando conhecer o comportamento da germinacao.

3.2.2.1. Conducao do experimento 1- Diferentes concentragdes de nitrato
de potassio (KNOs3)

Para cada espécie (P. cristralina, P. coccinea e P. miniata), foi realizado um
pré-tratamento com trés diferentes concentracdes de nitrato de potassio (0, 10 e
20%) num periodo de exposicdo de 24 horas e temperatura de exposicao no
agitador de movimentos orbitais de 35°C.

ApoOs a realizagdo dos procedimentos descritos acima, as sementes foram
colocadas para germinar em placa de petri, dispostas sobre duas folhas de papel
Germitest umedecido na proporcao de 2,5 vezes 0 seu peso com agua destilada e
coberta por uma terceira folha. Cada placa de petri, foi transferida para uma camara
de germinacdo do tipo B.O.D (Biochemical Oxigen Demand), regulada a
temperatura alternada de 20-30°C e 16-8 horas de escuro-luz, respectivamente.

As trés espécies foram submetidas ao delineamento experimental
inteiramente casualizado no esquema fatorial 3x3, com trés diferentes
concentracdes de KNOs e com duas repeti¢cdes de 10 sementes, dando um total de
60 sementes.

O critério de germinacao adotado foi a emissédo de, no minimo, 0,5 cm de
extensdo de radicula primaria. A avaliacdo da germinacao foi realizada por meio da
contagem diaria do nimero de sementes germinadas, durante o periodo de 112
dias.

Os resultados obtidos em numero de sementes germinadas, foram
transformados em /X + 0,5 e, posteriormente, submetidos a analise de variancia,

com comparacao das medias pelo teste Ducam, ao nivel de 5% de probabilidade.
Utilizou-se o software Genes (Cruz, 2013) para realizar as analises estatisticas.

3.2.2.2. Conducdo do experimento 2- Diferentes concentracdes de acido
giberélico (GA3)
Para o presente estudo, o regulador vegetal testado foi o acido giberélico

(GA3), as concentracdes empregadas foram: 0, 500, 1.000 e 1.500 mg L (i.a).
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Como fonte de GAs utilizou-se o produto comercial Pro-gibb®, que contém 10% de
GA:s.

Para a aplicacdo dos tratamentos, as sementes foram imersas em beckers
contendo 200 mL da solucéao (volume do produto diluido em agua destilada), por
um periodo de 24 h, durante o qual foi utilizado sistema de aeracdo. Logo apés, as
sementes foram semeadas em placas de petri autoclavada, dispostas sob papel
para germinacao tipo germitest autoclavado, umedecido com agua destilada na
proporcao de 2,5 vezes a massa do papel seco e acondicionado em camara do tipo
B.O.D., com temperatura de 20-30°C e fotoperiodo de 16-8 horas de escuro-luz.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com os tratamentos
dispostos em esquema fatorial 3x4 (com quatro diferentes concentracdes de GA3),
com 2 repeticGes de 10 sementes, dando um total de 80 sementes.

O experimento foi conduzido durante 112 dias, sendo as avaliagdes
realizadas a cada dois dias. Foram consideradas germinadas as sementes que
emitiram pelo menos 0,5 cm de raiz primaria.

Os resultados obtidos em numero de sementes germinadas, foram

transformados em /X + 0,5 e, posteriormente, submetidos a analise de variancia,
com comparacao das médias pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Para a
andlise estatistica utilizou-se o software Genes (Cruz, 2013).

3.2.2.3.Conducdao do experimento 3 - Diferentes temperaturas

Os testes de germinacao foram realizados com quatro subamostras de 10
sementes, colocadas em placas de Petri forradas com papel germitest, mantidas
em camaras de germinacdao regulada tipo BOD. As temperaturas avaliadas foram:
25 °C constante e alternada de 20°C (12h) e 35 °C (12h). O fotoperiodo foi de 8-16
horas de luz/escuro.

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado em
um esquema fatorial 3x2, onde se utilizou 3 espécies e 2 diferentes temperaturas
com 4 repeticbes de 10 sementes, dando um total de 80 sementes, sendo cada
repeticéo constituida por uma placa de Petri.

O efeito das temperaturas sobre o desempenho da germinacéo foi avaliada

pela variavel numero de sementes germinadas. Os resultados obtidos em numero

de sementes germinadas foram transformados em /X + 0,5 e, posteriormente,
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submetidos a analise de variancia de acordo com o modelo fatorial com dois
fatores, com comparacdo das médias pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Para a analise estatistica utilizou-se o software Genes (CRUZ, 2013).

O modelo estatistico usado para os trés diferentes experimentos foi:

Yijk =m + Gi + Aj + GAjj + Eijk

Onde:

Yijk = é o valor do i-ésimo espécie na j-ésima tratamento e na k-ésima repeticao;
m = é a média geral;

Gi = efeito do i-ésimo espécie;

Aj = efeito do j-ésimo tratamento;

GAIj = efeito da interacdo do i-ésimo espécie com o j-ésimo tratamento;

Eijk = é o efeito do erro experimental.

3.2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.2.3.1. Efeito do nitrato de potassio na superacdo da dorméncia de
sementes de Passiflora

Na Tabela 1 é apresentado o resultado da ANOVA para os dados de
germinacao das sementes de Passiflora tratadas com nitrato de potassio (KNOs3).
Os valores de germinacgao foram estatisticamente iguais para as trés espécies em
estudo, no entanto, houve diferenca significativa entre as diferentes concentragoes.
Neste sentido, foi retirada uma média das trés espécies, objetivando verificar a
melhor concentracéo de nitrato de potassio (KNO3) na germinacao das sementes.

Os resultados apresentados mostram um alto coeficiente de variacao, que
provavelmente foi influenciado pela natureza da variavel, que por ter um valor muito
baixo, sofre proporcionalmente, grandes alteragbes com pequenas mudancas

absolutas (Tabela 1).
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Tabela 1 - Resumo da analise de variancia da contagem do nimero de sementes
germinadas de Passiflora, com o uso do regulador vegetal KNOs.

FV GL QM F
Genotipo 2 0,09 0,37
Potassio 2 1,59 6,12*

GxP 4 0,29 1,13
Residuo 9 0,26
Residuo total 17
CV(%) 53,34

1Dados transformados em V(X+0,5)

Na tabela 2, observa-se que os valores de germinagao, na concentracéo de
KNOs a 20% foram superiores as demais concentragdes, indicando que esse
tratamento seguido da escarificacdo mecanica auxilia a quebra da dorméncia das
trés espécies. Pode-se observar também que o tratamento utilizando a
concentracéo de 10% de KNO3s apresentou uma maior percentagem de germinacao
guando comparada com o tratamento controle (0% de KNO3s), demonstrando que o
tratamento pré-germinativo foi eficiente na quebra da dorméncia, mesmo que em
menor percentagem.

De acordo com Baskin e Baskin (2004) a dorméncia de sementes pode ser
classificada em fisiolégica, morfolégica, morfofisioldgica, fisica e pela combinacao
destes mecanismos. A dorméncia fisiolégica ou embrionaria é causada por fatores
endogenos e responde bem quando realizado pré-tratamentos germinativos como
tratamento hormonal. De acordo com os resultados, as trés espécies de Passiflora
podem ser classificadas quanto ao tipo de dorméncia fisiol6gica e responsivas a
compostos quimicos como KNOs, sendo mais eficiente o tratamento com a maior
concentracdo de KNOs (20%).

Pode-se observar também uma baixa germinacédo das sementes que foram
utilizadas como controle, este resultado pode ser atribuido ao fato destas sementes
apresentarem dorméncia fisioldgica e néo fisica, pois, somente a retirada do
tegumento nédo foi considerado um procedimento eficiente para a quebra de

dorméncia (Tabela 2).
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Tabela 2 - Dados médios de germinacédo de sementes de Passiflora submetidas a
tratamentos pré-germinativos com diferentes concentracdes de KNOs.

KNOs (nQ) Germinacdao (%)
0,0 Ob
0,1 5,5ab
0,2 13,33a

IMédias seguidas de mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Ducam, a
5% de probabilidade. Dados transformados em V(X+0,5)

Lima et al. (2009) avaliando a germinacao de sementes de diversas espécies
silvestres de Passiflora observaram que as espécies silvestres tendem
apresentarem maior dorméncias em suas sementes, apresentam um menor indice
de velocidade e percentual germinativo, comparadas com as espécies comerciais
(P. alata e P. edulis).

A dorméncia de sementes € um dos fenbmenos mais importantes para a
evolucdo de espécies silvestres para superar condicdes ambientais adversas e
colonizar novos habitats de crescimento inadequado. O presente estudo tenta
trazer informacdes sobre a germinacdo de sementes de Passiflora e fornecer
estudos basicos para aprofundar o conhecimento sobre a superacdo da dorméncia

e a germinacao de sementes para espécies silvestres.

3.2.3.2. Germinacado em funcdo dos procedimentos para superacao de

dorméncia utilizando acido giberélico (GA3)

Pela analise de variancia observa-se um efeito significativo do tratamento
hormonio (p > 0,05), e também da interacao entre gendétipos e horménios (Tabela
3). Assim, foi realizado o desdobramento da interacao.

Outra variavel que merece atencao na Tabela 3 € a estimativa do coeficiente
de variacédo (CV%), visto que ele indica a precisao do experimento, quanto menor
este indice, melhor a precisdo (Fonseca; Martins, 1996). Neste trabalho, constata-
se que o valor estimado foi considerado muito alto, isso de acordo com Gomes
(1990), que determinou que CV% muito alto s&o superiores a 30%, demonstrando
a baixa precisdo do experimento, no entanto, € importante ressaltar que houve
grande variacdo entres os valores obtidos, aumentando a variacdo na média geral

do experimento.
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Tabela 3 - Resumo da analise de variancia da contagem do niumero de sementes
germinadas de Passiflora, com o uso do regulador vegetal GAs.

FV GL QM F
Gendtipo 2 0,25 1.4
Hormonio 3 1,24 6,77*

GxH 6 0,83 4,54*
Residuo 12 0,18
Residuo Total 23
CV(%) 41,64

1Dados transformados em V(X+0,5)

A maior percentagem de germinacdao foi observada nas sementes da espécie
P. miniata na concentragdo de 1.500 mg L1, guando comparadas com a aplicacédo
de 0; 500 e 1.000 mg L™, sugerindo que o uso deste procedimento auxilia na quebra
da dorméncia. As sementes da espécie P. miniata possivelmente apresentam
dorméncia quimica e/ou mecanica, pois, foi possivel observar que a escarificardo
do arilo seguida do tratamento pré-germinativo com acido giberélico (GAs) foi
suficiente na quebra da dorméncia de suas sementes. Segundo Delanoy et al.
(2006), a dorméncia a combinagdo de dorméncia mecéanica e fisiolégica, esta
presente na maioria das espécies de Passiflora.

Para as demais espécies (P. cristalina e P. coccinea) a média de sementes
germinadas nao diferiu dos procedimentos adotados a p > 0,05 (Tabela 3), ou seja,
o uso do &cido giberélico (GAs) nas diferentes concentracdes foi ineficiente na
superacdo da dorméncia de tais espécies, apontando que a dorméncia das
sementes de tais espécies, provavelmente, ndo é uma dorméncia fisioldgica ou
quimica, ou seja, ndo esta relacionada ao balan¢co hormonal das sementes. Este
resultado pode estar atribuido a diferengas quanto ao grau de maturidade dos frutos
(Araujo et al., 2012), aos genotipos e a idade das plantas (Alexandre et al., 2005;
Delouche; Baskin, 1973), a metodologia de separacdo do arilo (Pereira; Dias,
2000), a temperatura (Osipi; Nakagawa, 2005a), ao fotoperiodo (Zucarelli et al.,
2009), as condicbes de armazenamento a que foram submetidas as sementes
(Pereira et al., 2011), a umidade das sementes, dentre outros fatores.

E possivel notar, que a germinacdo do controle (Tabela 4) foi a que obteve
a pior percentagem de germinacéo, indicando ser necessario realizar procedimento
para superacédo de dorméncia, corroborando com as recomendacdes proposta por
Morley-Bunker (1974), que afirma que o uso da técnica de escarificagdo mecénica
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e embebicdo em giberelina podem eliminar o fator responsavel pela dorméncia e

acelerar e uniformizar a germinagédo das sementes de Passifloraceas.

Tabela 4 - Dados médios de germinacao de sementes de Passiflora submetidas a
tratamentos pré-germinativos com diferentes concentracdes de GAs.
Concentragdes (mg L)

Genotipo

0 500 1.000 1.500
P. miniata OBa 10Ba OBa 55Aa
P. cristalina OAa 5Aa 15Aa O0Ab
P. coccinea OAa 10Aa 20Aa 25Ab

IMédias seguidas de mesmas letras mailsculas na linha e letras mindsculas na coluna, ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Dados transformados em
V(X+0,5).

No presente trabalho foram consideradas germinadas as sementes com
simples emisséo da raiz primaria, no entanto, isso ndo garante que a semente ira
originar uma planta normal, trabalhos realizados por Costa et at. (2010), Santos et
al. (2010) e Padua et al. (2011), também consideraram esse mesmo critério.

A literatura mostra que o uso de acido giberélico (GAs) pode ter efeito positivo
na germinagdo de sementes, no entanto, a concentracdo ideal desse regulador
vegetal vai ser diferente para cada espécie. Em sementes de P. ligularis, a maior
percentagem de germinacdo foi obtida com a utilizacdo de 500 mg L de GAs
(Cadorin et al., 2017). Em P. alata, a aplicacdo de GAs3 na concentracdo de 1.000
mg L foi benéfica para aumentar a velocidade de emergéncia das sementes
(Ferreira et al., 2001).

O emprego da giberelina tem sido fundamental, uma vez que elas promovem
a elongacéo e divisao celular, o que € evidenciado pelo incremento no comprimento
e no numero de células em resposta a aplicacdo deste regulador vegetal (Taiz;
Zeiger, 2017).

Varios autores relatam que o uso de giberelina aumenta a germinacao de
Passiflora (Ferreira, 1998; Ferreira et al., 2001; Ferreira et al., 2001; Fogaca et al.,
2001). Segundo Ferreira et al. (2001) a partir de 500 mg L de acido giberélico,
ocorre aumento da germinacéo de sementes de Passiflora.

Diante do exposto, é possivel dizer que a aplicacdo do GAz a 1.500 mg L
tenha promovido a germinacdo das sementes de P. miniata que se encontravam

em um status fisiologico predispostas a germinarem, porém, o balanco hormonal
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nao estava adequado para que isso ocorresse. Dessa forma, a aquisicdo de GAs
por essas sementes proporcionou que as mesmas se desenvolvessem e

germinassem.

3.2.3.3. Efeito da temperatura na avaliagcdo da germinacao de sementes
de Passiflora

Na Tabela 5, encontram-se os resultados das analises de variancia e os
coeficientes de variacdo correspondentes aos testes de germinagdo em sementes
de Passifloras, em funcdo do fator duas temperaturas. Observa-se que para o
tratamento (temperatura) houve diferencga significativa (p < 0,05), no entanto, foram
estatisticamente iguais para as trés espécies avaliadas, ou seja, ndo houve
interacdo entre os fatores.

De modo geral, a percentagem de germinagéo foi baixa, independentemente
da temperatura, verifica-se que a temperatura alternada de 20- 35°C sob
fotoperiodo foi de 8-16 horas de luz/escuro atuou significativamente na obtencéo
de maior percentagem de germinacdo (Tabela 5), atingindo média de 81,25%, o
que diferiu significativamente do tratamento 25°C constante (26,25%), também sob

fotoperiodo de 8-16 horas de luz/escuro.

Tabela 5 - Resumo da andlise de variancia da contagem do nimero de sementes
germinadas de Passiflora, submetidas a diferentes temperaturas.

FV GL QM F
Genotipo 2 0,26 0,78
Temp. 1 7,8 36,25*
GxT 2 0,42 1,95
Residuo 18 0,25
Residuo Total 23
CV(%) 20, 21

1Dados transformados em V(X+0,5)

Resultados semelhantes foram observados em sementes de P. alata e P.
edulis, com diferencas significativas na germinacdo com o uso de temperatura
alternada 20-35°C (Osipi; Nakagawa, 2005; Santos et al., 1999).

De certa forma, o resultado obtido para 20-35°C também concordam com 0s
resultados do tratamento-testemunha obtidos por Ferreira (1998) em suas

investigacoes com Passifloraceas, para as quais utilizou temperatura alternada de
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20-35°C. Portanto, esses resultados reforcam a importancia da temperatura
alternada como forma de superacéo da dorméncia, como relataram Bewley & Black
(1982) e Carvalho e Nakagawa (1988).

As espécies P. cristalina, P. coccinea e P. miniata sdo espécies nativas da
regido amazonica. Segundo Kopen (1938), o clima do tipo AW é tropical chuvoso
com nitida estagdo seca, cuja temperatura média anual € de 26 °C e varia entre 20
°C e 38 °C. Considerando os resultados obtidos, pode-se concluir que o melhor
tratamento para superacdo de dorméncia foi o da temperatura alternada, pois, o
mesmo simula as condicbes de ambiente onde a planta se encontra melhor

adaptada.

3.2.4. CONCLUSOES

O nitrato de potassio (KNOs) na concentracdo de 20% foi eficiente no
aumento de germinacdo das sementes de espécies de Passiflora, utilizadas no
presente estudo, que estavam armazenadas por um longo periodo. Esse composto
nitrogenado foi mais expressivo no aumento da percentagem de geminacao
conforme o aumento da concentracdo, visto que, as sementes utilizadas como
tratamento controle ndo germinaram sem a aplicacdo do regulador vegetal.

O tratamento pré-germinativos contento 1.500 mg L* de GAs foi capaz de
superar a dorméncia de sementes de P. miniata, entretanto, as demais espécies
nao tiveram percentagem de germinagédo melhorada em nenhum dos tratamentos,
exceto com o tratamento controle (0 mg L-1), inferindo que as sementes de tais
espécies, possivelmente, ndo apresentam somente dorméncia morfofisiologica e
gue outros fatores podem estar relacionado com a dormercia das sementes dessas
espécies ou ainda que as concentracfes adotadas no presente trabalho néo foram
eficientes.

A germinagdo das sementes das trés espécies de Passiflora foi
incrementada quando submetida ao tratamento utilizando temperatura alternada de
20- 35°C sob fotoperiodo foi de 8-16 horas de luz/escuro, do qual, simula as
condicbes ambientais da regido em que tais espécies encontram-se melhor

adaptadas.
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Para os trés tratamentos (KNOs; GAs; Temperatura), foi possivel observar
gue as sementes das espécies de Passifloras quando utilizadas como controle,
obtiveram um valor de germinacdo nulo, demonstrando que tais sementes
apresentam dorméncia do tipo fisioldgica, pois, mesmo submetidas a escarificacao
mecanica nao houve incremento na percentagem de germinagao. Concluindo que
0 uso de tratamentos pré-germinativos responde bem na quebra da dorméncia de
tais espécies. No entanto, sugere-se realizar um experimento num esquema
multifatorial, a fim de avaliar os efeitos de todos os tratamentos simultanemante e

a interacao entre eles.
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