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RESUMO

SOUZA, Sérgio Alessandro Machado; D.S.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro; marco, 2012; Fenologia reprodutiva, germinagéo de
sementes e morfologia polinica em Passiflora spp. Orientadora: Telma Nair
Santana Pereira; Conselheiros: Alexandre Pio Viana e Messias Gonzaga Pereira.

Este estudo teve como objetivo principal gerar informacdes bésicas das espécies
P. edulis, P. alata, P. foetida, P. suberosa, P. organensis, P. coriacea, P.
micropetala, P. giberti, P. setacea e P. capsularis com o propdésito de auxiliar o
programa de melhoramento genético da forma cultivada, o maracujazeiro-azedo.
O estudo foi dividido em trabalhos que englobam determinadas atividades de pré-
melhoramento em Passiflora, como, por exemplo, superagdo da dorméncia,
utilizando nitrato de potassio, estimacdo da divergéncia genética com base em
dados das plantulas, caracterizacdo da fenologia reprodutiva e estudo da
morfologia polinica. As espécies de Passiflora, utilizadas no presente estudo,
fazem parte da colecdo da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro (UENF). No estudo sobre a superacdo da dorméncia, foram utilizados
tratamentos com solu¢cdes aquosas de nitrato de potassio (0, 10 e 20%),
combinadas com duas temperaturas (25 e 35°C) e dois periodos de exposicao (24
e 48 horas). Para cada espécie, foram estimados a percentagem de germinacao e
o indice de velocidade de germinacéo (IVG). Foi possivel verificar que o nitrato de
potéssio foi eficiente na superacdo da dorméncia em espécies de Passiflora, com
excecdo da P. coriacea, onde ndo foram observadas diferencas significativas em
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nenhuma das fontes de variacdo analisadas (concentragdo, temperatura, periodo
de esposicdo e suas interacdes); as espeécies P. foetida e P. setacea foram as
que apresentaram os melhores resultados, acelerando o processo germinativo em
P. edulis, P. alata, P. foetida, P. suberosa, P. organensis e P. micropetala e
superando a dorméncia em P. setacea, pois, na concentracdo de 0% de nitrato de
potassio combinada com diferentes regimes de temperatura e de tempo, ndo
houve germinacdo nas sementes dessa espécie. De modo geral, o nitrato de
potassio favoreceu o indice de velocidade de germinacdo e a percentagem
germinacdo de sementes das espécies estudadas. Na estimativa da divergéncia
genética com base em dados das plantulas, foram obtidos os valores referentes
as variavies, primeira contagem, percentagem de germinacdo e o indice de
velocidade de germinacdo, e aos 45 dias, avaliaram-se percentagem de
sobrevivéncia, comprimento da parte aérea, comprimento de raiz € niumero de
folhas das plantulas, com base na percentagem de sementes germinadas. As
caracteristicas que mais contribuiram para o estudo da divergéncia genética
foram: percentagem de germinacéo e o indice de velocidade de germinacao. As
espécies P. setacea e P. foetida ficaram alocadas em um mesmo grupo, e
divergente das demais. Na caracterizacdo da fenologia reprodutiva,
primeiramente foi estabelecida, com base em imagens digitalizadas de nove
fenofases, uma escala para a avaliacdo do desenvolvimento dos estadios
fenolégicos reprodutivos do maracujazeiro-azedo; posteriormente, a mesma
escala foi utilizada para a caracterizacdo das demais espécies. Foram estimadas
a taxa de florescimento, o pico de florescimento e a taxa de frutificacdo, os dados
referentes a temperatura foram correlacionados, via andlise de trilha, com os
dados fenoldgicos. Observou-se, pelos dados fenologicos, que o florescimento do
maracujazeiro-azedo foi de outubro a mar¢co, meses com as maiores
temperaturas médias, com pico no més de janeiro e maior percentagem de frutos
maduros no més de fevereiro. A escala de notas foi eficiente na caracterizacdo do
ciclo fenolégico reprodutivo das espécies de Passiflora. A variavel temperatura
apresentou alta correlagdo com o numero de flores (0,87), indicando que a
temperatura € um agente fundamental no florescimento do maracujazeiro-azedo.
Correlagcéo entre varidveis climatologicas foi observada, além de P. edulis, nas
espécies P. alata e P. micropetala. As varidveis temperatura e pluviosidade
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obtidas no periodo ndo apresentaram correlacbes com as variaveis fenoldgicas
para as demais espécies. O estudo palinoldgico teve como propdésito, estimar a
divergéncia genética das espécies, com base nas caracteristicas da morfologia
polinica. Para tal, grdos de pdélen das espécies do subgénero Decaloba foram
acetolisados, e os das espécies do subgénero Passiflora foram tratados com
solucdo de hidréxido de sddio (10%). Apos as preparagdes palinoldgicas, laminas
foram observadas e os grdos de pdlen foram mensurados e caracterizados. O
estudo da morfologia polinica permitiu a observacdo de grdos de pdlen com
caracteristicas distintas. As espécies possuem grdos de pélen grandes,
isopolares, prolato-esferoidais, 12-colporado (P. organensis, P. micropetala, P.
coriacea e P. capsularis) e subprolato e 12-colpado (P. suberosa); e gréos de
polen grandes, isopolares, oblato-esferoidal (P. edulis, P. alata, P. foetida e P.
setacea), sub-oblato (P. giberti) e 6-colpo em todas as espécies do subgénero.
Pelo método de Ward e de componentes principais, foi possivel agrupar as
espécies de acordo com 0s subgéneros, exceto P. foetida.



ABSTRACT

SOUZA, Sérgio Alessandro Machado; D.S.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro; March, 2012; Reproductive phenology, seed
germination and pollen morphology of Passiflora spp. Adviser: Telma Nair
Santana Pereira; Committee members: Alexandre Pio Viana and Messias
Gonzaga Pereira

Pre-breeding activities are highly important in the characterization and evaluation
of germplasm. The plant material can be characterized at the morphological,
phenological, agronomic, biochemical, cytogenetic, and chemical level and by
molecular properties related to germination. The purpose of this study was to
compile basic information on the species P. edulis, P. alata, P. foetida, P.
suberosa, P. organensis, P. coriacea, P. micropetala, P. giberti, P. setacea, and P.
capsularis, in support of the breeding program of the cultivated Passiflora form, i.e,
sour passion fruit. The work was divided into studies that address certain pre-
breeding activities for Passiflora, e.g., characterize the reproductive phenology,
assess dormancy breaking with potassium nitrate, and estimate the genetic
diversity based on data of seedlings and of the pollen grain morphology. The
Passiflora species used in this study are part of the collection of the Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF). In the dormence breaking
study was tested water solution of potassium nitrate (0, 10, and 20%) combined
with two temperature (25°C and 35°C) and two exposicdo time (24 and 48h). For

each specie was estimated the germination percentage and the germination speed
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index (GSI). It was demonstrated that potassium nitrate was effective for
dormancy breaking in Passiflora species, except for P. coriacea, where no
significant differences in any of the sources of variation analyzed were observed
(concentration, temperature, exposicdo time and their interactions); and that the
response of the species P. foetida and P. setacea to potassium nitrate induced the
best results, accelerating the germination process in P. edulis, P. alata, P. foetida,
P. suberosa, P. organensis, and P. micropetala and breaking dormancy in P.
setacea, because at a concentration of 0% potassium nitrate in combination with
different temperature and time levels, the seeds of this species did not germinate.
In general, potassium nitrate favored the germination speed index and the seed
germination percentage of the studied species. The estimation of genetic
divergence was based on data from seedlings and germination. The
characteristics that most contributed to the study of genetic diversity were:
germination percentage and germination speed index. The species P. setacea and
P. foetida were allocated in the same group, but different from the others. In the
reproductive phenology study, at first, it was done, based on digitalized imagens of
nine phenophases, a scale for the evaluation of phenological stages of
reproductive development of sour passion fruit, and later the scale was applied to
the other Passiflora species for phenological characterization. The phenological
data showed flowering of sour passion fruit from October to March, when the
average temperatures are higher, with a peak in January and the highest
percentage of mature fruits in February. The rating scale was effective in
characterizing the reproductive phenological cycle of the Passiflora species.
Temperature variation was highly correlated with the number of flowers (0.87),
indicating that temperature is a key agent of flowering of sour passion fruit.
Correlations between climate data were observed, not only for the species P.
edulis, but also for P. alata and P. micropetala. No correlation of temperature and
rainfall recorded during the period with the phenological variables was detected for
the other species. The pollen grain study aimed to estimate the genetic diversity of
species, based on the characteristics of pollen morphology; the pollen grains from
species of the subgenus Decaloba were acetolysed and the pollen grains from
species of subgenus Passiflora were treated with sodium hydroxide solution

(10%). After pollen preparations, the slides were observed and the pollen grians
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were measured and characterized. The study of the pollen morphology allowed
the identification of pollen grains with different characteristics, i..e, the pollen
grains can be large, isopolar, prolate spheroidal, 12-colporate (P. organensis, P.
micropetala, P. coriacea and P. capsularis); subprolate and 12-colpate (P.
suberosa); large, isopolar, oblate-spheroidal (P. edulis, P. alata, P. setacea, and
P. foetida); sub-oblate (P. giberti); and 6-colpate in all species of the subgenus. By
the method of Ward and principal component analysis, the species could be

grouped in subgenera, except for P. foetida.
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1.INTRODUCAO

O principal objetivo da conservacao dos recursos genéticos relacionados
as espécies cultivadas € o resgate e a manutencdo da diversidade genética
existente para o uso consciente no melhoramento (Breese, 1989). Para se obter
novas cultivares, ha a necessidade de lancar mao da variabilidade, para que haja
ampliacdo da base genética das cultivares em uso, evitando que as mesmas
sejam, uniformemente, suscetiveis a fatores bidticos e abidticos. Nos plantios
modernos, com grandes areas ocupadas da mesma cultura, podem ocorrer
perdas devido ao ataque de doencas e pragas, cujas consequéncias negativas
sdo agravadas pela base genética estreita (Clausen, 1997).

Muitas espécies silvestres, associadas as espécies cultivadas, possuem
genes importantes, que sao, em sua maior parte, subutilizados (Hajjar e Hodgkin
2007). O longo periodo necessario entre a realizacdo das primeiras hibridacdes e
a liberacdo de cultivares com bom desempenho agronémico e altos rendimentos
sao as principais razdes de sua subutilizacao (Valls, 2007). Apesar de todo o valor
e potencial ja demonstrado, os parentes silvestres das espécies cultivadas,
geralmente, sdo considerados pelo melhorista como um ultimo recurso. Poucos
melhoristas conhecem bem o material silvestre a ser trabalhado, pois, em muitos
casos, ha falta de dados relacionados a taxonomia, fenologia, citogenética,
germinacao e genética (Nass et al., 2001).

O termo pré-melhoramento se refere a transferéncia de genes ou

combinac¢des génicas de um germoplasma nao adaptado para um material elite



ou melhorado (FAO, 1996). Hoje, esse termo refere-se as atividades direcionadas
a conhecer o material genético antes de introduzi-lo em um programa de
melhoramento (Valls, 2007).

De acordo com Simmonds (1993), materiais ndo adaptados (espécies
silvestres, racas locais e germoplasma exoético) podem ser utilizados em
programas de melhoramento via introgressao ou incorporacdo. Para esse autor,
introgressdo é a transferéncia de um ou poucos genes importantes de um
germoplasma néao adaptado ao material melhorado que nao apresenta esse gene
em seu genoma,; assim, € necessario que esse germoplasma nao adaptado seja
introduzido e caracterizado. A incorporacdo refere-se a um programa de longa
duracéo, objetivando desenvolver uma populagdo adaptada localmente, usando
germoplasma exoético que ira ampliar a base genética de algum material
melhorado (Simmonds, 1993). Assim, para se usar as espécies silvestres,
desenvolveram-se programas de valorizacdo do germoplasma, por meio dos
quais esses materiais sdo caracterizados nos mais diferentes niveis (Nass e
Paterniani, 2000). Dessa forma, as praticas de caracterizacdo e avaliagdo do
germoplasma séo importantes para o uso e conservacao dos recursos genéticos.
Em termos gerais, a caracterizacdo pode ser morfoldgica, fenoldgica, bioquimica,
quimica, molecular e citogenética.

A familia Passifloraceae € composta por muitas espécies as quais
apresentam genes importantes e ausentes na forma cultivada, o maracuja azedo.
Assim, o melhorista de maracujazeiro azedo pode lancar mao desse
germoplasma, visando ao desenvolvimento de variedades elite. Porém, a
transferéncia de genes de espécies silvestres para a forma cultivada ndo é
simples de ser feita. Conforme Meletti et al. (2005) e Junqueira et al. (2005),
algumas espécies silvestres de Passiflora tém grande potencial para contribuir
com o melhoramento genético do maracujazeiro comercial, porém é necessario
realizar estudos nessas espécies, visando a gerar informagfes Uteis para o
melhoramento da forma cultivada.

Assim, este trabalho é resultado de varios estudos realizados em
espécies de Passiflora conservadas na colecdo da Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro. Esses estudos tiveram o objetivo principal de
gerar informacbes béasicas nas espécies P. edulis, P. alata, P. foetida, P.
suberosa, P. organensis, P. coriacea, P. micropetala, P. giberti, P. setacea e P.



capsularis. O trabalho estd organizado em quatro capitulos, que englobam
estudos em espécies silvetres e cultivadas de Passiflora, como, por exemplo,
caracterizacdo da fenologia reprodutiva, avaliacdo da superagcdo da dorméncia,
utilizando nitrato de potassio, estimacdo da divergéncia genética com base em

dados das plantulas e na morfologia dos gréos de pélen.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Afamilia Passifloraceae

A familia Passifloraceae é composta por cerca de 530 espécies, tendo
como caracteristica morfolégica marcante a presenca de uma corona de
filamentos nas flores, 0 que, segundo Judd et al., (2002), sustenta a monofilia
desse grupo.

As passifloras, em sua maioria, sdo herbaceas e trepadeiras, com flores
cuja beleza desperta curiosidade e encantamento, incluem algumas ervas eretas,
plantas lenhosas e, até, arbustivas (Vanderplank, 2000). Em sua maioria, sao,
essencialmente, tropicais (UImer e Macdougal, 2004). As principais caracteristicas
das plantas dessa familia sdo: gavinhas axilares, folhas alternas normalmente
simples, coroa de estaminddios, gineceu e androceu com base comum
(androginoforo) e sementes ariladas (Feuillet, 2003). Uma outra caracteristica
bastante peculiar é a variabilidade foliar encontrada, que é a maior de todas as
angiospermas (Ulmer e Macdougal, 2004)

A raiz das passifloras é do tipo axial (Cunha et al., 2002). O caule possui
o habito trepador, sendo delgados, pouco lenhosos, necessitando de outras
plantas como suporte para suprir a necessidade de luz; sdo eretos, cilindricos,
lisos ou pilosos, angulados, angular-estriados, angular-alado, poucos séo
descritos como achatados, subangular e estriados (Ulmer e Macdougal, 2004).

Na maioria das espécies, as folhas sdo simples e alternas (Nunes e



Queiroz, 2006). Poucas espécies possuem folhas compostas como em P.
deidamioides, P. cirhiflora, P. pedata e P. trofoliata, sdo elipticas ou orbiculares,
inteiras ou lobadas, 2-9 lobos, 3-5 nervuras, margem, geralmente, inteira, base
cordada, truncada, arredondada ou cuneada, peciolo com ou sem glandulas,
glandulas peciolares sésseis, estipitadas ou pedunculadas. As nervuras sdo mais
salientes na face abaxial e o peciolo mede, geralmente, de 1 a 5 cm, dependendo
da espécie (Ulmer e Macdougal, 2004).

O pedunculo, na maioria das espécies, € Unico, nasce nas axilas das
folhnas e termina em uma flor, mas podem, ocasionalmente, nascer aos pares
sobre ramos axilares curtos. A espécie P. multiflora € uma excecéo, a qual produz
de duas a seis flores em um mesmo pedunculo (Ulmer e Macdougal, 2004), séo,
mais ou menos, foliaceos e, geralmente, estdo acompanhados de estipulas
(Cervi, 1997).

As bracteas, normalmente, estdo presentes em numero de trés, algumas
vezes deciduas, podem ser lineares ou setaceas e dispersas ao largo do
pedunculo, ou bem folidceas de forma ovada, ovado-lanceoladas e situadas perto
da base da flor, sésseis e livres. Quanto a margem ou bordo, podem ser inteiras,
serreadas, denteadas, em divisdes filiformes e terminadas em uma glandula. Sua
forma, tamanho e posicdo no pedunculo constituem caracteres de grande
importancia para separar subgéneros, seccdes e espécies (Cervi, 1997).

As flores séo, geralmente, muito vistosas, grandes, ciclicas, diclamideas,
de simetria radial e apresentam-se isoladas ou aos pares, podendo, em algumas
espécies, estar reunidas em inflorescéncias (Vanderplank, 2000). Séao
hermafroditas, com presenca de androginoforo, cujo androceu é formado por
cinco estames e o gineceu formado por trés estiletes e trés estigmas, embora, em
estudos realizados com P. Cincinnata, fossem observadas flores com dois, quatro
ou cinco estigmas (Cervi, 1997).

A corona é considerada a estrutura mais marcante do género. Essa é
formada por um a cinco verticilos, inserta na base do tubo calicinal e composta
por filamentos diversos, de cores vivas e atraentes. Os filamentos, por sua vez,
sdo bandeados com diversas cores no sentido horizontal (Uimer e Macdougal,
2004).

Seus frutos sdo caracterizados como bagas, geralmente indeiscentes,

exceto em P. capsularis e P. rubra (capsula loculicida), globosos ou ovadides,



raramente fusiformes, possuindo, no geral, coloracdo amarela, existindo frutos de
coloracdo vermelha e roxa (Vanderplank, 2000; Ulmer e Macdougal, 2004). A
casca é coriacea, quebradica e lisa, protegendo o mesocarpo, no interior do qual
estdo as sementes. Essas sdo, em sua maioria, comprimidas, reticuladas,
pontuadas ou transversalmente alveoladas, envolvidas por um arilo mucilaginoso
(Vanderplank, 2000). As sementes sdo tidas como ortodoxas ou ortodoxas
intermediérias, tolerantes a perda de umidade (Nakagawa et al., 1981; Catunda et
al., 2003; Osipi e Nakagawa, 2005).

2.2. O género Passiflora

O género Passiflora L. € composto por, aproximadamente, 530 espécies
(Ulmer e MacDougal 2004), e, segundo 0os mesmos autores, algumas dessas
espécies tém frutos comestiveis, enquanto outras sao cultivadas como
ornamentais por apresentarem flores com caracteristicas peculiares.

As espécies que compdem o0 género tém habito arbdreo, arbustivo ou
escandente. As flores apresentam as caracteristicas morfoldégicas marcantes,
como, por exemplo, simetria radial, disco nectarifero na base do hipanto e corona
de filamentos distribuidos de uma a seis fileiras. As folhas séo, sempre, alternas,
geralmente simples e de morfologia bastante variavel (Judd et al., 2002; Ulmer e
MacDougal, 2004). As flores de espécies do género Passiflora atraem uma gama
de polinizadores: desde abelhas e vespas, borboletas e mariposas, até
vertebrados como morcegos e passaros. As variadas sindromes florais estao
presentes nos diversos subgéneros, tendo surgido, portanto, mais de uma vez, no
grupo (Muschner, 2005).

As espécies do género Passiflora, com a contagem cromossdmica ja
realizada, foram divididas em quatro grupos: a) 2n=2x=12, 24, 36; b) 2n=2x=24; c¢)
2n=2x =18, 72; e d) 2n=2x=20 (Melo et al., 2001).

A classificacéo infragenérica para Passiflora tem sofrido varias alteragdes,
em sua composicdo, quanto a secles e séries botanicas (Killip 1939). Feuillet e
MacDougal (2003), baseados em caracteres morfoldgicos e ecoldgicos, sugeriram
0 agrupamento das espécies de Passiflora, que compunham, até entdo, os 23
subgéneros, em, apenas, quatro subgéneros: Astrophea (DC.) Mast.,
Deidamioides (Harms) Killip, Decaloba (DC.) Rchb. e Passiflora. Essa



classificacdo foi corroborada por outros autores que realizaram trabalhos de
sistematica filogenética, utilizando marcadores moleculares e genoma
citoplasmatico /mitocondrial (Muschner, 2005).

O subgénero Astrophea abrange 57 espécies de arbustos e lianas
lenhosas, sendo que as espécies que o compdem sao as mais diferenciadas
morfologicamente, guardando pequena semelhanca com as passifloras tipicas. A
maioria das espécies do grupo ocorre em regides de baixa altitude, no norte da
América do Sul, mas existem registros de ocorréncia no Brasil, Andes e América
Central, esta ultima com, apenas, duas espécies, Passiflora pittieri e Passiflora
tica (Ulmer e MacDougal, 2004). Feuillet e MacDougal (2003) organizaram esse
subgénero em duas supersecdes: Astrophea e Pseudosastrophea.

O subgénero Deidamioides é composto por, apenas, 13 espécies. Em 11
destas, as flores se originam, diretamente, das gavinhas, uma caracteristica rara
e considerada ancestral para o género. Deidamioides é subdividido em cinco
secdes, duas das quais sdo monoespecificas. Sua distribuicdo é sul-americana,
localizada no noroeste da América do Sul. Segundo Ulmer e MacDougal (2004),
essa regido é o centro de diversidade do género, pois, la, sdo encontradas
diversas espécies de Passiflora, além das pertencentes ao subgénero
Deidamioides, de morfologia bastante ancestral.

O subgénero Decaloba contém, aproximadamente, 215 espécies
distribuidas nas Américas do Sul e do Norte, no sudeste do continente asiatico e
na Austrélia. As espécies de Decaloba ocorrem desde o nivel do mar até 300
metros de altitude. A maioria tem porte pequeno e habito escandente, com flores
diminutas, geralmente, brancas ou esverdeadas e frutos pequenos (Ulmer e
MacDougal, 2004); algumas espécies desse subgénero sdo autocompativeis.
Conforme a proposicdo de Feuillet e MacDougal (2003), as espécies do
subgénero Decaloba estdo distribuidas em oito supersecdes, sendo Decaloba a
maior delas com 120 espécies.

O maior subgénero é o Passifora com 236 espécies, agrupando,
morfologicamente, as espécies, tipicamente, reconhecidas como maracuja, sendo
P. ligularis e P. tarminiana (no hemisfério norte), P. edulis, P. alata e P. incarnata
(no hemisfério sul) as espécies, economicamente, mais importantes. A area de
distribuicdo desse subgénero abrange a metade sul dos Estados Unidos, a

América Central e a América do Sul, exceto seu extremo sul. Elas sao,



amplamente, cultivadas para obtencdo de frutos, sucos e extratos para a

industrias alimenticia e farmacéutica (Ortega e Schmidt, 1995).

2.3. Melhoramento genético do maracujazeiro-azedo

O Brasil domina o mercado internacional de maracuja azedo com uma
producdo anual de 920.158 toneladas, em uma éarea de 62.423 hectares,
evidenciando aumento de mais de 80% da area cultivada nos ultimos 10 anos, em
quase todo o territorio nacional (IBGE, 2011).

Os principais estados produtores sédo: Bahia (461.105 toneladas), Ceara
(159.886 toneladas) e Espirito Santo (46.506 toneladas), de acordo com a
producdo agricola nacional de 2010. (IBGE 2011).

A passicultura, no Brasil, € ocupada, praticamente, por duas espécies de
importancia econdmica, em funcdo da qualidade dos frutos, sendo elas o
maracujazeiro azedo (Passiflora edulis Sims.) e o maracujazeiro doce (Passiflora
alata Curtis). A primeira ocupa cerca de 95% da area plantada comercialmente,
no Brasil (Melletti et al., 2005); devido a essa importancia, € essencial ser bem
conduzido um programa de melhoramento genético da cultura.

O maracujazeiro € uma planta alégama por exceléncia, reforcada pela
autoincompatibilidade do tipo homomorfica e esporofitica (Bruckner et al., 1995),
e, portanto, expressa elevada variabilidade genética. Essa alogamia favorece o
emprego de varios métodos de melhoramento no aumento da frequéncia de
alelos favoraveis ou a exploracdo do vigor hibrido ou da heterose (Bruckner et al.,
2005).

Para desenvolver um cultivar de maracuja, € preciso, primeiramente,
conhecer, explorar e manusear, convenientemente, a variabilidade genética
disponivel dentro de um programa de melhoramento bem conduzido, e um pré-
requisito € a caracterizacao do germoplasma (Meletti, 1998).

Véarios sdo os métodos de melhoramento aplicaveis ao maracujazeiro,
com o objetivo de aumento da frequéncia de alelos favoraveis ou da exploracdo
do vigor hibrido (Meletti et al., 2000). E possivel obter populacées melhoradas
para diversos caracteres de interesse e, ainda, manter a variabilidade alélica para
os locos de incompatibilidade (Suassuna et al., 2003).

A selecdo massal, baseada na observacdo visual do fenotipo da planta,



permite identificar individuos, potencialmente, interessantes para um programa de
melhoramento. Ela tem sido bastante utilizada como fonte de genes
comercialmente desejaveis, inclusive por alguns produtores, que desenvolvem
suas proprias sele¢des (Oliveira, 1987).

A selecdo recorrente pode contribuir, efetivamente, para o
desenvolvimento de cultivares, por permitir melhorar, sistematicamente, as fontes
de germoplasma a serem usadas em programas de melhoramento (Silva et al.,
2009). Seu objetivo € aumentar, continua e progressivamente, a frequéncia dos
alelos favoraveis, através de ciclos sucessivos de selecdo e recombinacdo dos
genaotipos superiores, mantendo a variabilidade genética da populagao.

O uso de progénies de meios-irmaos é comum no melhoramento da
cultura, pela facilidade de obtencéo dessas populacdes e pelo fato de se poderem
estimar: a variancia genética aditiva, a herdabilidade e, consequentemente, o
progresso esperado com a selecdo (Bruckner et al., 2002).

O cultivo comercial do maracujazeiro é bastante recente, apresentando,
ainda, grande variabilidade genética natural para as diversas caracteristicas da
planta e do fruto (Bruckner et al., 2002). A produtividade nacional de
maracujazeiro azedo é baixa, em torno de 14 toneladas por hectare, devido,
principalmente, ao baixo emprego de tecnologia na produgdo e a caréncia de
populacdes, geneticamente, melhoradas (Meletti, 1998; IBGE, 2010). Um outro
problema da cultura é quanto as oscilacdes na produtividade que se devem, em
grande parte, a problemas de ordem fitossanitaria, constituindo, muitas vezes,
fator limitante para a expanséo da cultura no Brasil. Tal fato pode inviabilizar a
atividade pela constante necessidade de renovagcao dos pomares (Melletti, 1998).

O melhoramento do maracujazeiro tem diversas finalidades, em funcéo do
produto a ser considerado (fruto, folhas ou sementes) e da regido de cultivo
(Meletti et al., 2000). Em geral, o0 melhoramento esta dirigido ao produto mais
importante do mercado, o fruto, sendo um dos seus principais objetivos a
producao, a qualidade e a resisténcia a doencas. A selecdo de plantas com maior
area foliar ou com concentracdo maior de passiflorina para a indastria
farmacéutica, ainda, € incipiente, assim como matéria-prima para extracdo de
compostos quimicos de uso medicinal (Bruckner et al., 2002).

Do ponto de vista econO6mico, € altamente positivo o0 aumento da

qualidade e produtividade do maracujazeiro. Para se ter uma idéia, uma vez
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classificado, o fruto de melhor qualidade é remunerado a precos que chegam a
ser 150% maiores que os obtidos com a comercializacdo de frutos de classes
inferiores (Meletti et al., 2000). Bruckner et al.,, (2002) ressaltam que o
melhoramento para qualidade do fruto deve direcionar seus objetivos para o
mercado ao qual o fruto se destina, seja para o mercado in natura ou para a
industrializacéo.

Considera-se que, para o mercado in natura, o fruto deve ser grande,
para obter boa classificagdo comercial, ter boa aparéncia de casca, ser resistente
ao transporte e a perda de qualidade durante o processo de armazenamento e
comercializacdo. Se o destino do fruto for a industria, 0 mais importante é ter
casca fina e cavidade interna, totalmente, preenchida, o que confere maior
rendimento em suco, deve, também, apresentar maior teor de acidez, coloracao
constante e alto teor de sélidos soluveis (Bruckner et al., 2002).

Uma das principais linhas de pesquisa, desenvolvida na cultura do
maracujazeiro-azedo, concentra-se na obtencdo de cultivares com resisténcia a
doencas, seja incorporando genes de resisténcia nas atuais cultivares-elite ou no
desenvolvimento de novas cultivares. Os patdgenos mais visados sdo aqueles
que causam doencas de ocorréncia generalizada, algumas de ambito nacional.
Em algumas regifes com historico de incidéncia, ha patologias limitantes para a
cultura, nos casos em que nao se conhece controle quimico eficiente para elas
até o momento, como, no caso, o virus do endurecimento do fruto, (woodness),
bacteriose (Xantomonas axonopodis pv passiflorae) e fusariose (Fusarium
oxysporum) (Junqueira et al., 2005).

Entre as principais moléstias, o virus do endurecimento do fruto — PWV
(Passionfruit woodness virus) € considerado o mais importante. Essa doenca
reduz, significativamente, a area foliar e a biomassa da planta. Como a producéo
estd diretamente relacionada a quantidade de folhas, os efeitos séo nitidos.
Quanto mais cedo a planta é infectada, maior o efeito negativo. O PWV causa
danos quantitativos e qualitativos a producao, reduzindo o nimero, 0 peso e o
valor comercial dos frutos. O virus €, facilmente, transmitido por afideos, de
maneira néo persistente (Gloria, 1999; Junqueira et al., 2005).

Faleiro et al. (2004) ressaltam a importancia do uso de espécies silvestres
em programas de melhoramento genético do maracujazeiro-azedo, onde, em

Muitos casos, essas espécies apresentam caracteristicas de interesse que podem
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promover ganhos significativos na espécie cultivada.

2.4.Espécies silvestres e o melhoramento do maracuj  azeiro azedo.

Para corrigir os fatores limitantes da cultura, como, por exemplo, a baixa
produtividade, o melhoramento genético se torna necessario, visando,
principalmente, a obtencdo de populacbes, hibridos e/ou cultivares mais
produtivas e resistentes a pragas e doencas, onde, na maioria das vezes, essas
caracteristicas de interesse podem estar presentes em espécies silvestres do
género Passiflora, devido, principalmente, a sua grande variabilidade genética
(Junqueira et al., 2005). No que diz respeito a doencas e pragas, as especies
silvestres sdo uma grande alternativa para o melhorista, visando a incorporagéo
ou transferéncia de genes dessas espécies para a forma cultivada (Hajjar e
Hodgkin, 2007). No caso especifico do maracujazeiro azedo, ha varias espécies
silvestres que sdo mantidas em cole¢cGes de germoplasma e que podem ser
consideradas fontes de genes para a cultura em si (Junqueira et al., 2005).

Conforme Meletti et al. (2005) e Junqueira et al. (2005), algumas espécies
de Passiflora silvestres tém grande potencial para contribuir com o melhoramento
genético do maracujazeiro comercial, por apresentarem, além da resisténcia a
doencas e a algumas pragas, outras -caracteristicas interessantes, como
longevidade, autocompatibilidade, maior adaptacdo a condi¢cdes climaticas
adversas, periodo de florescimento ampliado, androginéforo mais curto, que
facilita a polinizacéo por insetos menores, e tolerancia a seca e a frio.

Em relagéo a resisténcia a doenca, alguns autores (Fischer, 2003; Meletti
e Bruckner, 2001) relataram que P. caerulea, P. nitida, P. lurifolia e alguns
acessos de P. suberosa, P. alata, P. coccinea, P. giberti e P. setacea séao
resistentes a morte precoce e a outras doencgas causadas por patégenos do solo.
Segundo Menezes et al. (1994), P. nitida possui boa resisténcia a doencas e tem
grande potencial para uso em programas de melhoramento.

P. suberosa é uma das espécies de maior variabilidade no género, e o
interesse por essa espécie tem sido demonstrado por estudos realizados nas
areas farmacéutica, fitopatoldégica e de cultura de tecidos. Essa espécie foi
apontada como fonte de resisténcia ao virus do endurecimento dos frutos do

maracujazeiro (Otoni et al.,, 1996), além de apresentar resisténcia ao fungo
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Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae, causador da seca vascular (Gardner,
1989), despertando, por sua vez, grande interesse em programas de
melhoramento genético.

Considerando a diversidade genética do género Passiflora e o potencial
agrondmico de algumas espécies silvestres, Oliveira e Ruggiero (2005) relatam
que é de extrema importancia a intensificacdo dos trabalhos para um melhor
conhecimento do germoplasma de maracujazeiros silvestres, tendo como
finalidade a producdo de frutos, como trepadeira ornamental ou, ainda, como
porta-enxerto.

Aliada a necessidade de introducdo de novos acessos nos programas de
melhoramento, bem como a real possibilidade de que algumas caracteristicas
comercialmente desejaveis sejam encontradas nos acessos conservados nos
bancos de germoplasma, torna-se necessario que haja relacdo mais estreita e
continua entre os trabalhos realizados com melhoramento e recursos genéticos,
principalmente de espécies silvestres que apresentam grande variabilidade, para
gue novos tipos, adequados as necessidades do mercado, sejam desenvolvidos
(Nass e Paterniani, 2000)

2.5. Conservacédo de germoplasma de Passiflora

No Brasil, devido a grande importancia comercial das Passifloras,
algumas instituicbes mantém colecdes de germoplasma sendo que, em 2005,
havia um acervo de 599 acessos envolvendo 67 espécies. Essas cole¢des sao
conservadas em campo, em casa de vegetacdo ou sob a forma de sementes em
camaras frias e geladeiras (Ferreira, 2005). A propagacdo das espécies de
Passiflora pode ser realizada, por meio de enxertia, estaquia, cultura de tecidos,
entre outras (Alexandre et al., 2004). Dentre essas, a propagacao seminifera é a
mais utilizada, pela facilidade e antecipacao da formacdo das mudas (Ferreira,
2000). Por outro lado, a propagacéo por sementes possui varias desvantagens,
pois, na maioria das vezes, ha baixa germinacédo e alta desuniformidade, o que
dificulta a formacdo de mudas de qualidade, sendo esse um dos maiores
problemas enfrentados pelos produtores (Souza e Meletti, 1997). Dessa forma, é
importante conhecer os aspectos que afetam a germinagcéo das sementes. Dentre

esses, destacam-se os de origem genética (variacao entre espécies e cultivares),
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de pré e poés-colheita (injurias mecanicas durante a colheita, problemas
fitossanitarios, variacdes climaticas, secagem e armazenamento por longos
periodos, dentre outros.

O conhecimento das condi¢des ideais para a germinacdo é de suma
importancia, pois fatores como estrutura, aeracdo, capacidade de retencédo de
agua e dorméncia podem interferir na germinacao das sementes (Oliveira Junior
et al., 2010).

Algumas espécies apresentam dorméncia em suas sementes. Essa
dorméncia consiste em um mecanismo de sobrevivéncia, pois pode retardar a
germinacdo, evento esse que ocorre, quando as condicdbes para o0
estabelecimento s&o limitantes, e n&o favorecem sua sobrevivéncia (Wagner
Janior et al., 2007). Do ponto de vista dos mesmos autores, durante 0 processo
de domesticacdo, em algumas espécies, ocorreu selecédo contra a dorméncia das
sementes que, na maioria das espécies cultivadas, apresentam germinacao
rapida e uniforme.

Pouco se conhece sobre a questdo da dorméncia de sementes em
espécies frutiferas tropicais (Barros, 2006), principalmente em Passiflora. Ellis et
al. (1985) citam que algumas espécies de Passiflora apresentam sementes semi-
permeaveis, mas contém inibidores de germinacdo. Delanoy et al. (2006)
observaram que embrides excisados de Passiflora spp. germinaram rapidamente,
evidenciando a existéncia de dorméncia e enfatizando que essa dorméncia ocorre
devido a dureza do tegumento, necessitando de tratamentos especificos para sua
superagéo.

N&o se conhece o periodo de viabilidade das sementes da maioria das
espécies de Passiflora, principalmente das silvestres, acarretando um problema
na manutencao dessas espeécies; dessa forma, diferentes métodos de superacao
da dorméncia devem ser empregados, visando a melhor utilizacdo das sementes
dessas espécies (Wagner Juanior et al., 2007)..

Diferentes tratamentos, com a finalidade de superar a dorméncia em
sementes de espécies de Passiflora, sdo reportados na literatura. Um dos
tratamentos adotados para superar a dorméncia causada pela impermeabilidade
do tegumento a agua € denominado de escarificacdo e visa a romper o
tegumento. Outro meétodo utilizado € a secagem das sementes realizada

diretamente ao sol ou a sombra e ndo causam a morte do embridao. Também, sdo
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utilizados tratamentos térmicos para a superacao de dorméncia, tendo, sempre, o
cuidado de nao se elevar, demasiadamente, a temperatura para que néo ocorra
dano ao embrido (Oliveira Janior et al., 2010). Almeida (1985) observou, em seus
trabalhos, que a secagem, a pleno sol, favoreceu a germinagcéo de sementes de
maracujazeiro-azedo.

Inidmeros tratamentos quimicos, a base de reguladores de crescimento,
sao empregados com a finalidade de superar a dorméncia em sementes de
espécies Passiflora. Em um experimento com a imersdo de sementes de
Passifloraceas em giberelina, citocinina e etileno, Ferreira et al. (2001) verificaram
que giberelina e citocinina, isoladas ou em mistura, promoveram maior incremento
no processo germinativo de P.alata, obtendo-se cerca de 85% de germinacéo.

Melo et al. (2000) obtiveram resultados efetivos na superacdo da
dorméncia e na emergéncia das plantulas de P. nitida através da imersdo em
solucdo de 1.500 e 2.000 mg/L de GAs. Ferreira et al. (2001) observaram que
sementes de maracuja-doce (P. alata) ndo tiveram a percentagem de germinacao
alterada em funcao do tempo de embebigdo em GAs.

Resultados eficientes sdo apresentados por Souza et al. (2009) e Padua
et al. (2011) em sementes armazenadas por um longo periodo, ao utilizarem
nitrato de potassio (KNO3) em experimentos para superar a dorméncia de
sementes de espécies silvestres de Passiflora. Esses dados, por sua vez,
permitem a obtencdo de melhores estimativas sobre a taxa de germinacao de
sementes conservadas por um longo periodo.

De acordo com Tonin et al. (2005), inumeras fontes nitrogenadas, em
especial o KNOg, sao utilizadas para estimular o processo germinativo e podem
superar a dorméncia e promover aumento substancial na velocidade da
germinacao em algumas especies.

Com o aumento dos estudos em diferentes linhas de pesquisa com as
inUmeras espécies de Passiflora, sdo necessarias informacdes sobre técnicas de
propagacédo, principalmente devido ao fato de que, na maioria das vezes, a
propagacdo € feita por sementes, e as espécies ndo apresentam germinacao
satisfatoria (Osipi e Nakagawa, 2005), sendo necesséaria a adocdo de diferentes

testes na superacao da dorméncia (Padua et al., 2011).
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2.6. Atividades de pré-melhoramento

Durante décadas, as instituicbes de pesquisa tém avancado na coleta,
caracterizagdo, documentagdo, conservagao e intercambio dos recursos
genéticos de importancia para alimentacdo e agricultura. Com a ampliacdo dos
acervos, faz-se, cada vez mais, necessaria a intensificacdo dos esforcos de
valorizag&o e uso da variabilidade neles representada.

O termo pré-melhoramento foi, inicialmente, criado para se referir as
atividades de transferéncia de genes e combinacfes génicas de germoplasma
nao adaptado em programas de melhoramento (FAO, 1996). Hoje, esse termo
refere-se as atividades realizadas, visando a conhecer o material genético antes
de introduzi-lo em um programa de melhoramento (Valls, 2007). Normalmente, ao
se iniciar um programa de melhoramento genético de determinada cultura, é
necessario conhecer a diversidade genética existente no material. Além disso, &
preciso que o pesquisador tenha conhecimento prévio de como é o seu material
genético, sendo realizado através de estudos de caracterizacdo e avaliacdo do
germoplasma, e, de um modo geral, essa caracterizacdo pode ser realizada em
nivel morfolégico, agrondmico, bioquimico, citogenético, molecular, fenolégico e
quimico (Valls, 2007).

Goedert (2007) relata que as acdes de manejo e conservagdo em Bancos
Ativos de Germoplasmas devem objetivar, dentre outros, o enriquecemento da
variabilidade genética disponivel das espécies de interesse por meio de acdes de
coleta, introducéo e intercambio, além de caracterizar e avaliar o germoplasma
em atividades de pré-melhoramento e divulgar esse conhecimento para uso em
programas de melhoramento.

Segundo Valls (2007), as etapas de caracterizacdo e avaliacdo de cada
amostra mantida em colecdes séo: correta identificagdo botanica, elaboracao de
cadastro de sub-amostras disponiveis por acesso, caracterizacdo propriamente
dita de aspectos morfologicos, fenoldgicos, que consiste na anotacdo de
caracteres boténicos de alta herdabilidade, facilmente visiveis e mensuraveis, e
que se expressem, consistentemente, em todos os ambientes, avaliacdo
preliminar, voltada para dentro da espécie, para busca de caracteres descritivos
que conduzam a discriminacdo entre sub-amostras e também utilizando

marcadores moleculares nos estudos de caracterizacao.
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Contudo, as atividades de pré-melhoramento tém sido discutidas e
sugeridas para aumentar a eficiéncia dos programas de melhoramento ou mesmo
para resolver problemas decorrentes do estreitamento da base genética de certas
culturas (Valls (2007).

2.7. Caracterizacao e avaliacdo da variabilidade em  Passiflora

A caracterizacao refere-se a tomada de dados de caracteristicas de alta
herdabilidade, de facil mensuracdo e com baixa interacdo genotipo x ambiente.
Os aspectos morfolégicos e fenoldgicos, também, devem ser observados de
forma sistematica nos acessos por meio de descritores, caracteristicas utilizadas
para descrever um acesso. A avaliacdo, por sua vez, baseia-se em caracteristicas
de baixa herdabilidade. Por isso, para maior confiabilidade dos dados, torna-se
necessario o uso de modelos experimentais, que obedeca aos principios basicos
da experimentacéao (Valls, 2007).

Para promover seu uso, 0S acessos conservados em Bancos de
Germoplasma devem ser bem caracterizados, sem lacunas quanto a efetiva
documentacédo e informacao sobre sua origem, caracteristicas e potencial de uso
(Nass et al., 2001). De acordo com 0s mesmos autores, um descritor confiavel
devera permitir a distingdo entre acessos de uma mesma cultura, deve ser
praticavel, util e ndo redundante. Além disso, deve ser, ambientalmente, estavel,
mono ou oligogénico e de facil manipulacao pelo melhorista.

Para o género Passiflora, ndo ha uma lista de descritores morfoldgicos
definidos pelo International Plant Genetic Resources Institute (IPGRI), que tem
como um de seus objetivos padronizar as caracterizacdes das espécies vegetais
por meio de listas de descritores, abrangendo as espécies desse grupo. Dessa
forma, os estudos de caracterizacdo, nessas espécies, utilizam os descritores
comumente descritos na literatura (Araudjo, 2007).

A caracterizacdo e avaliacdo das espécies de maracujazeiro sao
necessarias para se verificar caracteristicas importantes como aspectos de
frutificacdo, produtividade e reacdo da planta a determinados patégenos ou a
doencas de causas desconhecidas (Ferreira e Oliveira, 1991). Segundo os
mesmos autores, vale salientar que essa caracterizacao e essa avaliagcdo devem

ser realizadas para cada regido produtora, pois os problemas diferem, em maior
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ou menor importancia, de acordo com a mesma, além de a variabilidade dos
agentes patogénicos poder ser especifica para cada regidao, além de associar
caracteristicas do fruto, produto esse de maior interesse na cultura do

maracujazeiro-azedo.

2.8. Caracterizacao fenoldgica das espécies

A fenologia é o estudo da ocorréncia de eventos biolégicos repetidos e
das causas de sua ocorréncia em relacao as forcas seletivas bibticas e abioticas,
bem como da sua relacdo entre as fases caracterizadas por esses eventos,
dentro de uma mesma ou de varias espécies (Silva et al., 2007). Dessa forma, os
estudos fenoldgicos contribuem no entendimento do desenvolvimento e da
reproducdo das espécies vegetais (Talora e Morellato, 2000), pois o periodo
reprodutivo € uma fase de grande importancia para a dinamica das populacoes e
para a propria sobrevivéncia das espécies (Mantovani et al., 2003).

O registro sistematico da variacdo das caracteristicas fenoldgicas retne
informacOes sobre o estabelecimento e dinamica das espécies, periodo de
crescimento vegetativo, reprodutivo (floracao e frutificacéo), alocacéo de recursos
para polinizadores e dispersores e uma melhor compreensdo das cadeias
alimentares disponiveis para a fauna (Araujo, 2009).

A caracterizacao fenoldgica é de fundamental importancia, pois tem como
finalidade fornecer dados para a conservacao e exploracéo racional, conciliando
sustentabilidade com economicidade, lembrando que, em experimentos de
hibridacdo interespecifica, informacdes referentes ao florescimento sao
imprescindiveis (Lawinscki, 2010).

Alguns autores (Pezzopane et al., 2003; Marques et al., 2011) evidenciam
que, ao realizar uma caracterizacdo a nivel fenolégico de uma determinada
espécie, pode-se atribuir notas a diferentes fenofases tanto vegetativas quanto
reprodutivas, a fim de promover uma caracterizacdo ampla e eficiente do ciclo
fenologico da espécie em estudo.

Estudos relacionados a fenologia de espécies do género Passiflora sdo
reportados na literatura, como, por exemplo, em P. edulis (Silva, 2002), P. alata e
P. cincinata (Lawinscki 2010), mas, devido ao grande numero de espécies do

género, € necessario que esses estudos sejam ampliados.
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A maioria das espécies de Passiflora floresce, abundantemente, durante
varios meses no ano. Os meses entre marco e maio correspondem ao periodo de
florescimento para P. amethystina e P. suberosa, enquanto que para P. cincinnata
€ de marco a dezembro (Duarte et al., 2009); para o maracuja-amarelo, foi
observada uma duracdo de nove meses de floracdo, de setembro a maio
(Benevides et al., 2009); em P. Setacea, foi observado florescimento durante os
meses de setembro a fevereiro, em P. Recurva, de agosto a dezembro, em P.
Kermesina, de fevereiro a novembro (Nunes e Queiroz, 2001).

A caracterizagcdo das modificacbes durante o ciclo fenologico, que
ocorrem em diferentes espécies, épocas e locais, € de grande importancia, pois
esses estudos sdo essenciais ao definir praticas culturais com o propésito de
maximizar a produtividade de uma determinada cultura (Forsthofer et al., 2004),
pois as diferentes fenofases de uma espécie sao influenciadas por fatores biéticos

e abioticos.

2.9. Caracterizacao palinologica

O termo Palinologia foi introduzido por Hyde e Willians em 1945 (Erdtman,
1986) e é definido como a ciéncia que estuda os grados de pdlen e esporos.

O estudo dos graos de polen baseia-se, principalmente, na observacéo das
caracteristicas morfolégicas desde a comparacdo destas com outros graos de
polen (Gasparino e Barros, 2006). Sua parede externa, guimicamente muito
estavel e morfologicamente muito variada, permite uma grande diversidade de
estudos taxon6micos, morfolégicos e paleobotanicos (Salgado-Labouriau, 1973).
Nas angiospermas e gimnospermas, a parede do gréo de polen tem a importante
funcdo de protecdo do gametdéfito masculino no seu trajeto entre a antera e o
estigma, sendo resistente & perda de 4gua. Outra funcdo da parede do grédo de
polen € o reconhecimento do estigma compativel: as células do tapetum em
desintegracéo liberam uma classe de compostos que ficam mantidos nos espacos
formados pela ornamentacdo da parte externa da parede de alguns gréos de
polen, chamados de proteinas de “reconhecimento”, as quais possibilitam que o
grédo de polen germine, somente, sobre o0 estigma compativel (Moore e Webb,
1978).

Historicamente, a estrutura da parede celular ou esporoderma dos graos de
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polen tem varias interpretacdes (Colinvaux et al., 1999), e a terminologia das
subdivisfes da exina e intina ndo é uma unanimidade entre os pesquisadores. Ha
dois grupos de autores que refletem bem essa divisdo dentro da palinologia,
Faegri e Iversen (1964) e Erdtman (1971).

A nomenclatura de Erdtman (1971) se baseia na morfologia da exina,
dividindo-a em uma parte esculturada, mais externa, a sexina, e em outra, nao
esculturada, a nexina, ambas subdivididas. J& Faegri e Iversen (1964) se baseiam
na afinidade pelos corantes, considerando as camadas que se coram pela fucsina
basica, constituintes da ectoexina (mais externa) e as que ndo (ou pouco) se
coram pela fucsina basica, constituindo a endoexina (mais interna).

O ponto mais critico esta na localizacdo da camada basal (“footlayer”), que,
segundo Erdtman (1971), fica incluida na nexina e, segundo Faegri e Iversen
(1964), faz parte da ectoexina. Na microscopia optica, ndo se pode distinguir uma
camada basal muito fina, ou partida, tornando-se adequada a nomenclatura de
Erdtman (1971). Na microscopia eletrbnica, cai essa duvida e distingue-se,
perfeitamente, a ectoxina da endoxina.

A exina € composta por esporopolenina (McCormick, 1993), sendo muito
resistente (Dajoz, 1991), enquanto a intina € feita de celulose (Moore e Webb,
1978).

Quanto a textura da exina, os graos de pélen das Angiospermas podem ser
divididos em trés tipos basicos: tectados (perfurados ou imperfurados,
supraornamentados ou nao); semitectados (reticulados, estriados) ou intectados.
Quanto a ornamentacdo, a sexina pode ser: psilada (lisa), escabrada (com finas
projecbes com lum), verrugosa (nodosa), baculada (elementos semelhantes a
bastbes), pilada (elementos semelhantes a pilos), clavada (elementos
semelhantes a clavas), gemada (com pilos sésseis), espinhosa, rugulada
(elementos esculturais alongados irregularmente distribuidos), estriada a
reticulada (Barth e Melhem, 1988).

Como qualquer outra célula, os graos de pdélen se caracterizam por seu
tamanho e forma. No entanto, no caso dos polens, existem outras caracteristicas
que os descrevem, como a estrutura e escultura (ornamentagcéo) de sua exina e
as aberturas que podem vir a apresentar, das quais se devem observar os tipos
(poros, colpos ou colpéros), o numero e a disposicao na superficie do grdo de
polen (Soler e Nolla, 2002).
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Em relacdo ao seu tamanho e forma, os grdos de pélen podem chegar a
200 uym de diametro (Raynor et al., 1966), podendo ser ndao-fixiformes ou
fixiformes. No primeiro caso, encontram-se aqueles que ndo possuem forma
definida, enquanto os demais possuem forma polinica definida (Erdtman, 1986).

Um carater morfologico de grande importancia para a identificacdo do grao
de pdlen sdo as aberturas. As aberturas sdo qualquer orificio mais ou menos
distinto que delimita areas que sao ou podem, normalmente, ser ocupadas na
liberacdo do material interno do grdo de pdlen (Erdtman, 1986). Como uma
segunda funcao, permitem as acomodacdes de mudancas de volume nos graos
de pélen sujeitos a alteracbes de umidade. Alguns gréaos de podlen tém pseudo-
aberturas que parecem funcionar, somente, para adaptacdes volumétricas (Barth
e Melhem, 1988).

Com base na variacdo da forma, as aberturas podem ser circulares, sendo
denominadas poros; alongadas, possuindo comprimento maior que a sua largura,
sendo, assim, chamadas de colpos; e podendo ser uma associagdo de ambos os
tipos (cOlporo). De acordo com Moore e Webb, (1978), existe o pensamento de
que os colpos sdo mais primitivos do que os poros. Além dessa classificacao, os
graos de polen podem ser agrupados em categorias de acordo com 0 seu numero
variavel de aberturas, sendo utilizados os prefixos mono-, di-,tri- tetra-, penta-,
hexa- e poli-, tanto para poro e colpo quanto para célporo.

De acordo com sua posi¢cdo na exina, as aberturas podem ser classificadas
como ectoaberturas, que sdo as mais superficiais e estéo localizadas na camada
ectexina/sexina, como endoaberturas quando estdo localizadas na camada
endexina/nexina e como mesoaberturas quando estdo localizadas entre essas
duas camadas (Punt et al., 1994). Em alguns casos, as ecto e as endoaberturas
sdo do mesmo tipo (poro ou colpo) e ocorrem no mesmo lugar; em outros casos,
elas podem ser de diferentes tipos e ocorrer em posicoes diferentes (Moore e
Webb, 1978).

Para a rotina de identificacdo do polen, o numero, a forma e estrutura das
aberturas séo caracteres requeridos, entretanto, no contexto filogenético
evolutivo, a posicdo das aberturas é importante, pois estas ndo estao localizadas,
ao acaso, na superficie do grao de pdlen e, frequentemente, tém lugar definido
com relacdo aos polos e ao equador (Melhem, 1978).

O numero e a forma das aberturas, além da estrutura da exina, sao
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estudados para uso em taxonomia de grupos (Canceli et al., 2006). As aberturas
sdo as primeiras caracteristicas utilizadas para a identificacdo de qualquer gréo
de pélen ou esporo féssil (Moore e Webb, 1978). Além das aberturas, alguns
outros importantes caracteres aplicados a morfologia do pdlen, visando a sua
identificacdo, sdo a forma e escultura da parede.

Em Passiflora, os estudos de Detcke (2009) reforcam a importancia do
namero e tipo de abertura nos estudos taxonémicos desse grupo, devido
principalmente ao grande numero de espécies, e chaves classificatorias com base

em dados polinicos podem facilitar tais estudos.

2.9.1. Metodologias usadas nos estudos da morfologi  a do polen

Nos estudos palinoldgicos, a principal técnica utilizada é a acetdlise de
Erdtman 1952 (Hesse e Waha, 1989), que consiste em submeter graos de polen a
solucédo de anidrido acético e acido sulfarico na proporcéo de 9:1 (Martins et al.,
2002), seguido, se necessario, pela oxidagdo com dioxido de cloro (Baker, 1954),
0 que permite a eliminagdo do conteddo celular para observacdo da parede
externa do poélen (Martins et al., 2002).

O método da acetdlise, no entanto, destroi, completamente, as
substancias ndo-esporopoleinina, e varios estudos sobre a sistematica e filogenia
das plantas necessitam de todos os componentes da parede do grao de podlen
gue ndo podem ser observadas em amostras acetolisadas (Hesse e Waha, 1989).

Efeitos similares a acetélise sdo obtidos depois da ebulicdo em HCI e
lavagem com 10% de KOH (Hesse e Waha, 1989). No entanto, segundo Erdtman
(1971), essa metodologia ndo permite a observacdo de grédos completamente
transparentes.

Outro método empregado para o estudo dos grédos de poélen é a da
acetélise latica (ACLAC), desenvolvida por Raynal e Raynal (1971). Essa técnica
é utilizada quando os grdos de pdlen sdo muito frageis e nao resistem a acetolise
tradicional, consistindo na diminuicdo de anidrido acético e o acréscimo de
acidolactico, tornando a mistura acetolitica mais fraca (Gasparino e Barros 2006).
O método em questdo permite observar, ao microscopio, a saida do conteudo
protoplasmatico antes que o gréo de polen se deforme (Moreira et al., 2005) .

Para melhor visualizacdo da forma e do tipo de abertura, os gréos de



22

polen podem ser tratados segundo o método de Wodehouse (1935), que, apesar
de ndo eliminar o conteddo polinico e, portanto, ndo permitir a visualizacao
detalhada da ornamentacdo do grdo de pdlen, permite a confeccdo de laminas
com durabilidade maior do que as obtidas na acetdlise lactica. Este método é de
facil execucdo e de grande utilidade, principalmente, aos taxonomistas que
necessitam de uma visao rapida do grao de pélen (Gasparino e Barros 2006).

No género Passiflora, as espécies pertencentes ao subgénero Decaloba
sdo tolerantes a técnica de acetdlise, porém o0s pdlens dos representantes do
subgénero Passiflora sdo extremamente sensiveis e se rompem facilmente,
quase que impossibilitando a sua visualizacdo em microscopia 6ptica (Araujo e
Santos, 2004; Detcke, 2009; Evaldt et al., 2011), evidenciando a importancia de
estudar novas metodologias para superar tal problema.

2.9.2 Palinologia em Passifloras

Inmeros estudos tém sido realizados nas mais diversas familias
botanicas, tomando por base as caracteristicas morfologicas dos graos de poélen,
e, segundo Judd et al. (2002), estudos morfopolinicos vém sendo, cada vez mais,
utilizados como dados auxiliares na classificagdo taxonémica de varios grupos
vegetais.

Do ponto de vista palinolégico, Passifloraceae mostra-se uma familia
bastante interessante, pois os gréos de poélen apresentam grande variabilidade de
caracteristicas, algumas, ainda, pouco exploradas do ponto de vista sistematico e
filogenético (Dettke e Santos, 2009).

Spirlet (1965) trata da utilizacdo taxondmica dos grdos de pdlen de
Passifloraceae, sob microscopia 6ptica de campo claro, 49 espécies da familia,
sendo 24 pertencentes a Passiflora, com o objetivo de verificar o valor taxonémico
das estruturas polinicas, bem como resolver a posi¢édo incerta de alguns géneros
e espécies. O resultado € uma gama de caracteristicas relevantes para o grupo,
desde a estrutura da exina (variacdo no diametro dos liamens, presenca de
baculas) até a complexa gradacdo de varios tipos de aberturas, partindo de
polens tricolpados até formas bastante complexas com 12 ou mais aberturas e
diversos tipos de fusdes.

Outros estudos referentes a palinologia de espécies de Passiflora sao
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observados nos trabalhos de Milward-de-Azevedo et al., (2004) ao apresentarem
um estudo palinotaxondmico de oito espécies de Decaloba ocorrentes na Regido
Sudeste do Brasil, contribuindo para sua caracterizagdo, circunscricdo e
delimitacdo do subgénero.

Aradjo e Santos (2004) apresentaram uma descricdo da morfologia
polinica das espécies de Passiflora ocorrentes na Chapada Diamantina, o estudo
foi realizado com varias espécies, tanto do subgénero Decaloba quanto
Passiflora, mas os mesmos relatam, em seus dados, certa dificuldade em
descrever, corretamente, as espeécies P. edulis e P. alata, principalmente pela
grande quantidade de pdlens lesionados ou rompidos e por encontrarem um
quantidade n&o significativa de pdlen em posicdo equatorial. Segundo Detcke
(2009), encontrar grdos de polen das espécies pertencentes ao subgénero
Passiflora em posicdo equatorial € uma tarefa ardua, pois, devido ao formato
polinico caracteristico desse género, nas prepara¢cdes em microscopia optica, o
pélen tende a ficar em posi¢éo polar.

Atualmente, varios estudos em Passiflora enfatizam mais os tipos de
aberturas das espécies ja descritas, do que a descricdo de novas espécies e
entram em determinadas contradi¢des, principalmente em relacdo ao namero, tipo
e denominacao das aberturas (Detcke, 2009; Detcke e Santos, 2009; Milward-de-
Azevedo et al., 2010; Evaldt et al., 2011). E valido ressaltar que, devido & grande
quantidade de dados que as caracterizagcdes polinicas fornecem, apenas
descrever os dados, como na maioria dos estudos, pode-se estar perdendo
informacdes valiosas, e, possivelmente, submeter esses dados a analises mais
elaboradas, seja uma forma de obter resultados mais satisfatorios dessa
variabilidade polinica encontrada no género Passiflora.

2.10. Quantificacdo da diversidade genética

A divergéncia genética se caracteriza pelo grau em que uma populacdo
se afasta da outra quanto ao conjunto de caracteres que |Ihe sdo peculiares
(Moreira et al., 1994). Nos programas de melhoramento de plantas, a informacéao
guanto a diversidade e a divergéncia genética dentro de uma espécie é essencial
para o uso racional dos recursos genéticos (Loarce et al., 1996).

Os estudos sobre a diversidade genética nas colecbes de germoplasma
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podem ser realizados a partir de caracteres morfolégicos de natureza qualitativa
ou quantitativa (Moreira et al., 1994), fisiologicos, bioquimicos, polimorfismos de
DNA, dentre outros.

Existem duas maneiras de se inferir a diversidade genética: de forma
quantitativa e de forma preditiva. Entre as de natureza quantitativa, citam-se as
analises dialélicas, nas quais sdo necessarios 0s cruzamentos entre 0s genitores
e sua posterior avaliacdo. As de natureza preditiva tém por base as diferencas
morfoldgicas, de qualidade nutricional, fisiolégica ou molecular, quantificadas em
alguma medida de dissimilaridade que possa expressar o grau de diversidade
genética entre os genitores (Cruz e Carneiro, 2003).

A determinacdo da divergéncia genética, com o uso da analise
multivariada, em que diversos caracteres avaliados podem ser utilizados
simultaneamente, pode ser bastante vantajosa, podendo-se identificar fontes de
variabilidade genética, a importancia de cada carater avaliado em relacdo a
divergéncia genética, além de permitir aos melhoristas conhecer as combinac¢des
com maiores chances de sucesso, antes de se realizarem os cruzamentos (Moura
et al., 1999). Além disso, os métodos preditivos de diversidade genética tém sido
bastante utilizados, sobretudo devido ao fato de que, ao se basearem em
diferencas morfoldgicas e fisiologicas dos genitores, dispensam a obtencdo das
combinacdes hibridas entre eles, o que € vantajoso, especialmente, quando o
namero de genitores cujas diversidades se deseja conhecer € elevado (Carvalho
et al., 2003).

Para Dias et al. (1997), a divergéncia entre acessos, avaliada por
estatistica multivariada, pode proporcionar uma descricdo sintética da afinidade
fenética e genética entre acessos e populacbes. Assim, a quantificacdo da
dissimilaridade genética é uma das mais importantes estimativas para 0s
melhoristas de plantas, principalmente, quando o objetivo for a obtencdo de
segregantes transgressivos e populacées de ampla variabilidade genética (Benin
et al., 2003).

A analise univariada pode identificar a existéncia de variabilidade entre
individuos e os diferentes graus de discriminacdo dos mesmos, considerando
cada descritor isoladamente. No entanto, para se fazer uma analise do poder
discriminatorio dos descritores, torna-se necessario analisar a contribuicdo dos

mesmos de forma conjunta. Isso é possivel com o uso de analises multivariadas.
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Sendo assim, as analises por componentes principais e variaveis candnicas e 0s
métodos aglomerativos podem ser aplicados, pois 0os mesmos avaliam o0s
individuos em varios aspectos (Cruz et al., 2004).

Na quantificacdo da divergéncia genética entre individuos, tem sido
utilizada a técnica de aglomeracao, que € baseada na distancia Euclidiana média
ou na distancia generalizada de Mahalanobis (D?), e a técnica de agrupamento
tem sido feita pelo método de Tocher (Cruz e Carneiro, 2003).

Entre outras técnicas estatisticas multivariadas, destacam-se a andlise de
componentes principais e os métodos de agrupamento (Cruz e Carneiro, 2003). A
analise de componentes principais consiste em transformar um conjunto original
de varidveis em outro conjunto de dimensao equivalente, mas com propriedades
importantes, que sejam de interesse em estudos de melhoramento. Além disso,
sao independentes entre si e estimados com o propoésito de reter, em ordem de
estimacdo, o maximo de informacdo em termos de variacdo total contida nos
dados originais (Cruz e Carneiro, 2003).

A viabilidade de utilizagcdo dos componentes principais em estudos de
divergéncia genética depende da possibilidade de resumir o conjunto de variaveis
originais em poucos componentes, 0 que significa ter uma boa aproximacao do
comportamento dos individuos, oriundo de um espacgo n-dimensional (n= niamero
de caracteres estudados), em um espaco bi ou tridimensional (Cruz e Carneiro,
2003).

A andlise de agrupamento tem por finalidade reunir acessos, por meio de
algum critério, que apresentam similaridade de padrdo de comportamento. Os
critérios de agrupamento variam de método para método, mas, geralmente,
mantém o principio de estabelecer grupos em que a homogeneidade é maior que
aguela que existe entre grupos. A similaridade, por sua vez, pode ser avaliada por
meio de grupos, mutuamente, exclusivos, em que individuos de um grupo sao,
completamente, distintos dos individuos de outros grupos; por meio de
dendrogramas, em que se tém ramificacbes de tal forma que o numero de
acessos em um grupo aumenta, gradativamente, em fungcéo do nivel ou ponto de
referéncia; e por meio de analise grafica, em que se avalia a dispersdo dos
individuos em eixos cartesianos (Cruz et al., 2004). Existem diversos métodos de
agrupamento, tais como o0s hierarquicos (vizinho mais préximo, vizinho mais
distante, Ward, UPGMA — Unweighted Paired Group Method Using Averages,
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dentre outros) e os de otimizacdo como o Método Tocher, por exemplo (Cruz et
al., 2011).

Em Passiflora, dados de estimativas da divergéncia genética, baseadas
em analises multivariadas, estdo disponiveis na literatura. Negreiros et al. (2008)
avaliaram a diversidade genética entre as 24 popula¢cdes de maracujazeiro-azedo,
discriminando os caracteres mais importantes com base nas caracteristicas da
plantula, utilizando procedimentos multivariados e concluiram que as
caracteristicas que mais contribuiram para a divergéncia genética foram
porcentagem de germinacdo, numero de folhas e indice de velocidade de
emergéncia.

Araujo et al. (2008) avaliaram a divergéncia genética entre acessos de P.
cincinnata, por meio de técnicas de analise multivariada, com base em descritores
morfoagronémicos. Concluiram que os acessos de P. cincinnata apresentaram
grande variabilidade e que as caracteristicas de maior importancia para a
divergéncia genética foram: massa total dos frutos, viabilidade de poélen, area
foliar, nimero de glandulas por bractea, didmetro das hastes, massa do fruto e da
semente, e numero de glandulas foliares. Por sua vez, o método de agrupamento,
utilizado nesse estudo, ndo possibilitou correlacionar os acessos com as unidades
geoambientais originais de coleta.

A diversidade genética por meio de marcadores genéticos de DNA, tipo
RAPD, foi realizada por Viana et al. (2003), que estimaram, também, a
divergéncia genética entre a espécie cultivada P. edulis f. Flavicarpa e espécies
relacionadas no género: P. foetida, P. mucronata, P. alata, P. giberti, P. suberosa,
P. cincinnata, P. maliformis, P. edulis e P. malacophylla. Esses autores
constataram baixa variabilidade entre os gendtipos de maracujazeiro amarelo e
grande variabilidade entre as espécies estudadas, recomendando o uso dessas
espécies em programa de melhoramento, principalmente em hibrida¢des, visando
a resisténcia a doencas da cultura.

A conservacdo de recursos genéticos de espécies vegetais € um dos
temas considerados de grande relevancia na atualidade, razdo pela qual grande
namero de estudos tem sido realizado na quantificacdo da diversidade genética e
no entendimento de sua magnitude, natureza e distribuicdo entre e dentro de
populacdes. O sucesso de qualquer programa de pré-melhoramento ou de

conservacao € dependente do conhecimento da quantidade de variacao presente
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na espécie ou no grupo de espécies de interesse (Cruz et al., 2011),
principalmente em Passiflora, devido a ampla variabilidade encontrada nesse

género.
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3. TRABALHOS

3.1. EFEITO DO NITRATO DE POTASSIO NA SUPERACAO DA DORMENCIA
DE SEMENTES DE Passiflora spp

3.1.1. RESUMO

Estudos relacionados aos fatores que interferem na viabilidade e no vigor das
semetes sao importantes em espécies que apresentam dorméncia, como em
Passiflora. O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do nitrato de potassio
(KNO3) sobre a germinagcdo de sementes de espécies de Passiflora, apds cinco
anos e meio de conservacao, sob refrigeracdo. Foram utilizados tratamentos pré-
germinativos com soluc¢des aquosas de nitrato de potdssio em sementes de oito
espécies de maracujazeiro P. edulis, P. alata, P. foetida, P. suberosa, P.
organensis, P. coriacea, P. micropetala e P. setacea. Para cada espécie, foi
montado um experimento, conduzido em delineamento inteiramente casualizado,
com 4 repeticdes de 100 sementes, em um esquema fatorial 3 x 2 x 2, sendo trés
concentracbes de nitrato de potassio, em solucdo aquosa (0, 10 e 20%), duas
temperaturas (25°C e 35°C) e dois periodos de exposicdo (24 e 48 horas) por

espécie. Para cada espécie, foram estimados a percentagem de germinacado e o



29

indice de velocidade de germinacéo (IVG). Os dados obtidos foram submetidos a
analise de variancia, e as médias foram comparadas pelo método de Tukey. O
nitrato de potassio foi eficiente na velocidade de germinacéo e na percentagem de
germinacdo das sementes de espécies de Passiflora, utilizadas no presente
estudo, que estavam armazenadas por um longo periodo. Porém, seu efeito foi
mais significativo em P. organensis e P. setacea, o qual atuou, diretamente, na
superacdo da dorméncia das sementes dessa espécie. Esse composto
nitrogenado foi mais expressivo no aumento da percentagem de germinagao em
P. foetida, aumentando-a consideravelmente, conforme o aumento da
concentracdo. Nao foi observado nenhum efeito do nitrato de potassio e de suas
combinagfes com diferentes regimes de temperatura e tempo de exposicéo,
sobre a germinacao das sementes de P. coriacea. Conclui-se, dessa forma, que o
nitrato de potassio, de um modo geral, favoreceu o processo germinativo das
sementes das espécies utilizadas no presente estudo, fazendo com que essas

espécies, mesmo que em baixa percentagem, fossem regeneradas.

3.1.2. ABSTRACT

Studies related to the factors that affect seed viability and vigor are important in
species with seed dormancy, as in Passiflora. The purpose of this study was to
evaluate the effect of potassium nitrate (KNO3) on the germination rate of seeds of
Passiflora species after five and a half years of conservation under refrigeration.
Pre-germination treatments with aqueous solutions of potassium nitrate were
applied to seeds of eight Passiflora species: P. edulis, P. alata, P. foetida, P.
suberosa, P. organensis, P. coriacea, P. micropetala, and P. setacea. An
experiment was set up for each species, in a completely randomized 3 x 2 x 2
factorial design, with four replications of 100 seeds, testing three potassium nitrate
concentrations in aqueous solution (0, 10 and 20%), at two different temperatures
(25 °C and 35 °C) and two exposure periods (24 and 48 hours) per species. For
each species, the germination percentage and germination speed index (GSI)
were estimated. The data were subjected to analysis of variance and means

compared by the Tukey test. Potassium nitrate was effective to increase the GSI
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and germination percentage of the seeds of Passiflora species used in this study,
which had been stored for a long period. However, its effect was most significant
for P. organensis and P. setacea, by directly breaking seed dormancy of these
species. The N compound was most efficient in increasing the germination
percentage of P. foetida, with considerable increases at rising concentrations. No
effect of potassium nitrate and its combinations on the germination of P. coriacea
was recorded at different temperatures and exposure periods. The conclusion was
drawn that in general, KNO;3 favors seed germination of the species used in this
study, so that these species, albeit at a low percentage, were partially

regenerated.

3.1.3. INTRODUCAO

As espécies de maracuja pertencem a familia Passifloraceae que é
composta por dezenove géneros, sendo Passiflora o de maior importancia (Ulmer
e Macdougal, 2004), tanto em relacdo ao numero de espécies (Vitta e Bernacci,
2004) quanto do ponto de vista econémico (Souza e Meletti, 1997).

Com a intensificacdo da coleta de germoplasma de Passiflora, tem-se
dado maior atencdo aos parentes silvestres do maracuja, possibilitando sua
incorporacdo aos programas de melhoramento genético, permitindo a obtencédo
de hibridos interespecificos entre espécies pouco exploradas comercialmente
(Oliveira e Ruggiero, 2005), seja para a incorporacdo de resisténcia contra pragas
e doencas as espécies comerciais (Junqueira et al.,, 2005) ou para fins
ornamentais (Peixoto, 2005).

A propagacdo de Passiflora, na maioria das vezes, € feita por sementes
que, de forma geral, apresentam germinacao baixa e desuniforme, dificultando a
formacdo de mudas de alta qualidade, sendo um grande problema enfrentado
pelos produtores (Souza e Meletti, 1997). Dessa forma, é importante conhecer os
aspectos que afetam a germinacdo das sementes. Dentre estes, destacam-se 0s
de origem genética (variacdo entre espécies e cultivares), de pré e poés-colheita
(injarias mecéanicas durante a colheita, problemas fitossanitarios, variacfes

climaticas, secagem, longo periodo de armazenamento), morfoldgicos, fisiologicos
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(dorméncia, maturidade, vigor), dentre outros (Padua et al., 2011).

A germinacdo das sementes de Passiflora é influenciada pela presenca
do arilo, que é uma capa de constituicdo gelatinosa, rica em pectina, que envolve,
completamente, as sementes. Aliado ao fato de constituir uma barreira a
germinacao, o arilo pode conter substancias reguladoras de crescimento, as quais
podem contribuir para a desuniformidade na germinacao (Pereira e Dias, 2000).

A maioria dos estudos, conduzidos com a finalidade de superar a
dorméncia em sementes de Passiflora, emprega promotores de crescimento,
principalmente, giberelina, em seus testes de germinacdo, € poucos Sao 0S
trabalhos que utilizam outras substancias quimicas, como, por exemplo, nitrato de
potassio (KNO3) (Souza et al., 2009; Padua et al., 2011).

O efeito positivo do KNOjz;, em solugbes aquosas, na germinagdo, &€,
frequentemente, relatado na literatura. Gupta (2002), estudando diversas
espécies de Ocimum, conseguiu a superacdo da dorméncia das sementes pela
utiizacdo de solugcdes KNOs;. Em Plantago major, Saruhan et al. (2002)
promoveram um aumento na germinagao ao embeber as sementes em solucdo
de KNOs a 1 mM ou 10 mM, e afirmam que o efeito isolado do ion nitrato pode
ser pouco significativo; no entanto, em interacdo com luz e, mais ainda, com
temperaturas alternadas, o efeito estimulador aumenta consideravelmente.

Dada a grande importancia dos estudos sobre a germinagdo das
sementes das espécies cultivas e silvestres de Passiflora, este estudo teve como
objetivo avaliar a germinacdo das sementes de P. edulis, P. alata, P. foetida, P.
suberosa, P. organensis, P. coriacea, P. micropetala e P. setacea armazenadas
por um periodo de cinco anos e meio, em respostas a diferentes concentracoes,

em solucédo aquosa de KNOs.

3.1.4. MATERIAL E METODOS

3.1.4.1. Material Vegetal

As sementes das espécies P. edulis, P. alata, P. foetida, P. suberosa, P.

organensis, P. coriacea, P. micropetala e P. setacea, utilizadas neste trabalho,
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foram obtidas de frutos provenientes de plantas da Unidade de Apoio a Pesquisa
da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), localizada
no municipio de Campos dos Goytacazes-RJ, onde foram selecionados frutos
completamente maduros, de plantas sadias, livres de pragas e doencas, no ano
de 2003, obtidos de polinizacdo controlada.

As sementes, apos retiradas dos frutos, foram extraidas da polpa por
abrasdo sobre uma peneira de arame com o auxilio de cal virgem (CaO), na
proporcao de 50g/Kg de polpa. Posteriormente, as sementes foram lavadas e
submetidas a secagem em estufa e, em seguida, a temperatura ambiente. Apés a
secagem, os arilos remanescentes nas sementes foram removidos por friccdo
manual. As sementes foram condicionadas em sacos de papel (envelope),
identificadas e armazenadas em refrigerador (temperatura em torno de 6°C e

60% umidade relativa do ar) onde permaneceram por cinco anos e meio.

3.1.4.2. Conducdao do experimento

Para cada espécie, foi conduzido um pré-tratamento em um
delineamento, inteiramente, casualizado com 4 repeticbes de 100 sementes,
seguindo um esquema fatorial 3 x 2 x 2, sendo trés concentracdes de nitrato de
potdssio em solucdo aquosa (0, 10 e 20%), dois periodos de exposicéo (24 e 48
horas) e duas temperaturas de exposi¢cao no agitador de movimentos orbitais (25
e 35 °C).

As unidades experimentais foram constituidas por quatro caixas gerbox
(11 x 11cm), onde as sementes foram dispostas sobre duas folhas de papel
germiteste umedecidas com 12 mL de agua destilada e cobertas por uma terceira
folha. As caixas gerbox, contendo, cada uma, 100 sementes, foram transferidas
para uma camara de germinacgdo do tipo BOD, regulada a temperatura alternada
de 20-30°C e 16-8 horas de escuro-luz, respectivamente.

3.1.4.3. Andlise e interpretacao dos dados
A metodologia adotada, para a avaliagdo, seguiu as recomendacdes das

Regras para Analise de Sementes (Brasil, 1992) para P. Edulis, e a mesma foi

estendida para as demais espécies.
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O critério de germinacao adotado foi a emissao de, no minimo, 0,5 cm de
extensdo da radicula. As variaveis avaliadas foram percentagem e velocidade de
germinacao. A percentagem de germinacgao foi realizada por meio da contagem
diaria, no mesmo horario, do nimero de sementes germinadas, durante o periodo
de 28 dias. A velocidade de germinacdo (VG) foi calculada, utilizando-se a
férmula descrita por Edmond e Drapala (1958), sendo a VG =[(N; x D1) + ... + (N,
x Dp)J/(D1 + ... + Dy), em que, N = numero de sementes germinadas em cada dia

de contagem e D = numero de dias da avaliacdo. Os dados referentes a

) . / X
percentagem de germinag&o foram transformados em arco seno ﬁ .

Os dados foram submetidos a andlise de variancia, e foi realizado um
teste de comparagdo multipla de médias, teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade. Utilizou-se o software Genes (Cruz, 2006) para realizar as analises

estatisticas.

3.1.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.5.1. indice de Velocidade de Germinac&o

De acordo com os resultados apresentados, na tabela 1, nota-se que,
para o indice de velocidade de germinagdo, houve efeito significativo dos
tratamentos, isolados ou em combinacéo, para as espécies P. edulis, P. alata, P.
foetida, P. micropetala, e P. setacea. Observa-se que as médias, para a variavel
indice de velocidade de germinagdo, variaram de 8,64 em P. micropetala a 53,4
para P. foetida. Os coeficientes de variacdo foram de magnitude baixa, indicando
a precisao do experimento. Para as espécies P. suberosa, P. organensis, e P.
coriacaea, os efeitos dos tratamentos foram néo significativos a 5%, indicando a

auséncia do efeito da solucédo aquosa de KNOs.



Tabela 1. Fontes de variacdo, graus de liberdade (gl) e quadrado médios para a variavel indice de Velocidade de Germinacéo
relativos aos tratamentos de solucdo aquosa de nitrato de potassio (temperatura, concentracdo e periodo) aplicados as sementes de

espécies Passiflora.

Quadrado Médio

Fonte de
Variacao gl P. edulis P. micropetala P. foetida P. alata P.setacea P.suberosa P.organesis P. coriacea
Temperatura (T) 1 0,09 ™ 2,17"™ 2,39"™ 647.13* 539,18* 10,12"™ 744" 432"
Concentracdo (C) 2 53,78* 1760,29* 789,97* 998,71* 721,39* 9,65"™ 9,73™ 3,81"™
Periodo (PE) 1 147,89* 706,82* 1589,56* 1,02 9,81"™ 3,50™ 5,98 "™ 0,04™
TxC 2 0,86 ™ 2,05™ 70,45™ 13841,20* 951,65* 10,96 ™ 561™ 4,03™
TxP 1 0,20 ™ 1,93™ 60,08 "™ 0,76 ™ 7,14™ 21,15™ 6,54 ™ 3,98™
PxC 2 328,93* 404,61* 59,80 ™ 1,14"™ 2,01"™ 26,30"™ 552" 4,01"™
TxCxP 2 1,01"™ 2,56™ 3,56™ 1,03™ 3,30™ 10,63™ 4,03™ 3,27™
Residuo 36 6,32 1,08 73,27 2,19 6,04 9,74 3,15 2,04
Total 47 - - - - - - - -
Média Geral 20,45 8,64 53,40 12,45 20,46 17,80 17,56 9,65
CV (%) 12,3 12,03 16,03 12,4 12,01 17,53 10,11 2,04

* significativo ao nivel de probabilidade de 0,05; ns = ndo significativo

ve
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Na espécie cultivada (P. edulis) e nas silvestres (P. micropetala e P.
foetida), os fatores concentragéo, periodo de exposi¢do foram significativas a 5%
de probabilidade, sendo que a interacdo concentracdo X periodo sO foi
significativa nas duas primeiras espécies; por outro lado, a temperatura, assim
como as suas interacdes, ndo foi significativa a 5%. Esses resultados indicam
que, para essas espéecies, a temperatura ndo teve efeito sobre a germinacao das
sementes do maracujazeiro-azedo.

Na tabela 2, encontram-se as meédias do indice de velocidade de
germinacao das sementes de P. edulis, P. micropelata e P. foetida em resposta a
concentracdo e a periodo de exposicdo a solugdo de KNOs. Para P. edulis, o
indice de velocidade de germinacado, as melhores combinag¢des observadas foram
concentracbes de 10 e 20% de KNO3; em solu¢cdo aquosa e o0 periodo de 24
horas, pois os valores médios ndo diferiram entre si. Considerando-se o0s
resultados e com base na relacédo custo x beneficio, sugere-se o uso da menor
concentracdo, ja que as médias das concentracfes de 10 e 20% de KNOj3 nédo
apresentaram diferenca significativa.

Para as espécies P. micropetala e P. foetida, o tempo de exposicdo nao
foi tdo influente quanto a concentracdo. Observa-se, ainda, na tabela, que os
valores das médias, na concentracdo de KNO3 a 20%, foram superiores quando o
tempo de exposicao foi de 24 horas.

Regimes de temperatura, de luz, periodos e tratamentos quimicos, entre
0s quais a aplicacdo de KNO3; e suas combina¢des com os fatores supracitados,
sdo componentes que favorecem a germinacdo de sementes (Popinigis, 1985;
Carvalho e Nakagawa, 2000).

Os aspectos relacionados a germinacdo encontram-se, de certa forma,
relacionados com o crescimento inicial, fase vegetativa e ciclo 6timo da planta
(Popinigis, 1985), além do que séo, também, importantes para avaliar a qualidade
de uma amostra ou lote de sementes, tanto para objetivos de comercializacéo,

semeadura e estabelecimento da cultura como de conservacao de germoplasma.
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Tabela 2. Médias do indice de velocidade de germinagdo avaliados em sementes
de P. edulis, P. micropetala e P. foetida, em resposta a concentracédo e a periodos
de exposicéo.

P. edulis
Concentracao (%) Periodo (24 horas) Periodo (48 horas)
0 1,12 Cb 1,04 Cb
10 40,05 Aa 19,17 Ba
20 43,12 Aa 18,23 Ba

P. micropetala

0 1,07 cC 2,51 cC

10 5,49 bB 7,34 bB

20 16,32 aA 19,14 aA
P. foetida

0 31,58 cC 29,83 cC

10 47,14 bB 50,31 bB

20 81,20 aA 80,32 aA

Médias seguidas da mesma letra mindscula na vertical, dentro de cada periodo, ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade; e médias seguidas da mesma letra
mailscula na horizontal, dentro de cada concentracao, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a
de 5% de probabilidade.

Nos trabalhos de melhoramento e em outras pesquisas, tem sido
constatado que as sementes de algumas plantas ndo germinam bem ou o fazem
de modo mais lento, apesar de coletadas e beneficiadas pela mesma técnica
utilizada em sementes que ndo apresentam tais problemas (Alexandre et al.,
2004), indicando, dessa forma, que estudos com diferentes substancias utilizadas
como promotoras, ao processo germinativo, devem ser expandidos.

Em P. alata e P. setacea, a variavel indice de velocidade de germinacéo,
apresentou dados significativos a 5% de probabilidade para os fatores
temperatura, concentracdo e interacdo temperatura X concentragcdo; para 0S
demais fatores, ndo houve diferencas significativas (Tabela 1). Apesar da analise

de variancia ter detectado diferencas significativas para os efeitos de temperatura,
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concentracdo e a interacdo entre esses dois fatores, o teste de média nédo
detectou tal diferenca, pois ndo foram observadas, nas duas espécies
supracitadas, diferencas significativas entre as médias para o indice de
velocidade de germinagao (Tabela 3).

Tabela 3. Médias da caracteristica indice de velocidade de germinagdo avaliado
em sementes de P. alata e P. setacea aos 28 dias apds a instalacdo do

experimento, em resposta a concentracdo dentro dos diferentes regimes de
temperatura.

P. alata
Concentracao(%) Temperatura (25°C) Temperatura (35°C)
0 0,75 bB 1,00 bB
10 17,00 aA 18,50 aA
20 18,50 aA 19,00 aA
P. setaceae
0 0,00 cD 0,00 cD
10 30,83 bB 30,87 aB
20 39,61 aA 21,43 bC

Médias seguidas da mesma letra minUscula na vertical, dentro de cada temperatura, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade; e médias seguidas da mesma letra mailuscula
na horizontal, dentro de cada concentracdo, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.

3.1.5.2. Percentagem de germinacao

Os resultados da andlise de variancia para os dados de percentagem de
germinacdo das sementes das espécies Passiflora submetidas aos tratamentos
de solucéao aquosa de KNO3 encontram-se na tabela 4.

De acordo com os resultados apresentados, nota-se que, para a
percentagem de germinacgao, houve efeito significativo dos tratamentos, isolados
ou em combinacdo, para todas as espécies, com excecdo de P. coriaceae
(Tabela 4).



Tabela 4. Fontes de variacdo, graus de liberdade (gl) e quadrado médios para a variavel Percentagem de Germinacao relativos aos
tratamentos de solucdo aquosa de nitrato de potassio (temperatura, concentragdo e periodo) aplicados as sementes de espécies
Passiflora.

Quadrado Médio

Fonte de gl P. edulis P. micropetala P.setacea P. foetida P. organesis P.alata P.suberosa  P. coriacea
Variacao
Temperatura (T) 1 567" 20,12 295,34™ 621,13* 1,10* 1,48™ 9,32™ 0,94™
Concentracao (C) 2 32,40* 805,12* 1254,52* 937,31* 0,94* 437,52* 4186,32* 1,43 "™
Periodo (PE) 1 146,74* 199,83* 4568,17* 109,43"™ 0,09 "™ 1,98™ 9431,21* 1,19™
TxC 2 9,18 "™ 43,19™ 389,41™ 104,50™ 151" 6308,17* 29,50™ 1,12"
TxP 1 567" 40,13™ 403,72 39,56 ™ 0,26 "™ 12,23 15,81"™ 1,65"
PxC 2 356,98* 150,37* 5734,26* 127,54 "™ 1,03 " 397,19* 22,47"™ 2,02"™
TxCxP 2 9,65 "™ 50,13™ 349,61 79,83"™ 1,28" 852,01* 12,73"™ 2,17"™
Residuo 36 72,15 24,20 35,76 53,29 1,03 3,86 10,24 1,82
Total 47 - - - - - - - -
Média Geral 59,93 36,21 48,0 79,8 571 29,08 24,43 12,82
CV (%) 14,2 13,59 12,46 9,23 17,77 11,9 13,10 10,52

* significativo ao nivel de probabilidade de 0,05; ns = nao significativo

8¢
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Observa-se, na tabela supracitada, que as médias foram baixas, sendo a
média mais alta observada na P. edulis (53,4) e a menor observada em P.
coriaceae. Os coeficientes de variacdo foram de magnitude baixa, indicando a
precisao do experimento.

Observa-se, na tabela 4, que, para a variavel percentagem de
germinacdo, no fator concentracdo e periodo de exposicdo, bem como na
interagdo concentragdo x periodo, houve diferencas significativas, a 5% de
probabilidade, nas espécies P. edulis, P. micropetala, P. setaceae. O fator
temperatura nao teve efeito significativo na percentagem de germinacdo dessas
espécies.

Na tabela 5, observa-se que, apesar da interacao ter sido significativa, o
teste de médias nédo detectou diferencas para a espécie P. edulis, porém pode-se
observar que a percentagem de germinacdo foi muito boa, considerando que
essas sementes estavam armazenadas por cinco anos e meio. Ja para P.
micropetala, nota-se que a concentracdo de 10% de KNOjz; combinada com o
periodo de 48 horas, apresentou a melhor média entre todas as combinacfes dos
fatores.

Ao analisar as médias referentes a percentagem de germinacdo em P.
setaceae, verifica-se que a concentracao de 20% de KNO3 durante 48 horas, foi a
mais significativa para a superagdo da dorméncia, indicando que o KNOs3 foi
eficiente na superacdo da dorméncia nessa espécie, pois, na auséncia do
composto nitrogenado, ndo foi verificado indice de germinacdo. O emprego do
KNO3 na superacdo da dorméncia em P. setacea, € relatado por Padua et al.
(2011), ao superarem a dorméncia em sementes de P. setacea armazenada em
diferentes regimes de temperatura

Observa-se, na tabela 4, que, para a variavel percentagem de germinacao
das espécies silvestres, P. foetida e P. organensis, os fatores temperatura e
concentracéo foram significativos, porém os demais fatores e suas intera¢cdes néo
o foram. Os resultados do teste de médias, apresentados na tabela 6, indicam
que as sementes de P. foetida, submetidas a concentracdo de 20% de KNOg, a
temperatura de 25°C, apresentaram o0s resultados mais satisfatérios para a
percentagem de germinacdo. A0 mesmo tempo, pode-se observar que o longo
periodo de armazenamento, cinco anos e meio, indicou que as mesmas

apresentam boa germinabilidade, quando comparadas com as demais espécies
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do presente estudo.

Tabela 5. Médias da caracteristica indice de velocidade de germinacédo avaliada
em sementes de P. edulis, P. micropetala, e P. setacea, aos 28 dias apés a
instalacdo do experimento, em resposta a concentracdo de KNO3 e tempo de
exposicao.

P. edulis
Concentracao (%) Periodo (24 horas) Periodo (48 horas)
0 0,02 bB 0,05 bB
10 87,25 aA 90,00 aA
20 92,50 aA 89,75 aA

P. micropetala

0 24,75 cC 21,00 cC

10 45,00 bB 60,00 aA

20 34,00 bB 32,50 bB
P. setacea

0 0,00 cC 0,00 cC

10 51,00 bB 80,00 bA

20 65,00 bB 92,00 aA

Médias seguidas da mesma letra minUscula na vertical, dentro de cada temperatura, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade; e médias seguidas da mesma letra
mailscula na horizontal, dentro de cada concentragdo, nao diferem entre si pelo teste de Tukey,
ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 6. Médias da caracteristica percentagem de germinagdo avaliada em
sementes de P. foetida e P. organensis aos 28 dias apds a instalacdo do
experimento, em resposta a concentracdo dentro dos diferentes regimes de
temperatura.

P. foetida
Concentracao(%) Temperatura (25°C) Temperatura (35°C)
0 65,00 cC 64,00 cC
10 82,50 bB 80,00 bB
20 98,00 aA 85,00 aB

P. organensis

0 0bC 0bC
10 10,50 aA 5,00 aB
20 12,75 aA 6,00 aB

Médias seguidas da mesma letra mindscula na vertical, dentro de cada temperatura, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade; e médias seguidas da mesma letra
maidscula na horizontal, dentro de cada concentracdo, nao diferem entre si pelo teste de Tukey,
ao nivel de 5% de probabilidade.

A hidratagcdo de sementes maduras e secas estabelece o inicio do
processo de germinacado, possibilitando a reativacdo do sistema metabdlico e a
sintese de novos compostos (Labouriau, 1983). De acordo com Carvalho e
Nakagawa (2003), por meio do fornecimento da agua, ocorre a reidratacdo dos
tecidos e a consequente intensificagdo da respiracdo e de todas as outras
atividades metabdlicas, que culminam com o fornecimento de energia e nutrientes
necessarios para a retomada do crescimento do eixo embrionario. Esse fato deve
ter favorecido a germinacéo das sementes de P. foetida, e a combinacdo com o
KNO3; promoveu germinacéo mais significativa nessa espécie.

Na auséncia do KNOs n&o houve germinagdo das sementes de P.
organensis em ambos 0S regimes de temperatura (Tabela 6). No entanto,
observa-se que a combinacdo do nitrato de potassio com os diferentes regimes
de temperatura evidenciou taxa de germinagdo na espécie, sendo mais
expressiva na combinacao de 20% de KNO3 a temperatura de 25° C.

As sementes de numerosas espécies de plantas cultivadas ou silvestres
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apresentam resposta positiva a temperaturas alternadas (Santos et al., 1999),
muito provavelmente porque simulam as condicfes naturais. P. organensis é
amplamente distribuida em regifes de temperatura mais amena, esse atributo é
tdo significativo que o epipeto especifico, organensis, é referente ao local de
coleta do exemplar tipo, realizado na Serra dos Orgaos, estado do Rio de Janeiro
(Milward-Azevedo e Baumgratz, 2004).

A espécie P. alata apresentou, para percentagem de germinacao,
diferencas significativas a 5% de probabilidade para os fatores concentracdo e
suas interacbes com os outros fatores (Tabela 4). Temperatura, isoladamente,
nao teve efeito significativo na germinacdo dessa espécie, porém, quando
combinada com 0 KNO3, houve uma resposta da espécie.

Na interacdo tripla (temperatura x concentracdo x periodo), para a
caracteristica percentagem de germinacdo, desdobradas nas tabelas 7 e 8,
observa-se que, ao estudar o efeito temperatura dentro de cada combinacao
(concentracdo x periodo), ndo foram observadas diferencas entre as medias da
variavel temperatura dentro do periodo, para as concentracdes de 10 e 20% de
KNO3 em solucdo aquosa. Entretanto, a concentracdo de 20%, combinada com a
temperatura de 25° C, foi a que promoveu uma melhor taxa de germinacdo nas
sementes de P. alata.

Estudando as interacbes dos efeitos da temperatura e concentragbes de
KNO3 sobre a germinagdo de sementes de Hypericum spp, Faron et al. (2004)
constataram que o0s regimes de temperatura adotados e as diferentes
concentracfes de KNO3; favorecem a germinacéo de H. brasiliense, evidenciando
o efeito positivo desse composto nitrogenado sobre a germinacgéo

O KNO3; € um agente osmoético inorganico, atuando na recepcdo de
elétrons quando se reduz a forma de nitrito no interior das sementes, reoxidando
o NADPH e aumentando a disponibilidade de NADP para a reducdo das
desidrogenases do ciclo da pentose fosfato, processo este que esta envolvido na
superacao da dorméncia das sementes, favorecendo a sua germinacdo (Marcos
Filho, 2005).
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Tabela 7. Médias da percentagem de germinacdo avaliadas em sementes de P.
alata aos 28 dias em resposta aos niveis de temperatura dentro de diferentes
concentracdes de KNO3 e tempo.

periodo (24 horas) periodo (48 horas)
Concentracoes
temperatura temperatura temperatura  temperatura

%
%0) (25° C) (35° C) (25° C) (35° C)

0 0,05 Bb 0,04 Bb 0,01 Bb 0,05 Bb
10 45,50 Aa 44,25 Aa 41,00 Aa 39,25 Aa
20 47,75 Aa 45,00 Aa 44,00 Aa 42,00 Aa

Médias seguidas da mesma letra mailscula na horizontal, dentro de cada nivel de periodo e
concentracao, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade; e médias
seguidas da mesma letra minlGscula na vertical, dentro de cada nivel de tempo e regime de
temperatura, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 8. Médias da percentagem de germinacdo avaliadas em sementes de P.
alata aos 28 dias em resposta aos niveis de tempo dentro de diferentes
concentracdes e regimes de temperatura.

temperatura (25° C) temperatura (35° C)
Concentragdes . . . .

periodo periodo periodo Periodo

(%)
(24 horas) (48 horas) (24 horas) (48 horas)

0 0,05B 0,01B 0,04 B 0,05B

10 4550 A 41,00 A 4425 A 39,25 A

20 47,75 A 44,00 A 45,00 A 42,00 A

Médias seguidas da mesma letra mailscula na horizontal, dentro de cada regime de temperatura,
nao diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

Os resultados da andlise de variancia para percentagem de germinagao,
das sementes da espécie P. suberosa, submetidas a diferentes temperaturas,
concentracfes de nitrato de potassio e periodo, estdo apresentadas na tabela 9.

Nessa tabela, nota-se que as fontes de variagcdo concentracdo e periodo,
apresentaram efeito significativo, a 5% de probabilidade. Observam-se, na tabela
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9, as médias da percentagem de germinacéo das sementes dessa espécie aos 28

dias apos a instalacdo do experimento.

Tabela 9. Médias da percentagem de germinacdo avaliada em sementes de P.
suberosa aos 28 dias ap0s a instalacdo do experimento, em resposta a
concentracéo dentro dos diferentes periodos.

Concentracéo (%) Periodo (24 horas) Periodo (48 horas)
0 0,05 cD 0,04 cD
10 29,00 bB 22,00 bC
20 65,50 aA 30,00 aB

Médias seguidas da mesma letra mindscula na vertical, dentro de cada periodo, ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade; e médias seguidas da mesma letra
maidscula na horizontal, dentro de cada concentracdo, nao diferem entre si pelo teste de Tukey,
ao nivel de 5% de probabilidade.

Para a percentagem de germinacdo das sementes dessa espécie, a
melhor combinagédo observada foi o tratamento com a concentragdo de 20% de
KNO3 durante o periodo de 24 horas.

De acordo com Fleck et al., (2001), de modo geral, o aumento da
concentracdo de fontes nitrogenadas, em ensaios para a superacdo da
dorméncia, pode ocasionar efeito inibitério na germinacdo e uma reducdo no
indice de velocidade de germinacdo em algumas espécies. Lago (1974) verificou
efeitos substanciais da aplicacdo de KNO3; na germinacdo de sementes da
graminea forrageira e relata que esse tratamento, também, pode ser benéfico
para sementes de espécies silvestres.

A espécie P. coriacea foi a Unica espécie que ndo respondeu com
diferencas significativas aos tratamentos com a solucdo aquosa de KNO3z nem
para o indice de velocidade de germinacdo e nem para a percentagem de
germinacao (Tabela 1 e 2).

O KNOs, a temperatura e o tempo nao foram eficientes nos ensaios de
germinacao com P. coriacea; alguns autores (Faron et al., 2004) concordam que
uma maior eficiéncia do KNO3 em testes para a superagcdo da dorméncia em
determinada espécie, se deve a combinacfes deste com regimes de temperatura

e distintos fotoperiodos. Em contrapartida, Fleck et al. (2001) comentam que o
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aumento da concentracdo de fontes nitrogenadas, em ensaios para a superacao
da dorméncia, pode ocasionar efeito inibitorio na germinagdo e uma reducao no
indice de velocidade de germinacdo em algumas espécies.

Outro fato que pode ser levado em consideracdo é a viabilidade das
sementes de P. coriacea, talvez essa espécie ndo possua uma boa viabilidade, e
0 armazenamento por um longo periodo pode ter colaborado com a queda
fisiologica das sementes, a utilizagdo do nitrato de potassio nao foi eficiente.

Os testes mais simples para a determinacdo do vigor sdo os de
velocidade de desenvolvimento, sendo os mais utilizados o tempo médio de
germinacdo e o indice de velocidade de germinacdo, que se baseiam no
pressuposto de que sementes mais vigorosas germinam mais rapidamente do
que outras, em condig¢des inferiores, distinguindo as sementes de um mesmo lote
e, principalmente, sementes de diferentes espécies (Ferreira e Borghetti, 2004).

O indice de velocidade de germinacdo e o percentual germinativo em
espécies silvestres de Passiflora sdo reportados na literatura (Lima et al., 2006),
e, neste estudo, observou-se que P. laurifolia e P. giberti apresentaram um
percentual germinativo menor que as espécies cultivadas P. alata e P. edulis. Os
mesmos autores ainda afirmam que € necessario que se conhecam o indice de
velocidade de emergéncia e o tempo necesséario para producdo de mudas das
diferentes espécies.

De acordo com Padua et al. (2011), estudos relacionados aos fatores que
interferem na viabilidade e vigor, como, por exemplo, na superacéo da dorméncia,
sao importantes para definir procedimentos a serem adotados nos testes para a
avaliacdo do potencial fisiolégico das sementes. Esses estudos sdo importantes,
também, na definicho da estratégia mais adequada para o armazenamento,
principalmente em espécies nao cultivadas, em que a heterogeneidade genética e

fisiologica das amostras é acentuada.

3.1.6. CONCLUSAO

O KNO;s foi eficiente na velocidade de germinagédo e na percentagem de
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germinacdo das sementes de espécies de Passiflora, utilizadas no presente
estudo, que estavam armazenadas por um longo periodo. Porém, seu efeito foi
mais significativo em P. organensis e P. setacea, em que atuou, diretamente, na
superacdo da dorméncia das sementes dessa espécie. Esse composto
nitrogenado foi mais expressivo no aumento da percentagem de germinacdo em
P. foetida, aumentando-a consideravelmente, conforme o aumento da
concentragao.

N&o foi observado nenhum efeito do KNO3; e de suas combina¢cdes com
diferentes regimes de temperatura e tempo de exposicdo, sobre a germinacao
das sementes de P. coriacea.

Conclui-se, dessa forma, que o KNOs, de um modo geral, favoreceu o
processo germinativo das sementes das espécies utilizadas no presente estudo.
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3.2. DIVERGENCIA GENETICA ENTRE ESPECIES DE Passiflora L. COM
BASE EM CARACTERISTICAS DA GERMINACAO E DAS PLANTUL AS

3.2.1. RESUMO

Estudos de divergéncia genética sdo fundamentais nas fases iniciais de um
programa de melhoramento genético. Dessa forma, o presente estudo teve como
objetivo, avaliar a diversidade genética entre 10 espécies de Passiflora,
discriminando 0s caracteres mais importantes na avaliagdo da divergéncia
genética, com base em caracteristicas da germinacdo e das plantulas. Foram
utilizadas sementes de 10 espécies de maracujazeiro (P. edulis, P. alata, P.
foetida, P. suberosa, P. organensis, P. coriacea, P. micropetala, P. giberti, P.
setacea e P. capsularis). Utilizou-se delineamento inteiramente casualizado, com
quatro repeticbes de 100 sementes. Foram realizados o teste de primeira
contagem, a percentagem de germinacéao e o indice de velocidade de germinacao
(IVG). Aos 45 dias, avaliaram-se percentagem de sobrevivéncia, comprimento da
parte aérea, comprimento de raiz e numero de folhas das plantulas, com base na
percentagem de sementes germinadas. Os dados obtidos foram submetidos a
analise de variancia, e as médias foram agrupadas pelo método de Scott-Knott. A
diversidade genética foi estudada de acordo com o método de agrupamento de
Tocher, baseado na distancia de Mahalanobis (D?) e variaveis candnicas. Com
base nos resultados desse trabalho, conclui-se que as caracteristicas com maior

contribuicdo para a divergéncia genética foram percentagem de germinacao e
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indice de velocidade de germinacgéo. As espécies P. foetida e P. setacea, as quais
formaram um udnico grupo, foram as mais divergentes e, também, as que

apresentaram a maior taxa de germinacao e indice de velocidade de germinacéo.

3.2.2. ABSTRACT

Studies of genetic divergence are fundamental in the early stages of a breeding
program. Thus, this study aimed to assess the genetic diversity among 10
Passiflora species, listing the most important characters in the evaluation of
genetic diversity, based on germination and seedling traits. Seeds of 10 passion
fruit species (P. edulis, P. alata, P. foetida, P. suberosa, P. organensis, P.
coriacea, P. micropetala, P. giberti, P. setacea, and P. capsularis) were assessed.
The tests evaluated the first germination count, germination percentage and
germination speed index (GSI), using a completely randomized design with four
replications of 100 seeds. After 45 days, the seedlings were evaluated for the
survival rate, shoot length, root length and leaf number, based on the percentage
of germinated seeds. The data were subjected to analysis of variance and means
were grouped by the Scott-Knott method. Genetic diversity was studied according
to the grouping method of Tocher, based on Mahalanobis” distance (D? and on
canonical variables. Based on the results of this work, it was concluded that the
characteristics with greatest contribution to the genetic divergence were
germination percentage and germination speed index. The species P. foetida and
P. setacea, which formed a separate group, were the most divergent and also

those with the highest germination rate and germination speed index.

3.2.3. INTRODUCAO

O maracujazeiro € apreciado tanto pela qualidade de seus frutos, ricos em

sais minerais e vitaminas, sobretudo A e C, possuindo suco com aroma e sabor
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bastante agradaveis, quanto pelas propriedades farmacologicas (Pires et al.,
2011). No Brasil, a espécie mais importante é o maracujazeiro-azedo (P. edulis)
(Cunha et al., 2002), mas alguns autores (Ferreira e Oliveira, 1991) relatam que,
devido a grande variabilidade que ocorre, naturalmente, em Passiflora, outras
espécies podem apresentar caracteristicas de interesse, tais como teor de solidos
soluveis e de vitamina C. O uso desse germoplasma, entretanto, € dificultado em
razdo do processo germinativo nessas espécies, cujas sementes Ssdo
consideradas como ortodoxas ou ortodoxas intermediarias, tolerantes a perda de
umidade (Nakagawa et al., 1981; Catunda et al., 2003; Osipi e Nakagawa, 2005),

Varios fatores estdo envolvidos no processo germinativo das sementes, e
um deles € a qualidade fisiolégica das sementes. O gendtipo exerce grande
influéncia na qualidade fisioldgica das sementes, sendo méxima na sua
maturidade, conforme observado por Alexandre et al. (2004) e por Prete e Guerra
(1999), que, também, consideram que a qualidade das sementes, como
germinacao, emergéncia e vigor de plantulas, pode ser controlada geneticamente.

Como foi mencionado anteriormente, as Passifloras apresentam grande
diversidade genética que tem sido objeto de estudo sob as mais diferentes
metodologias que visavam a estabelecer quao proximas sdo as especies que
compdem essa familia (Crochemore et al.,, 2003; Muschner, 2005; Viana et al.,
2006). A divergéncia genética é um dos mais importantes atributos avaliados
pelos melhoristas de plantas na fase inicial de um programa de melhoramento
genético. Nas atividades de pré-melhoramento, a diversidade genética pode ser
investigada, precocemente, pela qualidade fisiolégica das sementes, com 0s
testes de vigor, pois, dessa forma, é possivel agrupar espécies que apresentam
similaridade no tempo médio de germinacdo (Dias e Marcos Filho, 1995),
proporcionando estimativas mais eficientes sobre a uniformidade da germinacéao
de determinadas espécies e, consequentemente, uma producdo de mudas em
escala comercial de maneira mais eficiente.

Existem duas maneiras de se inferir sobre a diversidade genética: de
forma quantitativa e de forma preditiva. Entre as de natureza quantitativa, citam-
se as analises dialélicas, nas quais sd0 necessarios 0s cruzamentos entre 0s
genitores e sua posterior avaliacdo. As de natureza preditiva tém por base as
diferencas morfolégicas, de qualidade nutricional, fisiolégica ou molecular,

qguantificadas em alguma medida de dissimilaridade que possa expressar 0 grau



53

de diversidade genética entre os genitores (Cruz e Carneiro, 2003). Os métodos
multivariados s@o usados na predicdo da divergéncia genética, como a analise
por componentes principais, por variaveis canbnicas e os métodos aglomerativos.

A escolha do método mais adequado deve ser realizada em funcdo da
precisdo desejada, da facilidade de analise e da forma com que os dados foram
obtidos (Cruz et al., 1994). Métodos aglomerativos diferem dos demais em razao
de dependerem, fundamentalmente, de medidas de dissimilaridade estimadas
previamente. JA& no método dos componentes principais e, também, no de
variaveis canbnicas, o0 objetivo é avaliar a similaridade entre genitores por
intermédio de uma disperséao grafica, em que se consideram, em geral, dois eixos
cartesianos (Cruz et al., 1994).

Negreiros et al. (2008) estimaram a diversidade genética entre as 24
populacdes de maracujazeiro-amarelo, baseando-se em dados referentes a
germinacdo, e encontraram resultados satisfatérios ao agruparem populacdes
semelhantes quanto a sincronizacdo do tempo de germinacao.

Este estudo teve como objetivo avaliar a diversidade genética entre 10
espécies de maracujazeiro, P. edulis, P. alata, P. foetida, P. suberosa, P.
organensis, P. coriacea, P. micropetala, P. giberti, P. setacea e P. capsularis, com
base em dados da capacidade germinativa das sementes, utilizando

procedimentos multivariados.

3.2.4. MATERIAL E METODOS

3.2.4.1. Material Vegetal

As sementes das espécies P. edulis, P. alata, P. foetida, P. suberosa, P.
organensis, P. coriacea, P. micropetala, P. giberti, P. setacea e P. capsularis,
utilizadas neste trabalho, foram retiradas de frutos obtidos de polinizacdo
controlada em plantas saudaveis cultivadas na Unidade de Apoio a Pesquisa da
Escola Agricola Antonio Sarlo, localizada a 21° 45'de latitude sul e 41° 20’ de
longitude oeste e situada a 11m de altitude, localizada no municipio de Campos

dos Goytacazes.



54

As sementes, apos retiradas dos frutos, foram extraidas da polpa por
abrasdo sobre uma peneira de arame com o auxilio de cal virgem (CaO), na
proporcdo de 50g/Kg de polpa. Posteriormente, foram lavadas e submetidas a
secagem em estufa e, em seguida, a temperatura ambiente. Apds a secagem, 0s

arilos remanescentes nas sementes foram removidos por friccdo manual.

3.2.4.2. Conducdao do experimento

O experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente
casualizado com 4 repeticdes, As unidades experimentais foram constituidas por
guatro caixas gerbox (11 x 11cm), onde as sementes foram dispostas sobre duas
folhas de papel germiteste umedecidas com 12 mL de 4gua destilada e cobertas
por uma terceira folha. As caixas gerbox, contendo, cada uma, 100 sementes,
foram transferidas para uma camara de germinacdo do tipo BOD, regulada a

temperatura alternada de 20-30°C e 16-8 horas de escuro-luz, respectivamente.
3.2.4.3. Variaveis analisadas

A metodologia adotada, para a avaliagdo, seguiu as recomendacdes das
Regras para Andlise de Sementes (Brasil, 1992) para P. edulis, e a mesma, foi
estendida para as demais espécies. O critério de germinacdo adotado foi a
emissao de, no minimo, 0,5 cm de extenséo da radicula.
3.2.4.3.1. Teste de primeira contagem

O teste de primeira contagem foi realizado pela contagem do numero de
sementes germinadas no 14° dia apds a instalacdo do experimento (Brasil, 1992).
3.2.4.3.2. Percentagem de germinacéo

A percentagem de germinacdo foi realizada por meio da contagem diéaria,

no mesmo horario, do numero de sementes germinadas, durante o periodo de 28
dias (Brasil, 1992).



55

3.2.4.3.3. indice de velocidade de germinac&o

O indice de velocidade de germinacédo (VG) foi calculado, utilizando-se a
férmula descrita por Edmond e Drapala (1958), sendo representada da seguinte

forma:

I _ (N1 D1 )+ (N2 D2 )+ + (Nn Dn )
v | X o+b,+ +D,) *
G -

onde:
N = nimero de sementes germinadas em cada dia de contagem;

D = numero de dias da avaliacéo.

3.2.4.3.4. Porcentagem de sobrevivéncia, a altura d as plantulas,

comprimento da raiz e numero de folhas

Aos 45 dias, foram avaliados a percentagem de sobrevivéncia de plantulas
apos a germinacédo (%), a altura das plantulas (cm), o comprimento de raiz (cm), o
namero de folhas, conforme Negreiros et al. (2008).

3.2.4.3. Analise dos dados

Os dados referentes a percentagem de germinacao foram transformados
/ X , . ~
em arco seno ﬁ , € numero de folhas v x +1, os demais dados nao sofreram

transformacéo.

Preliminarmente, os dados foram submetidos a anélise de variancia, a fim
de se verificar a existéncia de variabilidade genética entre as populacdes, sendo
que suas médias foram agrupadas pelo teste de Scott e Knott, a 5% de
probabilidade. Utilizou-se o software Genes (Cruz, 2006) para realizar as analises
estatisticas.

Foi utilizada a analise multivariada, aplicando-se as técnicas de

agrupamento e de variaveis canfnicas. Na técnica de agrupamento, foi utilizada a
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distancia generalizada de Mahalanobis (Mahalanobis, 1936) como medida de
dissimilaridade, e na delimitacdo dos grupos, o método de otimizacéo de Tocher,
citado por Rao (1952), adotando-se o critério de que a média das medidas de
divergéncia, dentro de cada grupo, deve ser menor que as distdncias médias
entre quaisquer grupos.

Na analise de variaveis candnicas, a diversidade genética foi evidenciada,
utilizando-se eixos cartesianos, sendo 0s eixos representados pelas primeiras
variaveis candnicas (Cruz et al.,, 2011). Adicionalmente, foi quantificada a
contribuicdo relativa dos caracteres para a divergéncia genética, por meio das
distancias generalizadas de Mahalanobis, utilizando-se o critério proposto por
Singh (1981).

3.2.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Pela analise de variancia, observa-se que houve diferenca significativa a
5% de probabilidade, pelo teste F, para o teste de primeira contagem,
comprimento da raiz, percentagem de germinacdo, indice de velocidade de
germinacao e sobrevivéncia. Nas variaveis altura da parte aérea e numero de
folhas, néo foi encontrado efeito significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.

Por meio do teste de médias (Tabela 1), verificou-se que, apenas, quatro,
das 10 espécies de Passiflora, apresentaram germinacdo acima de 80%, P.
foetida, P. edulis, P. setacea e P. micropetala, com valores médios de 96,00;
88,50; 86,25 e 82,00%, respectivamente, indicando um alto percentual
germinativo. As espécies que apresentaram maiores indices de velocidade de
germinacao foram, também, aquelas com germinacdo acima de 80%, com

destaque, novamente, para P. foetida (Tabela 1).
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Tabela 1. Agrupamento das médias referentes as variaveis, primeira contagem,
indice de velocidade de germinacéo, percentagem de germinacéo, sobrevivéncia
e comprimento da parte aérea, das 10 espécies de Passiflora.

Variaveis
Espécies Primeira Indice de Percentagem de Comprimento
Contagem Velocidade de Germinacado Sobrevivéncia da parte aérea
Germinagéo
P. alata 10,00d 19,08 d 50,25d 86,00 b 5,381 a
P. capsularis 21,75 ¢ 15,60 d 62,00 c 76,50 c 2,212 ¢c
P. coriacea 10,50 ¢ 9,16 e 45,00 e 42,00 e 1,892 d
P. edulis 40,00 b 28,43 c 88,50 b 89,00 b 5,816 a
P. foetida 78,00 a 47,14 a 96,00 a 98,00 a 5,345 a
P. giberti 45,50 b 38,20 b 65,75 ¢ 88,50 b 5,032 a
P. micropetala 2450 c 30,21 ¢c 82,00 b 82,00 b 2,230 c
P. organensis 25,00 c 30,20 c 42,00 e 52,00d 2,809 c
P. setacea 41,00 b 41,15a 86,25 b 91,00 b 5,904 a
P. suberosa 23,00 c 14,03 d 52,50d 80,00 b 3,612 b

Segundo Tekrony e Egli (1991), o vigor das plantulas € observado pela
habilidade da semente em emergir e crescer de forma rapida e vigorosa, sendo
uma caracteristica que pode influenciar na produtividade das culturas. De acordo
com Melo et al. (2001), os programas de melhoramento genético em maracuja
devem levar em consideracdo tanto caracteristicas de interesse como
produtividade, resisténcia a doencga, teor de vitamina C e de solidos soluveis,
quanto a taxa de germinacdo das sementes dos gendtipos e das espécies
utilizadas em cruzamentos.

Junqueira et al. (2005), ao realizarem cruzamentos entre P. coccinea x P.
setacea (F1) x P. edulis, verificaram que as plantas da geracdo F; entre P.
coccinea X P. setacea sdo muito vigorosas, resistentes a antrachose e a

verrugose. Utilizaram acessos de espécies silvestres, das espécies citadas, que
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apresentaram taxa de germinacdo expressiva e essa, em uma percentagem
menor, mas significativa, foi encontrada nos hibridos.

Verificou-se, pelo método de agrupamento de Tocher, que as espécies
foram distribuidas, inicialmente, em quatro grupos, sendo que o grupo 1 reuniu
cinco das 10 espécies estudadas. Assim, os dados foram analisados novamente,
obtendo-se quatro grupos, sendo o grupo 1 constituido por dois subgrupos
(Tabela 2). Dessa forma, foi possivel observar a distingdo de espécies que
apresentam aspectos satisfatorios relacionados a germinacao.

Tabela 2. Grupos de similaridade genética entre 10 espécies de Passiflora,
estabelecidos pelo método de Tocher, baseados na distancia generalizada de
Mahalanobis.

Grupo Espécies

1.1 P. alata, P. micropetala, P. capsularis
1.2 P. organensis, P. suberosa

2 P. foetida, P. setacea

3 P. edulis, P. giberti

4 P. coriacea

bY

Em relacdo a contribuicdo relativa de cada caracteristica para a
diversidade genética entre as espécies (Tabela 3), com base no critério proposto
por Singh (1981), verifica-se que, para as 10 espécies avaliadas, tém-se, em
ordem decrescente de contribuicdo, as seguintes caracteristicas: percentagem de
germinacdo, indice de velocidade de germinacdo, sobrevivéncia, primeira
contagem, comprimento da raiz, comprimento da parte aérea e numero de folhas,
onde a percentagem de germinacdo e o indice de velocidade de germinacao
contribuiram com 77,63% da distribuicdo total, sendo consideradas as mais

importantes no presente estudo.
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Tabela 3. Estimativas da contribuicdo relativa de cada caracteristica (S.j) para a
divergéncia genética baseada nas caracteristicas das plantulas em espécies de
Passiflora.

Valor em
Variavel
Percentagem
(%)
Percentagem de germinagéo 41,50
indice de velocidade de germinacéo 36,13
Sobrevivéncia 16,39
Primeira contagem 1,93
Comprimento da raiz 1,89
Comprimento da parte aérea 1,30
Numero de folhas 0,86

Os testes mais simples para a determinac&o do vigor e 0s que expressam
o real potencial germinativo das espécies estudadas sdo os de velocidade de
desenvolvimento, sendo os mais utilizados o tempo médio de germinacdo e o
indice de velocidade de germinacdo, que se baseiam no pressuposto de que
sementes mais vigorosas germinaram mais rapidamente do que outras em
condicbes inferiores, distinguindo as sementes de um mesmo lote e,
principalmente, sementes de espécies diferentes (Ferreira e Borghetti et al.,
2004).

A dispersdo grafica das espécies por meio das variaveis candnicas
(Figura 1) apresentou comportamento semelhante ao método de agrupamento de
Tocher. Mas, ndo na mesma ordem, onde as espécies P. foetida e P. setacea,
gue tinham sido alocadas no grupo 2 por meio do método de Tocher, foram

classificada pelas variaveis candnicas no grupo 3.
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Figura 1. Dispersao grafica dos escores de 10 espécies de Passiflora em relacéo
as duas primeiras variaveis canoénicas (VC1 e VC2).

As espécies P. foetida e P. setacea foram alocadas em um mesmo grupo
(Tabela 2), onde se verificou que ambas apresentaram percentual germinativo
acima de 80%, assim como as espécies P. edulis e P. giberti, alocadas em um
anico grupo e distinto do primeiro. As espécies P. edulis, P. setacea e P.giberti
possuem 0 mesmo numero de cromossomos (Souza et al., 2008), e hibridos
interespecificos, utilizando essas espécies, sao reportados na literatura (Melo et
al. 2001). P. foetida foi a espécie mais vigorosa no presente estudo, porém o seu
namero cromossémico (Souza et al., 2008) e subgénero (Judd et al., 2002) sdo
distintos de P. edulis, P. setacea e P.giberti, dificultando a hibridacdo entre essas
espécies. Porém, intercruzamentos, envolvendo P. foetida e espécies silvestres
com o mesmo caribtipo, sdo reportados na literatura (Santos et al. 2011); esses
hibridos apresentam, além de caracteristicas de interesse ornamental, como a
coloragdo e o formato das flores, alta taxa de germinag&o, corroborando com
Ferreira e Borghetti (2004), que relatam que a qualidade fisiologia da sementes
esta relacionada, diretamente, com o0 genotipo da espécie em estudo.

As espécies P. alata, P. micropetala, P. capsularis, P. organensis e P.
suberosa foram alocadas em um Unico grupo, e a espécie P. coriacea, a qual

formou um grupo a parte (Figura 1), foi a espécie que apresentou 0s resultados
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menos satisfatérios para todas as caracteristicas avaliadas (Tabela 1). Algumas
espécies apresentam dorméncia em suas sementes. Essa dorméncia consiste em
um mecanismo de sobrevivéncia, pois pode retardar a germinagao, evento esse
que ocorre quando as condi¢Oes para o estabelecimento sdo limitantes e ndo
favorecem sua sobrevivéncia (Ramos et al., 2002). Do ponto de vista dos mesmos
autores, durante o processo de domesticacdo, em algumas espécies, ocorreu
selecdo contra a dorméncia das sementes que, na maioria das espécies
cultivadas, apresentam germinacéo rapida e uniforme, ndo sendo verificada em
espécies silvestres.

Gerar conhecimentos sobre os aspectos da germinacdo de sementes de
diversas espécies de Passiflora, em especial as espécies silvestres, €
fundamental para a propagacdo e para a manutencdo de bancos de
germoplasma, visando a evitar a erosdo genética (Passos et al.,, 2004). Na
concepcao de Cruz et al., (2011), embora o volume de informacdes genéticas
provenientes de marcadores moleculares tenha aumentado consideravelmente
nos estudos de diversidade genética, continua-se a dar énfase ao estudo da
diversidade por meio de caracteristicas fenotipicas, principalmente as de natureza
quantitativa; essas caracteristicas apresentam, geralmente, distribuicdo continua,
sdo determinadas por varios genes e demonstram resultados satisfatorios em

estudos de divergéncia genética.

3.2.6. CONCLUSAO

Assim, com base nos resultados deste trabalho, conclui-se que as
caracteristicas com maior contribuicdo para a divergéncia genética foram a
percentagem de germinacdo e o indice de velocidade de germinacdo. As
espécies P. foetida e P. setacea, as quais formaram um uUnico grupo, foram as
mais divergentes e, também, as que apresentaram a maior taxa de germinagao e

indice de velocidade de germinacéao.
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3.3. CARACTERIZACAO DA FENOLOGIA REPRODUTIVA EM ESP ECIES DE

Passiflora L.

3.3.1. RESUMO

A escolha correta de espécies com florescimento sincronizado é determinante
para a obtencdo de ganhos em programas de melhoramento genético de
maracuja. Porém, existem poucas informacfes quanto a fenologia reprodutiva da
espécie cultivada, P. edulis, e seus parentes silvestres. Dessa forma, o objetivo
deste estudo foi caracterizar a fenologia reprodutiva de 10 espécies de Passiflora
(P. edulis, P. alata, P. foetida, P. suberosa, P. organensis, P. coriacea, P.
micropetala, P. giberti, P. setacea e P. capsularis) no periodo de setembro de
2009 a setembro de 2010, nas condicdes do municipio de Campos dos
Goytacazes-RJ (21° 45'W; 41° 20'S). O experimento foi conduzido em
delineamento de blocos ao acaso, com duas plantas por parcela e arranjado em
cinco blocos, totalizando 10 plantas de cada uma das espécies. Primeiramente,
foi estabelecida uma escala para a avaliagdo do desenvolvimento dos estadios
fenoldgicos reprodutivos do maracujazeiro-azedo, com base em imagens
digitalizadas de nove fenofases, a mesma escala foi utlizada para a
caracterizacdo das demais espécies. Foram estimados a taxa de florescimento, o
pico de florescimento e a taxa de frutificacdo, os dados referentes a temperatura
foram correlacionados, via andlise de trilha, com os dados fenolbégicos. As

informacdes obtidas neste trabalho contribuiram para um melhor entendimento do
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ciclo fenolégico das espécies de Passiflora, demonstrando ser uma importante
ferramenta aos programas de melhoramento genético do maracujazeiro-azedo. A
escala de notas demonstrou ser eficiente na caracterizacdo da fenologia
reprodutiva das espécies de Passiflora, pois, com seu emprego,
foi possivel estimar um intervalo de dias de cada uma das fenofases utilizadas no
presente estudo. O maracujazeiro-azedo apresentou emissao da gema floral entre
0s meses de outubro de 2009 a marco de 2010, com pico de florescimento no
més de janeiro e de frutificagdo em fevereiro.O florescimento do maracujazeiro-
azedo coincidiu com outras espécies como, P. alata, P. foetida, P. suberosa, P.
organensis, P. giberti, P. setacea e P. capsularis. As espécies P. edulis, P.alata e
P. micropetala apresentaram alta correlacdo entre o numero de flores e a
temperatura, as duas primeiras espécies, ainda, apresentaram forte associacéo
entre a temperatura e as variaveis, numero de frutos e amadurecimento dos
frutos, evidenciando que essas duas variaveis sao favorecidas por temperaturas

mais elevadas no local do presente estudo.

3.3.2. ABSTRACT

The correct choice of synchronously flowering species is decisive for a progress in
passion flower breeding programs. But little information is available about the
reproductive phenology of the cultivated species P. edulis, and its wild relatives.
The objective of this study was to characterize the reproductive phenology of 10
Passiflora species (P. edulis, P. alata, P. foetida, P. suberosa, P. organensis, P.
coriacea, P. micropetala, P. giberti, P. setacea, and P. capsularis) from September
2009 to September 2010, under the climate conditions of Campos dos
Goytacazes, state of Rio de Janeiro (21 °© 45'W, 41 ° 20'S). The experiment was
conducted in a randomized block design, with five blocks and two plants per plot,
i..e, 10 plants of each species. First, a graded scale was established to assess the
development of the reproductive growth stages of sour passion fruit, based on
electronic images of nine phenophases, The same scale was used to characterize
the other species. The flowering rate, flowering peak and fruit set were estimated,

and temperature data were correlated by path analysis with phenological data.
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The results of this work contributed to a better understanding of the phenological
cycle of the Passiflora species, thus supporting the breeding programs of sour
passion fruit. The rating scale proved effective in characterizing the reproductive
phenology of Passiflora species, because by the scale a range of days was
estimated for each phenophase considered in this study. The flower bud of sour
passion fruit grew between October 2009 and March 2010, and a flowering peak
was observed in January and fruit set in February. The flowering of sour passion
fruit coincided with other Passiflora species, such as P. alata, P. foetida, P.
suberosa, P. organensis, P. giberti, P. setacea, and P. capsularis. In the species
P. edulis, P.alata and P. micropetala, the number of flowers was strongly
correlated with temperature. For the first two species the correlation between
temperature and the variables number of fruits and fruit maturation was also high,
which shows that higher temperatures at the study location were favorable for

these two variables.

3.3.3. INTRODUCAO

O género Passiffora é amplamente distribuido pelas Américas,
apresentando uma grande variabilidade genética que podera ser explorada em
programas de melhoramento; porém, para um melhor uso desse recurso geneético,
faz-se necesséaria a caracterizacdo e avaliacdo, ferramentas importantes para
ampliar o uso das espécies desse género (Ganga et al., 2004).

O interesse econdmico pelas espécies do género Passiflora deve-se,
principalmente, a produtividade dos frutos, com destaque para o maracuja-azedo
(Passiflora edulis Sims), que é a espécie mais cultivada e predominante no
mercado (Oliveira et al., 2008). Mesmo com a grande importancia econdmica da
espécie, a maioria dos estudos relacionados a geracdo de informacfes basicas
para os programas de melhoramento genético sao recentes (Viana et al. 2003), e
estudos relacionados a fenologia da cultura, ainda, sao incipientes.

A fenologia compreende o estudo dos eventos biolégicos periddicos da
vida da planta em fungcdo da sua reacdo as condicbes ambientais, como, por

exemplo, umidade relativa do ar, radiacao solar, pluviosidade e temperatura (Silva
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et al., 2007).

Segundo Gaspari-Pezzopane et al. (2009), o conhecimento do
comportamento de espécies cultivadas em relacdo ao ciclo fenolégico, como
uniformidade de maturacdo, duragdo do ciclo e florescimento, é essencial para
subsidiar pesquisas, visando o melhoramento genético. Para Lawinscki (2010),
em experimentos envolvendo hibridacdo interespecifica, as informacdes
referentes a fenologia sdo imprescindiveis, pois auxiliam na escolha de genitores
cujo florescimento seja sincronizado. Em maracujazeiro-azedo, as fases de
floracdo e frutificacdo sofrem grande influéncia do ambiente (Camilo, 2003), e,
devido a isso, € muito importante realizar pesquisas em periodos e locais distintos
a fim de caracterizar os estadios fenolégicos dessa espécie, bem como compara-
lo com as demais espécies do género Passiflora.

Devido a grande importancia da cultura do maracujazeiro-azedo e de
seus parentes silvestres, este estudo teve como objetivo elaborar uma escala ao
atribuir notas a cada estadio fenoldgico reprodutivo e avaliar os atributos
fenoldgicos reprodutivos como taxa de florescimento, pico de florescimento e taxa
de frutificacdo e, com base nessa escala, realizar a caracterizacdo da fenologia
reprodutiva das espécies cultivadas, P. edulis e P. alata, e das espécies
silvestres, P. foetida, P. suberosa, P. organensis, P. coriacea, P. micropetala, P.

giberti, P. setacea e P. capsularis.

3.3.4. MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no municipio de Campos dos Goytacazes, regiao
norte do estado do Rio de Janeiro, na Unidade de Apoio a Pesquisa da Escola
Agricola Antdnio Sarlo, localizada a 21° 45’de latitude sul e 41° 20’ de longitude
oeste e situada a 11 m de altitude, durante o periodo de setembro de 2009 a
setembro de 2010. O experimento foi conduzido em delineamento de blocos ao
acaso, com cinco blocos e duas plantas por parcela, totalizando 10 plantas de
cada uma das espécies, dispostas no sistema de espaldeiras verticais com um fio

de arame situado a 1,75m do solo, no espagcamento de 2 m entre plantas e 2,5 m
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entre linhas.

O clima da regiao é classificado como tropical-quente, com inverno seco e
verdo quente e chuvoso (Koppen, 1948). Para a caracterizagcdo das condicdes
meteoroldgicas ocorridas durante o periodo experimental, foram obtidos os dados
climatologicos (pluviosidade e temperatura) a partir da estacdo convencional do
INMET - Instituto Nacional de Meteorologia — situada no local do presente estudo.

Em todas as plantas, foi marcada uma ramificagdo assim que observado
o surgimento da gema floral e registrado o dia da ocorréncia do evento fenolégico,
bem como as posteriores mudancas de estadios. As marcacdes, sempre,
ocorreram no primeiro dia de cada més. Para a elaboracdo da escala de notas,
foram obtidas fotografias digitais com a finalidade de identificar nove estadios
reprodutivos das espécies de Passiflora. Foram consideradas etapas (fenofases)
de facil identificacdo e que apresentavam alteracées morfologicas significativas
durante a fenologia reprodutiva da espécie. A duracdo do ciclo reprodutivo foi
calculada a partir das datas fornecidas de cada nota fenoldgica, sendo contados
os dias desde o surgimento da gema floral até o amadurecimento completo do
fruto.

As imagens digitalizadas, que compdem a escala de notas para avaliar os
estadios fenoldgicos das espécies de Passifloras, foram baseadas na espécie P.
edulis e estdo representadas na figura 1. As notas atribuidas e os eventos
fenologicos corresponderam, respectivamente, a: (0) surgimento da gema floral,
(1) desenvolvimento do botéo floral, (2) botao floral desenvolvido, (3) botéo floral
dois dias antes da antese, (4) botdo floral no dia da antese, (5) antese, (6)
desenvolvimento inicial do fruto, (7) desenvolvimento final do fruto e (8) fruto
maduro.

O numero de flores, quando presente, foi registrado, diariamente, em
todas as plantas, e, com base nesses dados, foram estimados a taxa de
florescimento, (razéo entre o numero total de flores na antese e o niUmero de dias
analisados) e o pico de florescimento, ou seja, 0 maior numero de flores na
antese em um unico dia. Além das avaliacfes fenologicas relacionadas a floracao,
foi realizada, em conjunto, a determinacéo da taxa de frutificagdo (raz&o entre o
namero total de frutos completamente maduros e o nimero de dias analisados)
(Dafni, 1992).

Os dados das avaliacbes fenologicas, referentes a floracdo (taxa de
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florescimento e pico de florescimento) e a frutificacdo (taxa de frutificacéo), foram
submetidos a estatistica descritiva, utilizando-se medidas de tendéncia central e
de variabilidade de dados, e as variaveis (numero de flores, nimero de frutos,
temperatura e pluviosidade) foram analisadas via correlagdo, desdobradas em
efeitos diretos e indiretos, com a finalidade de verificar os efeitos diretos e
indiretos das variaveis climatologicas sobre as fenoldgicas. As analises foram

realizadas com o auxilio do programa Genes (Cruz, 2006).

3.3.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os atributos fenoldgicos utilizados estao relacionados a importancia dos
mesmos has pesquisas com espécies de Passiflora. Os trés primeiros atributos
sdo fundamentais em estudos sobre o comportamento meibtico, pois a
microsporogénese e a microgametogénese estao associadas, diretamente, ao
tamanho do botdo floral (Souza et al., 2002). Polinizagdes realizadas dois dias
antes da antese, utilizando-se pélens maduros e incompativeis, resultaram em
fertilizacdo da oosfera (Madureira, 2009); devido a isso, a importancia de incluir
esse evento. O botdo floral, no dia da antese, € empregado em estudos de
caracterizacdo palinologica (Milward-de-Azevedo, et al., 2004) e de viabilidade
polinica (Souza et al., 2002); o estadio de antese e o do desenvolvimento inicial
dos frutos sao importantes em experimentos de hibridacéo e na avaliacdo da taxa
de pegamento de frutos (Meletti et al., 2000); por sua vez, as duas ultimas
fenofases, s@o importantes, devido ao fato de que o interesse econdémico pela
cultura relaciona-se, principalmente, a produtividade (Oliveira et al., 2008).

De acordo com Pezzopane et al., (2003), € de suma importancia atribuir
uma escala de notas aos estadios fenoldgicos de determinada cultura, pois,
durante a sucessao das fases vegetativas e reprodutivas, as plantas passam por
fenofases que determinam etapas importantes do desenvolvimento, e, sendo bem
caracterizadas, podem auxiliar pesquisas relacionadas a estimativas de cultivo,
previsdo da época de maturacao e programas de melhoramento genético.

Durante o periodo analisado, o maracujazeiro-azedo apresentou

desenvolvimento de gema floral e florescimento entre os meses de outubro de
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2009 a margo de 2010, meses com a maior temperatura média (32°C), e
pluviosidade, variando de 20mm (fevereiro de 2010) a 125 mm (dezembro de
2009) (Figura 2). Ouras espécies, também, coincidiram o florescimento com P.
edulis (maracujazeiro-azedo), como, por exemplo, P. alata, P. foetida, P.
suberosa, P. organensis, P. giberti, P. setacea e P. capsularis. A espécie P. alata
apresentou coincidéncia de florescimento com P. edulis durante cinco meses, seis
meses para P. setacea e dois meses para P. giberti, mas o pico de florescimento

entre essas quatro espécies ocorreu em épocas distintas (Tabela 1).



Tabela 1. Taxa de florescimento (TFLO), pico de florescimento (PFLO), taxa de frutificagcdo (TFRUT), seguido de seus parametros,
média e desvio padrédo, além das variaveis, ciclo fenoldgico reprodutivo (CFR), valores médios em dias, més de inicio da floracéo (IF),
més término da floracdo (TF) e més do pico de florescimento (MPF), para 10 espécies de maracujazeiro avaliadas de setembro de
2009 a setembro de 2010, nas condi¢cbes do municipio de Campos dos Goytacazes-RJ.

Espécies
Variaveis
P. edulis P. alata P. foetida P. giberti P. setacea @ P. coriacea P. micropetala P. organensis @ P. suberosa P. capsularis
TFLO 2,57+1,03 0,4040,25 2,65+0,69 1,81+0,87 1,78+0 ,46 0,88+0,48 4,35+0,89 1,06+0,35 1,42+0,56 1,01+0, 26
PFLO 5,66+1,63 3,57+1,81 9,2043,42 11,544,94 11,70+1,76 8,25+16,5 23,00+6,89 9,00+4,89 8,0046,40 5,50+1,60
TFRUT 2,04+0,82 0,2040,12 2,2040,65 1,35+0,26 1,87+0,42 0,4740,05 3,99+0,91 0,96+0,33 1,49+0,32 0,9740,24
CFR 44 49 33 48 34 48 29 31 31 33
IF outubro setembro setembro dezembro setembro novembro abril novembro setembro novembro
TF margo margo setembro janeiro setembro fevereiro setembro junho setembro junho
MPF janeiro setembro outubro dezembro outubro fevereiro setembro maio dezembro fevereiro

ndo apresentou florescimento nos meses de novembro, dezembro e janeiro.
nao apresentou florescimento nos meses de junho, julho e agosto.

nao apresentou florescimento nos meses de novembro, dezembro e janeiro.
nao apresentou florescimento nos meses de junho, julho, agosto.

€L
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De acordo com Benevides et al. (2009), ao analisarem diferentes
localidades da regido Norte Fluminense, incluindo a do presente estudo, entre
outubro de 2004 e setembro de 2005, verificaram que P. edulis apresentou
florescimento de setembro a junho, abrangendo o periodo de maior temperatura
meédia, entretanto variacbes significativas, entre cinco e noves meses, nNos
periodos de florescimento, foram observadas. Os dados do presente estudo e os
de Benevides et al. (2009) evidenciam a importancia de uma caracterizacao
fenoldgica continua do maracujazeiro-azedo na regido do presente estudo, pois
esses resultados poderdo auxiliar na adocdo de praticas culturais eficientes,
visando, por exemplo, aumento da produtividade.

Sincronismo, na época de florescimento, entre as espécies ndo garante
sucesso nos cruzamentos interespecificos em Passiflora, pois, para se utilizar
diferentes espécies de maracujazeiro na obtencdo de hibridos, € necessario
conhecer os horarios de abertura dos bot6es florais e o indice de compatibilidade
entre as espécies (Souza et al., 2008). Porém, os dados de uma caracterizacéo
fenolégica fornecem informacdes importantes para subsidiar estudos de
hibridacao interespecifica.

Foi observado desenvolvimento de botdo floral entre os meses de
fevereiro a outubro (P. foetida), setembro a junho (P. suberosa), em novembro,
dezembro e de abril a junho (P. organensis), de novembro a fevereiro (P.
coriacea), de abril a setembro (P. micropetala) e de novembro a junho (P.
capsularis) (Tabela 1, Figuras 3 a 12).

O desenvolvimento fenoldgico de algumas espécies silvestres de
Passiflora € reportado, na literatura, por Faria e Stehmann (2010) e Milward-
Azevedo e Baumgratz (2004); os primeiros, ao realizarem um estudo sobre a
biologia reprodutiva de P. capsularis, verificaram que a mesma apresenta
desenvolvimento fenoldgico reprodutivo em épocas semelhantes ao do presente
estudo, ou seja, de novembro a junho; os dois ultimos autores, em um estudo
mais amplo sobre algumas espécies silvestres de Passiflora, encontradas,
naturalmente, no sudeste do Brasil, verificaram que P. organensis apresenta um
florescimento mais significativo em temperatura mais amena, essa afirmacao
corrobora os dados do presente estudo ao verificar o florescimento dessa espécie

nos meses de abril a junho.
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Em maracujazeiro-azedo, o periodo do surgimento da gema floral até o
amadurecimento completo do fruto, observado nos meses de outubro, novembro,
dezembro, janeiro, fevereiro e margo, apresentaram, em média, respectivamente,
43, 43, 41, 40, 39 e 59 dias de ciclo fenoldgico reprodutivo, nas condi¢des do
presente estudo (Figura 3), com média de 44 dias durante todo o periodo
supracitado (Tabela 1). Outras espécies apresentaram resultados médios
semelhantes, 49 e 48 dias, respectivamente, para P. alata e P. giberti (Tabela 1).
O maracujazeiro-azedo apresentou um menor ciclo fenologico reprodutivo quando
a temperatura meédia do periodo foi mais elevada (Figura 2 e 3). Na concepcao
de Forsthofer et al. (2004), o ciclo fenolégico pode variar em diferentes periodos
dentro de um mesmo ano, pois a radiagcdo solar, temperatura, pluviosidade e a
umidade relativa do ar sdo fatores limitantes no desenvolvimento fenolégico de
uma determinada espécie.

As espécies P. foetida, P. setacea, P. suberosa, P. organensis, P.
micropetala e P. capsularis apresentaram, em média, o ciclo fenoldégico
reprodutivo menor do que P. edulis (Tabela 1; Figuras 3 a 12), e coincidéncia de
florescimento em alguns meses (Figura 3 a 12), porém o pico de florescimento
nao coincidiu com nenhuma das espécies estudas, nas condicdes do presente
estudo (Tabela 1). Esses dados estdo de acordo com Cervi (1997), ao relatar
épocas de florescimento de algumas espécies de Passiflora.

O pico de florescimento foi de oito flores para o maracujazeiro-azedo, no
més de janeiro, e a maior incidéncia de frutos maduros foi contabilizada no més
de fevereiro, com taxa de frutificacdo de 3,57 (Tabela 2); essa espécie é exigente
guanto a luminosidade, necessitando, aproximadamente, de 12 horas diarias de
luz para florescer, justificando, dessa forma, seu pico de florescimento em
periodos do ano com dias mais longos (Camilo, 2003).

As espécies que apresentaram o maior pico de florescimento no total de
plantas observadas foram P. micropetala com 32 flores abertas em um unico dia
no més de setembro e P. setacea com 19 flores abertas em um mesmo dia, no
més de outubro (Tabelas 1, 8 e 10). De acordo com Saiki et al. (2008), o0 ambiente
pode influenciar alguns caracteres morfolégicos de certas espécies,
especialmente aqueles ligados a reproducéo, e determinados locais apresentam

condicbes mais favoraveis a sobrevivéncia e a perpetuacdo da espécie, o que
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pode ser evidenciado pelo maior nimero de flores e de frutos.

A partir da anélise de correlacao, foi possivel verificar o efeito dos fatores
ambientais sobre o ciclo fenoldgico reprodutivo das espécies de Passiflora. Pela
decomposicdo do coeficiente de correlagdo em efeitos diretos e indiretos (Tabela
11), observou-se forte associacdo entre a temperatura e 0 nimero de flores com
coeficiente de correlacéo igual a 0,87 e de efeito direto igual a 0,78 para P. edulis.
A temperatura apresentou uma correlacdo expressiva (0,66) com o
amadurecimento dos frutos, indicando que essa varidvel possui influéncia
significativa sobre essa fenofase no maracujazeiro-azedo.

De acordo com Vencovsky e Barriga (1992), quando o coeficiente de
correlacdo e o efeito direto forem semelhantes em magnitude e sinal, essa
correlacdo direta explica a verdadeira associacdo entre as variaveis. Isso
representa que, aparentemente, essa variavel (temperatura) atua com maior
independéncia e influencia, diretamente, 0 nimero de flores e 0 amadurecimento
dos frutos durante o ciclo fenoldgico reprodutivo do maracujazeiro-azedo. Dessa
forma, ao obter as correlagbes e decompéb-las em efeitos diretos e indiretos, é
possivel obter dados mais acurados sobre o verdadeiro efeito de uma variavel
sobre uma determinada caracteristica, sendo essa analise uma importante
ferramenta na caracterizac¢ao do ciclo fenol6gico de uma determinada espécie.

As espécies P. alata e P. micropetala apresentaram efeitos expressivos
na analise de correlacdo, onde foram observados, para a primeira espécie, um
coeficiente de correlacdo entre a temperatura e o numero de flores (0,72) e
temperatura e o amadurecimento de frutos (0,76). P. micropetala apresentou forte
associacdo entre a temperatura e o numero de flores, cujos coeficientes de
correlacéo foram 0,85, e de efeito direto 0,76.

As demais espécies (Tabelas 12 a 21) ndo apresentaram correlacdo dos
atributos fenolégicos com os fatores climatolégicos; por sua vez, as mesmas
apresentaram florescimento em quase todo o periodo do estudo, indicando que a
temperatura e a pluviosidade n&o interferem no seu florescimento. Lawiscki
(2010), ao caracterizar a fenologia reprodutiva de P. alata e P. cincinnata, nas
condi¢cdes de llhéus-BA, verificou que, apenas, a primeira espécie apresentou
correlacdo expressiva entre as varidveis fenologicas e climatolégicas. Esses

dados corroboram o do presente estudo, onde foi possivel verificar que as
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espécies P. edulis, P. alata e P. micropetala apresentaram forte associagéo entre
dados climatologicos e fenoldgicos.

Alguns trabalhos tém sido realizados com o objetivo de estimar as
correlacdes entre diferentes caracteristicas agronémicas, assim como decompo-
las em seus efeitos diretos e indiretos, fornecendo resultados mais expressivos
para uma determinada cultura (Amorim et al., 2008), como visto, dentre outras
culturas, em girassol (Hladni et al., 2006), trigo (Hartwig et al., 2007), porém, para
estimar correlagdes e efeitos diretos e indiretos entre condicdes ambientais e
determinada caracteristica de interesse, encontram-se trabalhos que utilizam,
apenas, correlacdes de Pearson (Santos et al., 2010), ou Spearman (Pedroni et
al., 2002). Contudo, o estudo de correlagdes simples entre caracteres nao permite
tirar conclusdes sobre o estudo da relacdo de causa/efeito (Vencovsky e Barriga,
1992).

3.3.6. CONCLUSAO

As informacdes obtidas neste trabalho contribuiram para um melhor
entendimento do ciclo fenolégico das espécies de Passiflora, demonstrando ser
uma importante ferramenta aos programas de melhoramento genético do
maracujazeiro-azedo.

A escala de notas demonstrou ser eficiente na caracterizacdo da
fenologia reprodutiva das espécies de Passiflora, pois, com seu emprego, foi
possivel estimar um intervalo de dias de cada uma das fenofases utilizadas no
presente estudo.

O maracujazeiro-azedo apresentou emissdo da gema floral entre os
meses de outubro de 2009 a marco de 2010, com pico de florescimento no més
de janeiro e de frutificagédo em fevereiro.

O florescimento do maracujazeiro-azedo coincidiu com outras espécies
como P. alata, P. foetida, P. suberosa, P. organensis, P. giberti, P. setacea e P.
capsularis.

As espécies P. edulis, P.alata e P. micropetala apresentaram alta
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correlacdo entre o numero de flores e a temperatura; as duas primeiras espécies
apresentaram, ainda, forte associacdo entre a temperatura e as variaveis, nimero
de frutos e amadurecimento dos frutos, evidenciando que essas duas variaveis

sao favorecidas por temperaturas mais elevadas no local do presente estudo.
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Figura 1. Escala de notas para o desenvolvimento fenoldgico. (0) surgimento da
gema floral, (1) desenvolvimento do botéo floral, (2) botao floral desenvolvido, (3)
botao floral dois dias antes da antese, (4) botéo floral no dia da antese, (5) antese,
(6) desenvolvimento inicial do fruto, (7) desenvolvimento final do fruto e (8) fruto
maduro.
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Tabela 2 - Taxa de florescimento, pico de florescimento e taxa de frutificagéo,
seguidos de seus parametros, meédia e desvio padrdo durante a caracterizacao do
ciclo fenoldgico reprodutivo de P. Edulis, nas condi¢cdes do municipio de Campos
dos Goytacazes-RJ.

taxa de _ _ taxa de
mes florescimento pico de florescimento frutificacao
setembro - - -
outubro 1,38 4,00 -
novembro 1,66 4,00 1,26
dezembro 2,03 6,00 1,45
janeiro 3,85 8,00 1,87
fevereiro 3,61 7,00 3,57
margo 2,93 5,00 2,22
abril - - 1,88
maio - - -
junho - - -
julho - - -
agosto - - -
setembro - - -
desvio padréo 1,03 1,63 0,82

média 2,57 5,66 2,04
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Tabela 3 - Taxa de florescimento, pico de florescimento e taxa de frutificagéo,
seguidos de seus parametros, meédia e desvio padrdo durante a caracterizacao do
ciclo fenolégico reprodutivo de P. Alata, nas condi¢ées do municipio de Campos
dos Goytacazes-RJ.

taxa de taxa de
mes florescimento pico de florescimento frutificacao
setembro 0,80 7,00 -
outubro 0,70 5,00 0,32
novembro 0,45 3,00 0,40
dezembro 0,33 3,00 0,29
janeiro 0,25 3,00 0,13
fevereiro 0,22 2,00 0,16
marco 0,10 2,00 0,09
abril - - 0,07
maio - - -
junho - - -
julho - - -
agosto - - -
setembro - - -
desvio padréo 0,25 1,81 0,12

media 0,40 3,57 0,20
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Tabela 4 - Taxa de florescimento, pico de florescimento e taxa de frutificagéo,
seguidos de seus parametros, meédia e desvio padrdo durante a caracterizacao do
ciclo fenologico reprodutivo de P. Foetida, nas condicdes do municipio de
Campos dos Goytacazes-RJ.

taxa de _ _ taxa de
mes florescimento pico de florescimento frutificacao
setembro 1,66 12,00 -
outubro 3,87 17,00 1,50
novembro - - 3,54
dezembro - - -
janeiro - - -
fevereiro 1,60 11,00 1,17
margo 2,58 10,00 2,29
abril 3,00 6,00 2,16
maio 2,96 7,00 2,16
junho 2,93 8,00 2,30
julho 2,90 8,00 2,61
agosto 3,00 7,00 2,54
setembro 2,06 6,00 1,76
desvio padréo 0,69 3,42 0,65

média 2,65 9,20 2,20
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Tabela 5 - Taxa de florescimento, pico de florescimento e taxa de frutificagéo,
seguidos de seus parametros, meédia e desvio padrdo durante a caracterizacao do
ciclo fenologico reprodutivo de P. Suberosa, nas condicdes do municipio de
Campos dos Goytacazes-RJ.

taxa de _ _ taxa de
mes florescimento pico de florescimento frutificacao
setembro 1,03 8,00 -
outubro 1,25 4,00 1,13
novembro 1,43 9,00 1,40
dezembro 1,90 12,00 1,89
janeiro 1,93 11,00 1,91
fevereiro 1,82 11,00 1,79
marco 1,51 7,00 1,50
abril 1,50 8,00 1,50
maio 1,33 6,00 1,30
junho - - 1,00
julho - - -
agosto - - -
setembro 0,96 6,00 -
desvio padréo 0,56 6,4 0,32

media 1,42 8,00 1,49
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Tabela 6 - Taxa de florescimento, pico de florescimento e taxa de frutificagéo,
seguidos de seus parametros, meédia e desvio padrdo durante a caracterizacao do
ciclo fenologico reprodutivo de P. Organensis, nas condicbes do municipio de
Campos dos Goytacazes-RJ.

taxa de _ _ taxa de
mes florescimento pico de florescimento frutificacao
setembro - - -
outubro - - -
novembro 0,76 4,00 -
dezembro 0,67 4,00 0,64
janeiro - - 0,66
fevereiro - - -
margo - - -
abril 1,03 10,00
maio 1,38 15,00 1,29
junho 1,46 12,00 1,32
julho - - 0,90
agosto - - -
setembro - - -
desvio padréo 0,35 4.89 0,33

media 1,06 9,00 0,96
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Tabela 7 - Taxa de florescimento, pico de florescimento e taxa de frutificagéo,
seguidos de seus parametros, meédia e desvio padrdo durante a caracterizacao do
ciclo fenologico reprodutivo de P. Coriacea, nas condicdes do municipio de
Campos dos Goytacazes-RJ.

taxa de taxa de
mes florescimento pico de florescimento frutificacao

setembro - - -
outubro - - -
novembro 0,65 5,00 -

dezembro 0,61 8,00 0,41

janeiro 0,67 9,00 0,47

fevereiro 1,61 11,00 0,58

margo - - 0,43
abril - - -
maio - - -
junho - - -
julho - - -
agosto - - -
setembro - - -

desvio padréo 0,48 16,5 0,05

media 0,88 8,25 0,47
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Tabela 8 - Taxa de florescimento, pico de florescimento e taxa de frutificagéo,
seguidos de seus parametros, meédia e desvio padrdo durante a caracterizacao do
ciclo fenologico reprodutivo de P. Micropetala, nas condi¢cdes do municipio de
Campos dos Goytacazes-RJ.

taxa de _ _ taxa de
mes florescimento pico de florescimento frutificacao
setembro - - -
outubro - - -
novembro - - -
dezembro - - -
janeiro - - -
fevereiro - - -
margo - - -
abril 3,16 12,00 2,90
maio 3,51 19,00 2,93
junho 4,73 27,00 4,43
julho 4,70 25,00 4,33
agosto 4,41 23,00 4,12
setembro 5,63 32,00 5,23
desvio padréo 0,89 6,89 0,91

media 4,35 23,00 3,99
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Tabela 9 - Taxa de florescimento, pico de florescimento e taxa de frutificagéo,
seguidos de seus parametros, meédia e desvio padrdo durante a caracterizacao do
ciclo fenologico reprodutivo de P. Giberti, nas condigcdes do municipio de Campos
dos Goytacazes-RJ.

) taxa de _ _ taxa de
meés ) pico de florescimento o
florescimento frutificacao

setembro - - -
outubro - - -
novembro - - -
dezembro 2,43 15,00 -

janeiro 1,19 8,00 1,16

fevereiro - - 1,54
margo - - -
abril - - -
maio - - -
junho - - -
julho - - -
agosto - - -

setembro - - -

desvio padréo 0,87 4,94 0,26

media 1,81 11,5 1,35
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Tabela 10 - Taxa de florescimento, pico de florescimento e taxa de frutificagcéo,
seguidos de seus parametros, meédia e desvio padrdo durante a caracterizacao do
ciclo fenolégico reprodutivo de P. Setacea, nas condicdes do municipio de
Campos dos Goytacazes-RJ.

taxa de taxa de
mes florescimento pico de florescimento frutificacao
setembro 1,33 10,00
outubro 2,51 19,00 2,38
novembro 1,66 13,00 1,55
dezembro 1,77 12,00 1,69
janeiro 2,45 9,00 2,30
fevereiro 2,50 11,00 2,37
margo 2,26 12,00 2,19
abril 1,66 10,00 1,58
maio 1,58 12,00 1,54
junho - - 1,28
julho - - -
agosto - - -
setembro 1,26 13,00 -
desvio padréo 0,46 1,76 0,42

Média 1,78 11,70 1,87
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Tabela 11 - Taxa de florescimento, pico de florescimento e taxa de frutificagcéo,
seguidos de seus parametros, meédia e desvio padrdo durante a caracterizacao do
ciclo fenoldégico reprodutivo de P. Capsularis, nas condicbes do municipio de
Campos dos Goytacazes-RJ.

Més taxa-l de pico de florescimento ta-x-a de
florescimento frutificacao
setembro - - -
outubro - - -
novembro 0,54 4,00
dezembro 0,90 7,00 0,86
Janeiro 0,87 3,00 0,85
fevereiro 1,32 7,00 1,31
marco 0,96 6,00 0,96
abril 0,97 4,00 0,89
maio 1,29 6,00 1,17
junho 1,23 7,00 1,19
julho - - 0,53
agosto - - -
setembro - - -
desvio padréo 0,26 1,60 0,24

média 1,01 5,50 0,97
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Figura 3. Duracéo das diferentes fenofases de P. edulis, baseando-se na escala de notas, (0)
surgimento da gema floral, (1) desenvolvimento do botéo floral, (2) botéo floral desenvolvido, (3)
botdo floral dois dias antes da antese, (4) botdo floral no dia da antese, (5) antese, (6)
desenvolvimento inicial do fruto, (7) desenvolvimento final do fruto e (8) fruto maduro durante os
meses de outubro de 2009 a marco de 2010, nas condicdes do municipio de Campos dos
Goytacazes-RJ.
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Figura 4. Duracdo das diferentes fenofases de P. alata, baseando-se na escala de notas, (0)
surgimento da gema floral, (1) desenvolvimento do botéo floral, (2) botéo floral desenvolvido, (3)
botdo floral dois dias antes da antese, (4) botdo floral no dia da antese, (5) antese, (6)
desenvolvimento inicial do fruto, (7) desenvolvimento final do fruto e (8) fruto maduro durante os
meses de setembro de 2009 a mar¢co de 2010, nas condicdes do municipio de Campos dos

Goytacazes-RJ.
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Figura 5. Duracao das diferentes fenofases de P. foetida, baseando-se na escala de notas, (0)
surgimento da gema floral, (1) desenvolvimento do botao floral, (2) botéo floral desenvolvido, (3)
botdo floral dois dias antes da antese, (4) botdo floral no dia da antese, (5) antese, (6)
desenvolvimento inicial do fruto, (7) desenvolvimento final do fruto e (8) fruto maduro durante os
meses de setembro de 2009 a setembro de 2010, nas condi¢cdes do municipio de Campos dos
Goytacazes-RJ.
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Figura 6. Duracéo das diferentes fenofases de P. suberosa, baseando-se na escala de notas, (0)
surgimento da gema floral, (1) desenvolvimento do botéo floral, (2) botéo floral desenvolvido, (3)
botdo floral dois dias antes da antese, (4) botdo floral no dia da antese, (5) antese, (6)
desenvolvimento inicial do fruto, (7) desenvolvimento final do fruto e (8) fruto maduro durante os
meses de setembro de 2009 a setembro de 2010, nas condig6es do municipio de Campos dos
Goytacazes-RJ.
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Figura 7. Duracdo das diferentes fenofases de P. organensis, baseando-se na escala de notas, (0)
surgimento da gema floral, (1) desenvolvimento do botéo floral, (2) botéo floral desenvolvido, (3)
botdo floral dois dias antes da antese, (4) botdo floral no dia da antese, (5) antese, (6)
desenvolvimento inicial do fruto, (7) desenvolvimento final do fruto e (8) fruto maduro durante os
meses de novembro de 2009 a junho de 2010, nas condi¢cdes do municipio de Campos dos
Goytacazes-RJ.
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Figura 8. Duracgdo das diferentes fenofases de P. coriacea, baseando-se na escala de notas, (0)
surgimento da gema floral, (1) desenvolvimento do botéo floral, (2) bot&o floral desenvolvido, (3)
botdo floral dois dias antes da antese, (4) botdo floral no dia da antese, (5) antese, (6)
desenvolvimento inicial do fruto, (7) desenvolvimento final do fruto e (8) fruto maduro durante os
meses de novembro de 2009 a fevereiro de 2010, nas condig6es do municipio de Campos dos

Goytacazes-RJ.
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Figura 9. Duracdo das diferentes fenofases de P. micropetala, baseando-se na escala de notas,
(0) surgimento da gema floral, (1) desenvolvimento do botéo floral, (2) botéo floral desenvolvido,
(3) botéo floral dois dias antes da antese, (4) botdo floral no dia da antese, (5) antese, (6)
desenvolvimento inicial do fruto, (7) desenvolvimento final do fruto e (8) fruto maduro durante os
meses de abril a setembro de 2010, nas condi¢cdes do municipio de Campos dos Goytacazes-RJ.
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Figura 10. Duracéo das diferentes fenofases de P. giberti, baseando-se na escala de notas, (0)
surgimento da gema floral, (1) desenvolvimento do botéo floral, (2) botéo floral desenvolvido, (3)
botdo floral dois dias antes da antese, (4) botdo floral no dia da antese, (5) antese, (6)
desenvolvimento inicial do fruto, (7) desenvolvimento final do fruto e (8) fruto maduro durante os
meses de dezembro e janeiro de 2009, nas condicées do municipio de Campos dos Goytacazes-

RJ.
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Figura 11. Duracéo das diferentes fenofases de P. setacea, baseando-se na escala de notas, (0)
surgimento da gema floral, (1) desenvolvimento do botao floral, (2) botéo floral desenvolvido, (3)
botdo floral dois dias antes da antese, (4) botdo floral no dia da antese, (5) antese, (6)
desenvolvimento inicial do fruto, (7) desenvolvimento final do fruto e (8) fruto maduro durante os
meses de setembro de 2009 a setembro de 2010, nas condig6es do municipio de Campos dos
Goytacazes-RJ.
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Figura 12. Duracao das diferentes fenofases de P .capsularis, baseando-se na escala de notas, (0)
surgimento da gema floral, (1) desenvolvimento do botéo floral, (2) botéo floral desenvolvido, (3)
botdo floral dois dias antes da antese, (4) botdo floral no dia da antese, (5) antese, (6)
desenvolvimento inicial do fruto, (7) desenvolvimento final do fruto e (8) fruto maduro durante os
meses de novembro de 2009 a junho de 2010, nas condi¢cdes do municipio de Campos dos
Goytacazes-RJ.
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Tabela 12. Efeitos diretos e indiretos e correlagdo entre o numero de flores,
numero de frutos, amadurecimento dos frutos, temperatura e pluviosidade durante
a caracterizacdo do ciclo fenoldgico reprodutivo de P. edulis, nas condi¢cdes do
municipio de Campos dos Goytacazes-RJ.

Variavel

Vias de associacéo

Temperatura  Pluviosidade

Efeito direto sobre o nimero de flores 0,78 0,12
Efeito indireto no nimero de flores via temperatura - 0,15
Efeito indireto no nimero de flores via pluviosidade 0,09 -

Total (Correlagéo) 0,87 0,27
Efeito direto sobre o nimero de frutos 0,20 0,14
Efeito indireto no nimero de frutos via temperatura - 0,03
Efeito indireto no nimero de frutos via pluviosidade 0,02 -

Total (Correlagéo) 0,22 0,17
Efeito direto sobre o amadurecimento dos frutos 0,59 0,05
Efeito indireto sobre o amadurecimento dos frutos via temperatura - 0,09
Efeito indireto sobre o amadurecimento dos frutos via pluviosidade 0,07 -

Total (Correlagéo) 0,66 0,14
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Tabela 13. Efeitos diretos e indiretos e correlagdo entre o numero de flores,
numero de frutos, amadurecimento dos frutos, temperatura e pluviosidade durante
a caracterizacdo do ciclo fenologico reprodutivo de P. alata, nas condicbes do
municipio de Campos dos Goytacazes-RJ.

Variavel

Vias de associacéo

Temperatura  Pluviosidade

Efeito direto sobre o nimero de flores 0,69 0,01
Efeito indireto no nimero de flores via temperatura - 0,02
Efeito indireto no nimero de flores via pluviosidade 0,03 -

Total (Correlagéo) 0,72 0,03
Efeito direto sobre o nimero de frutos 0,31 0,11
Efeito indireto no nimero de frutos via temperatura - 0,09
Efeito indireto no nimero de frutos via pluviosidade 0,12 -

Total (Correlagéo) 0,43 0,20
Efeito direto sobre o amadurecimento dos frutos 0,64 0,07
Efeito indireto sobre o amadurecimento dos frutos via temperatura - -0,05
Efeito indireto sobre o amadurecimento dos frutos via pluviosidade 0,12 -

Total (Correlagéo) 0,76 0,02




107

Tabela 14. Efeitos diretos e indiretos e correlagdo entre o numero de flores,
numero de frutos, amadurecimento dos frutos, temperatura e pluviosidade durante
a caracterizacao do ciclo fenoldgico reprodutivo de P. foetida, nas condicfes do
municipio de Campos dos Goytacazes-RJ.

Variavel

Vias de associacéo

Temperatura  Pluviosidade

Efeito direto sobre o nimero de flores 0,05 0,03
Efeito indireto no nimero de flores via temperatura - 0,02
Efeito indireto no nimero de flores via pluviosidade 0,01 -

Total (Correlagéo) 0,06 0,05
Efeito direto sobre o nimero de frutos 0,03 -0,03
Efeito indireto no nimero de frutos via temperatura - 0,05
Efeito indireto no nimero de frutos via pluviosidade 0,01 -

Total (Correlagéo) 0,04 0,02
Efeito direto sobre o amadurecimento dos frutos 0,11 -0,03
Efeito indireto sobre o amadurecimento dos frutos via temperatura - 0,04
Efeito indireto sobre o amadurecimento dos frutos via pluviosidade 0,05 -

Total (Correlagéo) 0,16 0,01
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Tabela 15. Efeitos diretos e indiretos e correlagdo entre o numero de flores,
numero de frutos, amadurecimento dos frutos, temperatura e pluviosidade durante
a caracterizacao do ciclo fenoldgico reprodutivo de P. suberosa, nas condices do
municipio de Campos dos Goytacazes-RJ.

Variavel

Vias de associacéo

Temperatura  Pluviosidade

Efeito direto sobre o nimero de flores 0,04 0,09
Efeito indireto no nimero de flores via temperatura - -0.03
Efeito indireto no nimero de flores via pluviosidade -0,01 -

Total (Correlagéo) 0,03 0,06
Efeito direto sobre o nimero de frutos -0,05 0,09
Efeito indireto no nimero de frutos via temperatura - -0,01
Efeito indireto no nimero de frutos via pluviosidade -0,01 -

Total (Correlagéo) -0,06 0,08
Efeito direto sobre o amadurecimento dos frutos -0,04 0,03
Efeito indireto sobre o amadurecimento dos frutos via temperatura - -0,05
Efeito indireto sobre o amadurecimento dos frutos via pluviosidade 0,01 -

Total (Correlagéo) -0,03 -0,02
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Tabela 16. Efeitos diretos e indiretos e correlagdo entre o numero de flores,
numero de frutos, amadurecimento dos frutos, temperatura e pluviosidade durante
a caracterizacao do ciclo fenoldgico reprodutivo de P. organensis, nas condi¢cdes
do municipio de Campos dos Goytacazes-RJ.

Variavel

Vias de associacéo

Temperatura  Pluviosidade

Efeito direto sobre o nimero de flores -0,76 -0,04
Efeito indireto no nimero de flores via temperatura - -0,05
Efeito indireto no nimero de flores via pluviosidade -0,03 -

Total (Correlagéo) -0,79 -0,09
Efeito direto sobre o nimero de frutos -0,06 -0,03
Efeito indireto no nimero de frutos via temperatura - 0,07
Efeito indireto no nimero de frutos via pluviosidade -0,04 -

Total (Correlagéo) -0,11 0,04
Efeito direto sobre o amadurecimento dos frutos -0,05 0,13
Efeito indireto sobre o amadurecimento dos frutos via temperatura - -0,07
Efeito indireto sobre o amadurecimento dos frutos via pluviosidade 0,02 -

Total (Correlagéo) -0,03 0,06
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Tabela 17. Efeitos diretos e indiretos e correlagdo entre o numero de flores,
numero de frutos, amadurecimento dos frutos, temperatura e pluviosidade durante
a caracterizacdo do ciclo fenolégico reprodutivo de P. coriacea, nas condi¢cdes do
municipio de Campos dos Goytacazes-RJ.

Variavel

Vias de associacéo

Temperatura  Pluviosidade

Efeito direto sobre o nimero de flores 0,03 -0,12
Efeito indireto no nimero de flores via temperatura - 0,06
Efeito indireto no nimero de flores via pluviosidade 0,12 -

Total (Correlagéo) 0,15 -0,06
Efeito direto sobre o nimero de frutos -0,07 -0,07
Efeito indireto no nimero de frutos via temperatura - -0,05
Efeito indireto no nimero de frutos via pluviosidade -0,04 -

Total (Correlagéo) -0,11 -0,12
Efeito direto sobre o amadurecimento dos frutos -0,23 0,04
Efeito indireto sobre o amadurecimento dos frutos via temperatura - 0,01
Efeito indireto sobre o amadurecimento dos frutos via pluviosidade 0,03 -

Total (Correlagéo) -0,20 0,05
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Tabela 18. Efeitos diretos e indiretos e correlagdo entre o numero de flores,
numero de frutos, amadurecimento dos frutos, temperatura e pluviosidade durante
a caracterizacdo do ciclo fenologico reprodutivo de P. micropetala, nas condi¢cdes
do municipio de Campos dos Goytacazes-RJ.

Variavel

Vias de associacéo

Temperatura  Pluviosidade

Efeito direto sobre o nimero de flores 0,76 0,01
Efeito indireto no nimero de flores via temperatura - 0,02
Efeito indireto no nimero de flores via pluviosidade 0,09 -

Total (Correlagéo) 0,85 0,03
Efeito direto sobre o nimero de frutos 0,12 -0,11
Efeito indireto no nimero de frutos via temperatura - -0,01
Efeito indireto no nimero de frutos via pluviosidade -0,02 -

Total (Correlagéo) 0,10 -0,12
Efeito direto sobre o amadurecimento dos frutos 0,04 0,01
Efeito indireto sobre o amadurecimento dos frutos via temperatura - 0,01
Efeito indireto sobre o amadurecimento dos frutos via pluviosidade 0,03 -

Total (Correlagéo) 0,07 0,02
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Tabela 19. Efeitos diretos e indiretos e correlagdo entre o numero de flores,
numero de frutos, amadurecimento dos frutos, temperatura e pluviosidade durante
a caracterizacdo do ciclo fenologico reprodutivo de P. giberti, nas condi¢cdes do
municipio de Campos dos Goytacazes-RJ.

Variavel

Vias de associacéo

Temperatura  Pluviosidade

Efeito direto sobre o nimero de flores -0,12 0,02
Efeito indireto no nimero de flores via temperatura - -0,05
Efeito indireto no nimero de flores via pluviosidade -0,04 -

Total (Correlagéo) -0,16 -0,03
Efeito direto sobre o nimero de frutos 0,01 0,01
Efeito indireto no nimero de frutos via temperatura - 0,02
Efeito indireto no nimero de frutos via pluviosidade -0,09 -

Total (Correlagéo) -0,08 0,03
Efeito direto sobre o amadurecimento dos frutos 0,12 -0,06
Efeito indireto sobre o amadurecimento dos frutos via temperatura - -0,02
Efeito indireto sobre o amadurecimento dos frutos via pluviosidade 0,13 -

Total (Correlagéo) 0,24 -0,08
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Tabela 20. Efeitos diretos e indiretos e correlagdo entre o numero de flores,
numero de frutos, amadurecimento dos frutos, temperatura e pluviosidade durante
a caracterizacao do ciclo fenolégico reprodutivo de P. setacea, nas condi¢cdes do
municipio de Campos dos Goytacazes-RJ.

Variavel

Vias de associacéo

Temperatura  Pluviosidade

Efeito direto sobre o nimero de flores 0,03 -0,05
Efeito indireto no nimero de flores via temperatura - -0,01
Efeito indireto no nimero de flores via pluviosidade 0,04 -

Total (Correlagéo) 0,07 -0,06
Efeito direto sobre o nimero de frutos 0,02 0,01
Efeito indireto no nimero de frutos via temperatura - 0,01
Efeito indireto no nimero de frutos via pluviosidade -0,05 -

Total (Correlagéo) -0,03 0,02
Efeito direto sobre o amadurecimento dos frutos 0,11 0,02
Efeito indireto sobre o amadurecimento dos frutos via temperatura - -0,05
Efeito indireto sobre o amadurecimento dos frutos via pluviosidade 0,01 -

Total (Correlagéo) 0,12 -0,03
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Tabela 21. Efeitos diretos e indiretos e correlagdo entre o numero de flores,
numero de frutos, amadurecimento dos frutos, temperatura e pluviosidade durante
a caracterizacdo do ciclo fenologico reprodutivo de P. capsularis, nas condicdes
do municipio de Campos dos Goytacazes-RJ.

Variavel

Vias de associacéo

Temperatura  Pluviosidade

Efeito direto sobre o nimero de flores 0,03 -0,03
Efeito indireto no nimero de flores via temperatura - 0,05
Efeito indireto no nimero de flores via pluviosidade 0,17 -

Total (Correlagéo) 0,20 0,02
Efeito direto sobre o nimero de frutos -0,13 0,07
Efeito indireto no nimero de frutos via temperatura - -0,16
Efeito indireto no nimero de frutos via pluviosidade 0,04 -

Total (Correlagéo) -0,09 -0,11
Efeito direto sobre o amadurecimento dos frutos 0,01 -0,11
Efeito indireto sobre o amadurecimento dos frutos via temperatura - 0,09
Efeito indireto sobre o amadurecimento dos frutos via pluviosidade 0,03 -

Total (Correlagéo) 0,04 -0,02
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3.4. PALINOLOGIA EM Passiflora spp: CARACTERIZACAO E
DIVERSIDADE GENETICA

3.4.1. RESUMO

A familia Passifloraceae é a mais diversificada da flora tropical, e a palinologia
desse grupo possui uma ampla variabilidade. Este estudo teve como objetivos
caracterizar a morfologia polinica de 10 espécies do género Passiflora, cinco
pertencentes ao subgénero Decaloba DC (P. suberosa, P. organensis, P.
micropetala, P. coriacea e P. capsularis) e cinco ao subgénero Passiflora L. (P.
edulis, P. alata, P. foetida, P. setacea e P. giberti) e estimar a divergéncia
genética entre essas espécies com base nas caracteristicas da morfologia
polinica. BotBes florais foram coletados em solucao fixadora etanol-acido acético
(3:1). Os graos de polen das espécies do subgénero Decaloba foram
acetolisados, e o0s graos de pdlen das espécies do subgénero Passiflora foram
tratados com solucao de hidréxido de sodio (10%). ApGs o preparo das laminas,
os graos de pdlen foram analisados e medidos, sob microscopia Optica, com o
uso do programa Image-Pro Plus versdo 5.1. Posteriormente, os graos de pdlen
foram descritos, tomando por base as terminologias dos glossarios palinoldgicos.
O estudo da dissimilaridade entre as espécies foi realizado com base na distancia
euclidiana média padronizada, e a andlise de agrupamento foi estimada pelos
métodos de Ward e Tocher. Para a representagéo grafica da similaridade entre os
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acessos, foi utilizado o método da Anélise dos Componentes Principais. Os dados
permitiram concluir que as espécies do subgénero Decaloba P. organensis, P.
micropetala, P. coriacea e P. capsularis apresentaram pdlen do tipo 12-colporado,
e P. suberosa apresentou pélen do tipo 12-colpado. As espécies P. edulis, P.
alata, P. foetida, P. setacea e P. giberti, pertencentes ao subgénero Passiflora
apresentaram, sem excecao, polen do tipo 6-colpo.Todas as espécies estudadas
apresentam grdos de polen de tamanho grande. Pelo método de Ward e de
componentes principais, foi possivel agrupar as espécies que apresentaram
caracteristicas semelhantes, formando grupos correspondentes a dois
subgéneros de Passiflora, com excecéo de P. foetida, a qual ficou em um grupo
distinto dos demais. Acrescenta-se que a metodologia utilizada, a base de
hidréxido de sédio a 10% em solucdo aquosa, demonstrou ser eficaz na
preparacao dos graos de polen das espécies do subgénero Passiflora, ao permitir

preparacdes com polens integros e de facil visualizagdo morfoldgica.

3.4.2. ABSTRACT

The family Passifloraceae is the most diversified of the tropical flora and
palynology of this group has an enormous variability. This study aimed to
characterize the pollen morphology of 10 species of the genus Passiflora, five of
which belong to the subgenus Decaloba DC (P. suberosa, P. organensis, P.
micropetala, P. coriacea, and P. capsularis) and five to the subgenus Passiflora L.
(P. edulis, P. alata, P. foetida, P. setacea , and P. giberti) and to estimate the
genetic divergence between these species based on pollen morphology
characteristics. Flower buds were fixed in ethanol-acetic acid solution (3:1). The
pollen grains of species of the subgenus Decaloba were acetolyzed and those of
species of the subgenus Passiflora treated with sodium hydroxide solution (10%).
After preparation, the pollen slides were measured and analyzed by light
microscopy using the program Image-Pro Plus, version 5.1. Thereafter, the pollen
grains were described based on palynological terminology. The study of
dissimilarity between the species was based on the standardized Euclidean
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distance and cluster analysis on the methods of Ward and Tocher. The similarity
between the accessions was graphically represented by the method of Principal
Component Analysis. The data suggested that the pollen of the species P.
organensis, P. micropetala, P. coriacea, and P. capsularis, of subgenus Decaloba,
has 12-colporate grains and pollen of P. suberosa 12-colpate grains. The pollen of
the species P. edulis, P. alata, P. foetida, P. setacea, and P. giberti, of subgenus
Passiflora had, invariably, 6-colpate grains. The pollen grains of all studied species
are large. By Ward’s method and by principal components, species with similar
characteristics were clustered, forming groups corresponding to two subgenera of
Passiflora, with the exception of P. foetida, which was grouped separately. It is
also worth mentioning that the method of 10% base sodium hydroxide in aqueous
solution proved effective to prepare the pollen grains of the species of the
subgenus Passiflora, by maintaining the pollen intact and making morphological

observations easy.

3.4.3. INTRODUCAO

Passiflora L. € o maior género da familia Passifloraceae, com cerca de
530 espécies (Feuillt e MacDougal, 2003). No Brasil, de acordo com Cervi (2006),
ha, aproximadamente, 140 espécies do género ja descritas.

As Passifloraceas encontram-se diversificadas na flora brasileira e
estruturadas em um sistema de classificacdo complexo (Killip, 1938). Pouco se
conhece sobre a importancia da morfologia polinica na caracterizagdo das
espécies do género Passiflora, principalmente, sobre as caracteristicas que
possam ter valor taxonémico e auxiliar a sistematica do género (Milward-Azevedo
et al., 2004).

De acordo com Dettke (2009), do ponto de vista palinolégico, a familia
Passifloraceae mostra-se bastante interessante, pois o0s grdos de pdlen
apresentam uma grande variabilidade morfolégica e, em muitos casos, ainda,
pouco utilizados, pois a maioria dos estudos (Milward-Azevedo et al., 2004;
Dettke, 2009; Milward-Azevedo et al., 2010) se preocupa, apenas, em relatar



118

dados descritivos, sem submeté-los a analises mais acuradas que, por sua vez,
apresentariam resultados mais satisfatorios.

Estudos de caracterizacao polinica em espécies do género Passiflora sdo
reportados na literatura (Milward-Azevedo et al., 2004; Dettke, 2009; Milward-
Azevedo et al., 2010), porém poucos (Dettke, 2009) estudam, simultaneamente,
diferentes subgéneros do grupo mais expressivo da familia Passifloraceae.

O género Passiflora ndo possui uma lista de descritores morfolégicos
registrados no IPGRI; dessa forma, determinados autores elaboram seus préprios
marcadores morfoldgicos (Crochemore et al., 2003). Conforme Cruz et al. (2011),
no estudo da diversidade genética, € dada maior énfase ao estudo da diversidade
por meio de caracteristicas fenotipicas, principalmente de natureza quantitativa,
essas caracteristicas apresentam, geralmente, distribuicdo continua e
determinadas por varios genes; essas caracteristicas se enquadram nos dados
morfopolinicos, possibilitando, assim, 0 seu uso como um descritor no género
Passiflora.

O presente estudo teve como objetivos caracterizar dez espécies
Passiflora, sendo cinco pertencentes ao subgénero Decaloba DC. (P. suberosa,
P. organensis, P. micropetala, P. coriacea e P. capsularis) e cinco pertencentes
ao subgénero Passiflora L. (P. edulis, P. alata, P. foetida, P. setacea e P. giberti)
com base em caracteres dos graos de polen, bem como estimar as relacdes

geneéticas entre as espécies com base nos dados morfopolinicos.

3.4.4. MATERIAL E METODOS

3.4.4.1. Material genético

Foram estudadas 10 espécies de Passiflora, sendo cinco pertencentes ao
subgénero Decaloba DC. (P. suberosa, P. organensis, P. micropetala, P. coriacea
e P. capsularis) e cinco pertencentes ao subgénero Passiflora L. (P. edulis, P.
alata, P. foetida, P. setacea e P. giberti). Essas espécies sdao mantidas na

Colecao de germoplasma de Passifloraceae da Universidade Estadual do Norte
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Fluminense Darcy Ribeiro.

As plantas representantes das espécies estavam mantidas no campo, na
unidade de apoio a pesquisa da Escola Agricola Anténio Sarlo, municipio de
Campos dos Goytacazes. Essa regido esta localizada a 21° 45’ de latitude sul e
41° 20’ de longitude oeste e situada a 11 m de altitude.

A area de conservacao das espécies, na qual foram coletados os botdes
florais, foi conduzida em delineamento de blocos ao acaso, com duas plantas na
parcela, com idade aproximada de 10 meses, e arranjada em cinco blocos,
totalizando 10 plantas de cada uma das espécies, dispostas no sistema de
espaldeiras verticais com um fio de arame situado a 1,75 m do solo, no
espacamento de 2 m entre plantas e 2,5 m entre linhas. A coleta de botdes foi

realizada em 2009 e 2010, dependendo do florescimento das espécies.

3.4.4.2. Métodos

3.4.4.2.1. Acetdlise

Para o preparo das laminas, botdes florais foram coletados e fixados em
solucdo etanol-acido aceético, na propor¢do 3:1 por, no minimo, 24 horas, sob
refrigeracao (4° C). Posteriormente, foram retiradas duas anteras por botéao fixado
e as mesmas foram colocadas em microtubos de 1 ml, contendo 500 ul de acido
acético, e colocadas em repouso por 15 minutos. Os tubos foram centrifugados
com 3000 rotagdes por minutos, durante 5 minutos, e o0 sobrenadante foi
descartado.

Paralelamente, foi preparada a mistura acetolitica de Erdtman (1960), que
promove a hidrdlise acida nos gréos de polen através de uma mistura de anidrido
acético e &cido sulfarico com propor¢cdo de 9:1, visando eliminar o conteudo
celular, facilitando a visualizagdo e o0 reconhecimento dos caracteres
morfologicos.

Os gréaos de polen ficaram imersos na mistura acetolitica, em banho-
maria, em uma temperatura de 100 + 2 °C, durante dois minutos. Os tubos com as
amostras foram centrifugados novamente e, depois da centrifugacdo, a mistura

acetolitica foi retirada, permanecendo, apenas, os graos de polen. Em cada tubo,
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foi acrescentado 1 ml de agua destilada mais 2 gotas de alcool etilico, sendo
centrifugado novamente e decantado. Posteriormente, foi acrescentado, em cada
tubo, 1 ml de agua destilada e glicerina na proporcédo de 3:1, ficando por, no
maximo, duas horas. Ap6s esse periodo,0 material foi depositado sob a lamina.
Essa metodologia foi empregada, apenas, para as espécies do subgénero
Decaloba, pois, nas espécies do subgénero Passiflora, a acdo do acido sulfarico
promoveu o rompimento dos gréos de polen, danificando-os.

Assim, para as espécies do subgénero Passiflora, os graos de pdlen
foram submetidos a uma solucdo distinta da acetolitica de Erdtman (1960). No
primeiro momento, anteras das espécies P. edulis, P. alata, P. foetida, P. setacea
e P. giberti, de forma independente, foram colocadas em microtubos (1mL),
contendo 500 pL de &cido acético 100%, durante 15 minutos, para a exposicao
dos polens; em seguida, os mesmos foram transferidos para um microtubo (1mL),
contendo 800 pL de solucdo aquosa de hidroxido de sodio a 10%, durante o
periodo de 15 minutos, a temperatura ambiente. Essa metodologia permitiu
visualizar e reconhecer os caracteres da morfologia do pélen dessas espécies.

3.4.4.2.2. Montagem das laminas

Para observacdo dos grdos de pdlen acetolisados, foram montadas
laminas com gelatina glicerinada, segundo Kisser (1935, citado por Erdtman,
1952). Para tal, encostou-se um estilete aquecido em um pedaco de gelatina
glicerinada, com cerca de 2 mm de lado, no sedimento presente nos tubos que
foram, previamente, colocados de cabeca para baixo, sobre papel de filtro. A
gelatina glicerinada, contendo o sedimento, foi colocada sobre uma lamina que
foi, entdo, aquecida até a fusdo da gelatina. Em seguida, colocou-se uma
laminula sobre a mancha de gelatina glicerinada e a lamina foi observada ao

microscoépio Optico.

3.4.4.2.3. Medidas dos graos de polen

As mensuragbes foram realizadas no mesmo dia da preparacdo das

laminas, visando evitar possiveis problemas de intumescimento, que podem
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ocorrer com o passar do tempo (Melhem e Matos 1972; Salgado-Labouriau 1973),
visto que os gréos de polen tendem a aumentar o tamanho depois de submetidos
ao processo de acetdlise (Faegri e Deuse, 1960).

Foram obtidas medidas dos diametros polar e equatorial em vista
equatorial (posicdo em que o grao de polen esta perpendicular a vista polar) e do
diametro equatorial em vista polar (posicdo em que o gréo de polen esta com uma
area polar voltada para o observador) dos graos de podlen, além das medidas das
aberturas, da espessura das camadas da exina (sexina e nexina) e do apocolpo
Milward-Azevedo et al. (2010). Foram realizadas 25 medicbes de cada
caracteristica do polen, aleatoriamente, em diferentes laminas, sendo
mensurados, no minimo, cinco pélens por lamina, em um total de 25 gréos de
polen.

Para classificar os gréos de pélen, de acordo com sua forma, foi utilizada
a relacdo entre o eixo polar e o eixo equatorial (P/E) em vista equatorial. Essa
classificacdo foi proposta por Erdtman (1952) que criou um indice para classificar
a forma dos gréos de pdélen em nove classes (Quadro 1).

Quadro 1. Classificacdo dos gréos de polen com base na razéo entre o eixo polar
e o0 eixo equatorial (P/E), segundo Erdtman (1952):

Classes de Polen

P/E Denominagéo

0,50 Peroblato
0,50 - 0,74 Oblato
0,75 -10,87 Suboblato
0,88 — 0,99 Oblato-esferoidal

1,00 Esférico Subesferoidal
1,01-1,14 Prolato-esferoidal
1,15-1,33 Subprolato
1,34 -2,00 Prolato

2,00 Perprolato
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Em relacdo ao seu tamanho, os graos de polen foram classificados de
acordo com Erdtman (1945), baseando-se no comprimento do eixo maior, nas
seguintes classes: muito pequenos (< 10 um), pequenos (10-25 um), médios (25-
50 um), grandes (50-100 pm), muito grandes (100-200 um) e gigantes (> 200 um).

A forma das aberturas foi determinada de acordo com a relacédo entre os
dois diametros da mesma (Erdtman, 1952). Aberturas dos graos de podlen sdo
classificadas como poro quando sdo mais ou menos circulares e cuja relacao
entre os dois diametros for inferior a 2. Por outro lado, aberturas do tipo colpo séao
aberturas alongadas cuja relacdo entre os dois diametros for superior a 2 e
quando a abertura for a fusdo das duas formas e classificado como colporo.

Os graos de podlen foram, também, classificados, tomando por base o
indice de area polar, que é dado pela relacdo entre as extremidades de duas
aberturas adjacentes (ou suas margens) e a maior largura do grédo de pdlen em
vista polar, de acordo com classificacdo proposta por Iversen e Troels-Smith em
1950 e Faegri e lversen em 1964 (Tabela 1).

Tabela 1. Classificacdo dos gréos de pdélen em relagdo ao indice de &rea polar
(IAP):

Denominacgao Intervalo do .A.P.
Sem area polar 0
Area polar muito pequena <0,25 (abertura muito longa)
Area polar pequena 0,25 - 0,50 (abertura longa)
Area polar grande 0,50 — 0,75 (abertura curta)
Area polar muito grande >0,75 (abertura muito curta)

Posteriormente as descricdes polinicas, as terminologias adotadas foram
baseadas no glossario de Barth e Melhem (1988), Barth (1964) e Punt et al.
(2007).

Os gréos de poélen foram examinados sob microscopia Optica (Olympus
BX60), e as imagens capturadas, analisadas e medidas, utilizando-se o programa

Image-Pro Plus verséo 5.1.
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3.4.4.2.4. Analise Estatistica

Para os grdos de pdlen em vista equatorial das espécies, foram
estimados média, desvio padrao da média, desvio padrdo da amostra, coeficiente
de variacédo e Intervalo de confianca. Para os graos de polen em vista polar, foram
estimados o diametro equatorial (DEVP), lado do apocolpo (LA) e indice de area
polar (IAP).

Para estimar as relagfes entre as espécies, os dados foram submetidos a
analise multivariada, empregando os métodos de otimizacdo de Tocher,
agrupamento hierarquico de Ward e de componentes principais, utilizando, como
medida de dissimilaridade, a Distancia Euclidiana Média Padronizada. Para tal, foi
utilizado o programa GENES (Cruz, 2006).

3.4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.5.1. Caracterizacao polinica das espécies

Com base nos dados, foi possivel caracterizar que as espécies do
subgénero Decaloba apresentam graos de pdlen grandes, ou seja, com medidas
variando de 50-100 um, e isopolares com polo proximal e distal semelhantes.
Quanto a classificacdo dos graos de polen, com base na razdo entre o eixo polar
e 0 eixo equatorial (P/E), as espécies P. organensis, P. micropetala, P. coriacea e
P. capsularis apresentam graos de polen prolato esferoidal (DP/DE entre 1,01 a
1,14 um), enquanto P. suberosa apresenta grédos de polen subprolato (DP/DE
entre 1,15 a 1,33 um) (Tabela 2). Em relacdo ao tipo de abertura, as espécies P.
organensis, P. micropetala, P. coriacea e P. capsularis apresentaram polen 12-
colporado, enquanto P. suberosa apresenta graos de poélen 12-colpado (Tabela 2)
(Figura 1). Esses resultados séo similares aos obtidos por Milward-Azevedo et al.,
(2004) e Milward-Azevedo et al., (2010), que estudaram a palinotaxonomia de
espécies do subgénero Decaloba do sudeste brasileiro; apenas pequenas

diferencas nos valores entre DP/DE foram evidenciadas.
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De acordo com Melhem (1978), para a rotina de identificacdo de polen, o
namero, a forma e a estrutura das aberturas sdo caracteres requeridos;
entretanto, no contexto filogenético-evolutivo, a posicdo das aberturas €
importante, pois estas ndo estdo localizadas, ao acaso, na superficie do grao de
polen e, frequentemente, tém lugar definido em relagéo aos pélos e ao equador

As mensuracoes realizadas em vista equatorial encontram-se listadas na
Tabela 3, sendo possivel verificar que a espécie que apresentou o0 menor
diametro polar em vista equatorial foi P. coriacea (média de 49,3 um) e o maior
diametro foi observado em P. suberosa (média de 60,1 um), sendo esta Ultima a
espécie que apresenta o0 maior diametro entre as analisadas do subgénero

Decaloba neste estudo.

Tabela 2. Caracterizacdo morfolégica dos grdos de polen de cinco espécies de
Passiflora pertencentes ao subgénero Decaloba.

Espécies Tamanho Forma DP/DE* Tipo de abertura
P. capsularis Grande prolato-esferoidal 1,07 12-colporado
P. coriacea grande prolato-esferoidal 1,09 12-colporado
P. micropetala grande prolato-esferoidal 1,10 12-colporado
P. organensis grande prolato-esferoidal 1,04 12-colporado
P. suberosa grande subprolato 1,25 12-colpado

* DP/DE — raz&o entre o eixo polar e o eixo equatorial
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Figura 1. Fotomicrografias dos gréos de pélen de espécies de Passiflora subg
Decaloba. (A-E-F-G) vista polar das espécies P. coriacea, P. capsularis, P.
micropetala e P. organensis, respectivamente. (B-C-D-H-I) vista equatorial das
espécies P. coriacea, P. suberosa, P. capsularis, P. organensis e P. micropetala,
respectivamente. Aumento de 400x (A-B-C-D-E-G-H-1) e aumento de 100x (F).
Barra 10 pm.



Tabela 3. Medidas (em pm) dos graos de pdélen em vista equatorial das espécies de Passiflora pertencentes ao subgénero Decaloba,
seguidas dos valores de média (m), desvio padrdo da média (sx), desvio padrdo da amostra (s), coeficiente de variagdo (CV%) e
intervalo de confianca (IC).

Diametro polar Didametro equatorial
Espécies
Faixa de variacGo  m s, S IC. 95% CV (%) Faixa de variacéo m + S, s IC. 95% CV (%)
P. capsularis 47,3-62,5 52,8+0,6 3,0 50,9-55,3 57 46,7-62,1 50,8+1,7 3,9 47,8-52,8 7,6
P. coriacea 46,2-59,8 49,3+0,4 2.8 47,2-50,4 5,6 48,1-60,4 50,5#0,9 4,3 50,1-53,8 8,5
P. micropetala 49,7-58,3 53,7+0,8 3,2 52,7-54,6 59 50,2-57,3 52,6+1,3 3,0 52,6-55,3 57
P. organensis 53,2-60,3 56,4+15 2,9 54,2-57,2 51 55,2-62,7 55,9+1,9 3,2 56,2-58,0 5,7
P. suberosa 58,8-75,3 60,1+0,7 1,3 50,3-64,7 2,1 57,1-74,9 58,2+0,4 1,8 59,1-62,8 3,0

9T
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A area polar foi considerada muito pequena para P. capsularis, P.
coriacea e P. organesis e pequena para P. micropetala e P. suberosa (Tabela 3).
Valores semelhantes para as trés variaveis analisadas, didmetro equatorial
(DEVP), lado do apocolpo (LA), e indice de area polar (IAP) (Tabela 4), foram
reportados por Araujo et al. (2004), ao analisarem a morfologia polinica de

diferentes espécies de Passiflora.

Tabela 4. Médias (em um) do diametro equatorial (DEVP), lado do apocolpo (LA)
indice de area polar (IAP) em vista polar de espécies de Passiflora pertencentes
ao subgénero Decaloba.

Variaveis
Espécies

DEVP LA IAP

P. capsularis 59,2 11,7 0,19
P. coriacea 56,7 10,2 0,18
P. micropetala 55,3 14,3 0,25
P. organensis 68,0 11,0 0,16
P. suberosa 75,9 21,7 0,28

Os valores das medidas das aberturas dos gréos de podlen das espécies
estdo apresentados na Tabela 4. Valores referentes ao tamanho e tipo de
aberturas, na familia Passifloraceae, sdo de suma importancia na classificacdo
polinica da familia. Detcke, (2009) e Evaldt et al. (2011) observaram que ha
discrepancias nas interpretacdes quanto a morfologia polinica na grande maioria
das espécies do género Passiflora com diferencas quanto ao numero, tipo de
aberturas e nomenclatura adotada para as estruturas dos grdos de podlen das
espécies, visto que os estudos de morfologia polinica tratam de descricdes
baseadas, sobretudo, no aspecto externo da exina; isso contribui para a
divergéncia de interpretagéo.

O comprimento dos colpos variou de 38,4 ym (P. coriacea) a 48,2 um (P.
suberosa); quanto a largura, os colpos foram considerados estreitos na maioria
das espécies, sendo mais largos em P. suberosa. O comprimento da
endoabertura variou de 9,2 ym (P. coriacea) a 10,3 pym (P. micropetala) e, em

relacdo a largura, o menor valor foi observado na espécie com o menor
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comprimento da endoabertura, P. coriacea (Tabela 5).

Tabela 5. Média das medidas das aberturas do pdélen das espécies de Passiflora,
pertencentes ao subgénero Decaloba

Colpo Endoabertura
Espécies
Comprimento largura comprimento largura

P. capsularis 44,0 1,3 10,2 6,3

P. coriacea 38,4 1,2 9,2 59
P. micropetala 43,5 1,4 10,3 6,1
P. organensis 43,2 1,4 10,1 6,9
P. suberosa 48,2 3,5 - -

Os dados referentes as meédias da exina, sexina e nexina estdo
apresentados na Tabela 6. Com base nesses dados, é possivel observar que a
espessura da exina é muito fina. A exina, em espécies do subgénero Decaloba, é
delgada e complexa e representa um dos tipos mais elaborados de parede celular
do reino vegetal (Piffanelli et al., 1998). De acordo com Spirlet (1965), variacdes
na exina levam a formacdo dos mais variados tipos de aberturas encontrada na
familia Passifloraceae, o que faz com que a exina tenha um grande valor na

sistematica vegetal.

Tabela 6. Média (um) da medida das camadas de exina, sexina, e nexina dos
graos de pélen das espécies de Passiflora , subgénero Decaloba

Espécies Exina sexina nexina
P. capsularis 2,1 1,9 0,2
P. coriacea 1,7 1,6 0,1
P. micropetala 1,4 1,3 0,1
P. organensis 2,2 1,7 0,6
P. suberosa 1,9 18 0,1

Com relacdo as espécies do subgénero Passiflora, foi possivel observar

que o emprego do hidréxido de sédio a 10% em solucdo aquosa possibilitou uma
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visualizacdo clara da morfologia polinica das espécies desse grupo (Figura 2).
Alguns autores (Araujo e Santos, 2004; Detcke, 2009; Detcke et al., 2009 e Evaldt
et al., 2011), ao visualizarem os graos de polen acetolisados de representantes do
subgénero Passiflora, via microscopia optica de campo claro, apresentam, em
seus estudos, poélens parcialmente ou totalmente rompidos, dificultando a
caracterizacdo correta do material; dessa forma, o0os mesmos utilizam o
microscopia eletrdnica, técnica mais onerosa, para complementarem as suas

andlises.

%% -

Figura 2. Fotomicrografias dos grdos de pdlen de espécies do subgénero
Passiflora. (A-D-G) polens integros, respectivamente, de P. edulis, P. alata e P.
setacea, (B) P. edulis, (C) P. foetida, (E) P. alata, (F) P. giberti e (I) P. setacea em
vista polar; (H) P. setacea em vista equatorial; (*) pseudoperculo e (e)
pontopérculo (aberturas dos grédos de pélen). Aumento de 400x. Barra 20 pm.

I

Observa-se, pela caracterizacdo da morfologia polinica das espécies do
subgénero Passiflora, que os gréos de pdlen dos representantes desse grupo sao
grandes, isopolares e oblato-esferoidal para todas as espécies, com exce¢do de
P. giberti, que possui a forma sub-oblata. Em relagdo ao tipo de abertura, as
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espécies sao do tipo 6-colpo (Tabela 7) (Figura 2). O tipo de abertura e a forma
dos graos de polen, nas espécies do subgénero Passiflora, geram muita davida
entre autores (Araujo e Santos, 2004; Detcke, 2009; Detcke et al., 2009; Evaldt et
al., 2011); dessa forma, optou-se por utilizar, no presente estudo, a denominacgéo
proposta por Detcke et al., (2009).

De acordo com Garcia et al., (2002) devido a grande variabilidade
encontrada no subgénero Passiflora, a correta identificacdo e caracterizacdo dos
dados morfopolinicos contribuem para eficiente classificacdo taxonomia nas
espécies pertencentes a esse grupo. Tendo em vista a importancia da correta
classificacdo polinica em Passiflora, Barrios et al. (2005) realizaram um estudo
com 156 acessos de Passiflora pertencentes aos subgéneros Dilkea e Passiflora,
e encontraram resultados satisfatorios, ao alocarem as espécies em seus
subgéneros, utilizando, basicamente, dados referentes ao tamanho e nimero de
aberturas nos gréos de poélen.

As mensuracdes realizadas em vista equatorial (Tabela 7) permitem
observar que a espécie P. edulis apresentou o menor diametro polar em vista
equatorial (média de 69,2 um) e P. setacea o maior diametro (média de 79,4 um).
Esses dados estdo de acordo com Evaldt et al. (2011), mas séo discordantes de
Araujo e Santos (2004), pois, apesar desses autores apresentarem uma
caracterizacdo palinolégica de varias espécies de Passifloraceae, poucos sao os
dados apresentados pelos mesmos, principalmente em vista equatorial. Esse
motivo deve-se, principalmente, ao fato do grdo de pdlen das espécies do
subgénero Passiflora se posicionar, preferencialmente, em vista polar, devido a
tendéncia da condi¢do oblata, evento, também, encontrado no presente estudo,
mas contornado por um maior nimero de laminas preparadas.

O diametro do grao de pdlen nas espécies do subgénero Passiflora sao
maiores do que em Decaloba; esse fato pode ser justificado pelas conclusées
encontradas por Lewis (1979) que, ao analisar diferentes espécies vegetais,
verificou que flores longistiladas (flores com estilete longo e posicionamento
oposto as anteras) apresentam grdos de polen maiores do que brevistiladas
(flores com estilete curto e posicionamento oposto as anteras), pois a distancia a
ser percorrida pelos tubos polinicos, entre o estigma e o ovario, é maior, exigindo
maior quantidade de reservas no interior do poélen; essa diferenca pode ser

utilizada para justificar a diferenca no tamanho do diametro entre as espécies
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estudadas no presente estudo, onde, em Decaloba, as flores sdo bem menores
guando comparadas com Passiflora, e, por sua vez, o estigma também. Outro fato
que pode ser levado em consideracdo € o tamanho da flor; as espécies do género
Decaloba apresentam flores menores do que as espécies do subgénero

Passiflora (Feuillet e MacDougal, 2003).

Tabela 6. Caracterizacdo morfologica dos graos de polen de cinco espécies de
Passiflora pertencentes ao subgénero Passiflora.

Espécies Tamanho Forma DP/DE* Tipo de Abertura
P. edulis grande oblato-esferoidal 0,91 6-colpo
P. alata grande oblato-esferoidal 0,96 6-colpo
P. foetida grande oblato-esferoidal 0,89 6-colpo
P. setacea grande oblato-esferoidal 0,95 6-colpo
P. giberti grande sub-oblato 0,85 6-colpo

* DP/DE — raz&o entre o eixo polar e o eixo equatorial



Tabela 7. Medidas (um) dos graos de pdélen em vista equatorial das espécies de Passiflora pertencentes ao subgénero Passiflora,
seguidas dos valores de média (m), desvio padrdo da média (sx), desvio padrdo da amostra (s), coeficiente de variagdo (CV%) e
Intervalo de Confianca (IC).

Diametro polar Didametro equatorial
Espécies
Faixa de variacGo  m s, S IC. 95% CV (%) Faixa de variacéo m + S, s IC. 95% CV (%)

P. edulis 65,3-75,4 69,2+15 29 68,3-71,2 4,1 64,7-76,1 70,2+1,4 25 69,0-72,3 3,5

P. alata 62,1-84,7 73,3¥t1,8 1.3 70,5-74,0 3,9 61,8-83,9 72,5£35 3,7 70,1-74,8 51
P. foetida 65,6-94,5 76,9+2,4 2,0 75,2-78,5 2,6 66,1-95,3 75,119 3,0 74,0-77,4 3,9
P. setacea 70,1-83,2 79,4¥1,3 1,7 78,8-80,7 2,1 69,8-84,7 80,3t3,0 2,9 78,5-81,6 3,6
P. giberti 64,8-80,1 78,5+2,0 3,2 76,5-80,9 4,0 62,2-82,3 79,0£2,7 3,4 78,4-81,0 4,3

[AN)
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A éarea polar foi considerada pequena para todas as espécies do
subgénero Passiflora (Tabela 8). Variacbes do tamanho dos gréos de pdélen das
areas polares e da ornamentacdo da exina podem permitir a separacdo de
espécies ou de grupos de espécies, e a similaridade entre essas caracteristicas
pode posicionar as espécies dentro de um mesmo grupo ou taxon (Gongalves-
Esteves e Melhem, 2004).

Tabela 8. Médias (um) do diametro equatorial (DEVP), lado do apocolpo (LA)
indice de area polar (IAP) em vista polar de espécies de Passiflora pertencentes
ao subgénero Passiflora.

Variaveis

Espécies
DEVP LA IAP
P. edulis 72,5 22,6 31,1
P. alata 75,2 23,8 31,6
P. foetida 78,8 24,5 31,0
P. setacea 85,1 29,6 34,7
P. giberti 83,7 23,2 27,7

Os valores referentes a abertura dos graos de polen das espécies estao
apresentados na tabela 9. Segundo Detcke et al. (2009), os graos de pdlen das
espécies pertencente ao subgénero Passiflora apresentam duas aberturas,
pseudopérculo e pontopérculo. O primeiro apresenta um aspecto eliptico e de
mais facil mensuracdo do que o segundo. No presente estudo, foram observadas
ambas as aberturas, porém somente os valores do pseudopérculo foram
mensurados.

De acordo com Presting (1965), os grédos de pdélen das espécies do
subgénero Passiflora sdo delimitados em algumas regiées do mesocolpo por
aberturas denominadas de pseudopérculos, recebem essa denominacao, pois
funcionam, também, como aberturas que faciltam a saida do tubo polinico

quando o pélen é depositado sobre o estigma,
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Tabela 9. Média (um) das medidas da abertura do pdélen das espécies de
Passiflora, pertencentes ao subgénero Passiflora

Abertura
Espécie
comprimento largura

P. edulis 23,6 20,3

P. alata 221 19,8
P. foetida 20,9 18,7
P. setacea 24,6 21,0
P. giberti 21,7 18,4

Observam-se, na tabela 10, os dados referentes as médias da exina,
sexina e nexina; com base nos dados, é possivel verificar que a exina das
espécies do subgénero Passiflora € mais espessa, quando comparada com as do
subgénero Decaloba. Esses dados estdo de acordo com Detcke (2009), ao
estudar a composicdo quimica e a espessura de espécies do subgénero

Decaloba e Passiflora.

Tabela 10. Média (um) da medida das camadas de exina, sexina, e nexina dos
graos de pélen das espécies de Passiflora pertencentes ao subgénero Passiflora.

Espécies Exina sexina nexina
P. edulis 8,3 49 3,4
P. alata 8,8 5,0 3,8
P. foetida 10,0 5,3 3,8
P. setacea 8,3 53 3,0
P. giberti 7,7 47 3,0

Os graos de polen do subgénero Passiflora apresentam, tipicamente,
grandes quantidades de substancias lipofilicas junto a exina (Souza et al., 2004),
na forma de grandes gotas de aspecto fibrilar. Essas substancias, denominadas
de pollenkit, sdo derivadas da atividade das células do tapetum, liberadas quando
ocorre a senescencia desse tecido nas anteras maduras e depositadas sobre ou
entre 0S espagos existentes na exina (Pacini e Hesse, 2005), promovendo um
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aumento na espessura da exina, como observado nas espécies do subgénero
Passiflora, do presente estudo. O pollenkitt ocorre em grande parte das
Angiospermas, na maioria das espécies entomdfilas e possui importantes fungdes
durante a dispersao dos graos de podlen, participando da aderéncia dos pélens ao
corpo dos polinizadores e no sistema de reconhecimento pdlen-estigma, pois,

também, leva moléculas protéicas que participam dessa interacao.

3.4.5.2. Diversidade genética

Como propdosito de estimar a diversidade genética entre as espécies de
Passiflora, os dados morfopolinico de ambos os subgéneros foram submetidos a
andlise estatistica multivariada. As estimativas de dissimilaridade/similaridade
atendem aos objetivos do melhorista, por quantificarem e informarem sobre o
grau de semelhanca ou de diferenca apresentado entre quaisquer dois genotipos
(Cruz e Carneiro, 2003).

As distancias Euclidianas Médias Padronizadas, que medem o grau de
dissimilaridade (D?) entre pares do material analisado, encontram-se na Tabela 7.
A maior distancia foi verificada entre as espécies P. setacea e P. coriacea (D =
2,291520), e a menor, entre P. alata e P. edulis (D = 0,624571) (Tabela 11), o
que indica que as espécies P. setacea e P. coriacea sao, geneticamente, as mais
divergentes, enquanto P. alata e P. edulis as mais similares pelos dados
morfopolinicos do presente estudo. Esses resultados sdo faceis de serem
entendidos ja que as duas primeiras espécies pertencem a diferentes subgéneros
(Passiflora e Decaloba, respectivamente), enquanto as duas Ultimas pertencen ao
subgénero Passiflora (Feuillet e MacDougal, 2003).

As variaveis utilizadas na estatistica multivariada foram: razdo DP/DE;
namero de aberturas; diametro polar, diametro equatorial, em vista equatorial,
diametro equatorial (DEVP), lado do apocolpo (LA), indice de area polar (IAP) em
vista polar; comprimento e largura da abertura, (somente o colpo, em Decaloba);

exina, sexina e nexina.



Tabela 11. Medidas de dissimilaridade da distancia Euclidiana Média Padronizada entre pares espécies de Passiflora pertencentes
aos subgéneros Decaloba e Passiflora.

P. capsularis P.coriacea P.micropetala P.organensis P.suberosa P. edulis P.alata P.foetida P.setacea P. giberti

P. capsularis - 1,00573 0,89526 0,76189 0,89057 1,07915  1,0675 1,1004 2,291520  1,123823

P. coriacea - 0,996061 0,83076 0,88373 1,310 1,1008  1,0893 1,01028 117031

P. micropetala - 0,95610 1,00098 1,2915 1,0719  1,08725 1,0671 1,752432

P. organensis - 1,00073 1,6710 1,0471  1,00456 1,1071 1,38881

P. suberosa - 1.00176  1,9503  1,06718 1,4017 1,68202

P. edulis - 0,624571  1,37981, 0,9945 0.892668

P. alata - 1,87588 0,98161  0,961037

P. foetida - 1,0519 1,000819

P. setacea - 0,794055
P. giberti -

9ET
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A partir da matriz de dissimilaridade, realizou-se o0 agrupamento das
espécies através do método hierarquico de Ward. Esse método de agrupamento,
como os demais métodos hierarquicos, leva a obtencdo de um diagrama em

arvore ou dendrograma.

P. suberosa

P. micropetala

P coriacea Grupo |

P, organesis

P. capsuilaris

P, edulis
F afata ———F Grupo Il

P. setacea

P. giberti

Grupo 1l
P, foetida

| | | | | |
0.0 0.5 1.0 15 2.0 2.5
Distancia Genética

Figura 3. Dendrograma de dissimilaridades genéticas entre sete acessos de
Capsicum obtido pelo método de Ward, com base em 12 variaveis polinicas
avaliadas, utilizando-se a distancia Euclidiana Média Padronizada. Variaveis,
razdo DP/DE; numero de aberturas; diametro polar, diametro equatorial, em vista
equatorial; diametro equatorial (DEVP), lado do apocolpo (LA), indice de é&rea
polar (IAP) em vista polar; comprimento e largura da abertura; exina, sexina e
nexina.

Com base no dendograma, pode-se observar a formagao de trés grupos,
o grupo | reuniu todas as espécies pertencentes ao subgénero Decaloba, o grupo
Il reuniu as espécies pertencentes ao subgénero Passiflora, com excecdo da
espécie P. foetida, a qual ficou isolada, ou seja, em um grupo distinto das demais
espécies do presente estudo, porém proxima as do subgénero Passiflora. A
sistematica no género Passiflora, assim como em Passifloraceae, ainda nao esta
bem resolvida, pois sdo bastante controversos os limites de limitacdo de varios
subgéneros, secodes e séries (Feuillet e MacDougal, 2003).
De acordo com a proposta d Killip (1938), para as espécies de Passiflora, o
género é composto de 22 subgéneros, e, nessa classificacdo, P. foetida pertence

ao subgénero Dysomia. Essa classificacdo levou em consideracdo caracteres
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morfolégicos, principalmente, os referentes a estrutura da flor. Feuillet e
MacDougal (2003) propdem uma nova classificagdo infragenérica para Passiflora,
reduzindo o numero de subgéneros para, apenas, quatro: Astrophea,
Deidamioides, Decaloba e Passiflora, sendo essa proposta baseada,
principalmente, na morfologia externa e caracteristicas ecoldgicas da espécie.
Nesse estudo, com base em dados morfopolinicos, a espécie P. foetida ficou em
um grupo distinto das espécies do subgénero Passiflora. Talvez algumas
caracteristicas possam ter contribuido para esse resultado ja que, nessa espécie,
a exina, sexina e nexina foram as mais espessas dentro do mesmo grupo, € o
diametro da abertura foi 0 maior entre as espécies do subgénero Passiflora,
analisadas no presente estudo.

Outra diferenca observada entre os grupos formados foi referente as
aberturas polinicas, uma vez que as espécies do grupo | sdo as que possuem 12
aberturas, apresentando pélens 12-colporado e 12-colpado. Ja as espécies
pertencentes ao grupo Il e P. foetida, alocada no terceiro grupo, apresentam o
pdlen do tipo 6-colpo.

O estudo da divergéncia genética pode ser avaliado por meio de
dispersdo gréfica, juntamente com o método de agrupamento, considerando o0s
dados originais que apresentam grande importancia no estudo e no
relacionamento entre diferentes gendtipo ou espécies (Xavier, 1996). Quando se
estuda a diversidade genética pelo método dos componentes principais, tem-se,
como proposito, a identificacdo de gendtipos similares em gréaficos de dispersao bi
ou tridimensional, possibilitando simplificar a interpretacdo dos resultados. A
viabilidade de sua interpretacdo esta restrita & concentracéo da variabilidade entre
0S primeiros componentes, geralmente acima de 80% (Cruz et al., 2004).

Através da analise de componentes principais, verificou-se que os dois
primeiros componentes, resultantes da combinagéo linear dos 12 caracteres
morfopolinicos avaliados, explicaram mais de 80% (81,46 %) da variacao total.
Dias (1994) relata que, através da dispersao grafica, obtida com componentes
principais, recupera-se a informacéo em nivel de individuo que é perdida por se
considerar, apenas, a informacdo de grupos na analise de agrupamento. O
procedimento dos componentes principais e/ou da distancia Euclidiana, tém sido,
largamente, empregados na avaliacdo de acessos em bancos de germoplasma,

pelo fato de, nessa situacdo, ser dificil a quantificacdo de influéncias né&o-
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genéticas, que atuam, simultaneamente, sobre varias caracteristicas (Cruz et al.,
2011).

Observa-se, na figura 4, que as espécies pertencentes ao subgénero
Decaloca apresentaram posices bem similares, formando um Udnico grupo,
enquanto as espécies P. edulis, P. alata, P. setacea e P. giberti foram alocadas
em outro grupo, e a espécie P. foetida formou um grupo a parte. E possivel
verificar, pela analise dos componentes principais, 0 mesmo padrdo de

agrupamento obtido pelo método de Ward.

cr

50.5

P micropetala
“r

F. suberoza P.coriaoea
D capsularis F. organesis

P. sefacea
P edulis
F. alata

as T P foelida P giberdi

CP1

Figura 5. Dispersdo grafica dos acessos com base nos dois primeiros
componentes principais, as espécies do subgénero Passiflora L. (P. edulis, P.
alata, P. foetida, P. setacea e P. giberti) e as pertencentes ao subgénero
Decaloba DC. (P. suberosa, P. organensis, P. micropetala, P. coriacea e P.
capsularis).

Ambos os métodos de agrupamento, Ward (Figura 4) e componentes
principais (Figura 5), alocaram P. foetida em um grupo distinto das demais
espécies do subgénero Passiflora. P foetida é, possivelmente, a mais variavel
espécie do género, particularmente a respeito de folhas, flores e frutos (Ulmer e

MacDougal, 2004). A variabilidade em P. foetida é muito expressiva, Killip (1938)
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revisou algumas variantes dessa espécie e encontrou 38; essa pesquisa foi
baseada na pilosidade do botéo floral, divisdo e arranjo das bracteas, tamanho e
cor das flores e frutos, comprimento do pedicelo e formato das folhas. Bernaci
(2003) considerou as variedades existentes de dificil reconhecimento devido a
sua plasticidade morfolégica e decide, em muitos casos, por ndo adota-las em
seus trabalhos. Esse fato pode ter contribuido para a escolha de um exemplar da
espécie com caracteristicas peculiares que nao favoreceram a mesma ser
alocada com as demais espécies do subgénero Passiflora. A variabilidade
observada em P. foetida esta, possivelmente, associada a pressées ambientais
intrinsecas ou variagcdes genotipicas e fenotipicas, levando, muitas vezes, a
pequenas modificacbes nas estruturas reprodutivas dos espécimes (Aradjo e
Alves, 2007).

Os dados do presente estudo permitiram agrupar as espécies dentro de
seus subgéneros com base em caracteres morfopolinicos; dessa forma, pode-se
sugerir o uso da analise da morfologia do pélen em estudos que visam a avaliar a

diversidade genética entre espécies.

3.4.6. CONCLUSOES

Os dados permitiram concluir que as espécies do subgénero Decaloba P.
organensis, P. micropetala, P. coriacea e P. capsularis apresentaram pélen do
tipo 12-colporado, e P. suberosa apresentou pélen do tipo 12-colpado. As
espécies P. edulis, P. alata, P. foetida, P. setacea e P. giberti, pertencentes ao
subgénero Passiflora, apresentaram, sem excecao, poélen do tipo 6-colpo.Todas
as espécies estudadas apresentam gréos de polen de tamanho grande.

Pelo método de Ward e de componentes principais, foi possivel agrupar
as espécies que apresentaram caracteristicas semelhantes, formando grupos
correspondentes a dois subgéneros de Passiflora, com excecdo de P. foetida, a
gual ficou em um grupo distinto dos demais.

Acrescenta-se que a metodologia utilizada, a base de hidréxido de sédio a

10% em solucdo aquosa, demonstrou ser eficaz na preparacdo dos graos de
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pélen das espécies do subgénero Passiflora, ao permitir preparacdes com pélens

integros e de facil visualizagcdo morfologica.
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4. RESUMO E CONCLUSAO

As atividades de pré-melhoramento sdo de grande importancia na
caracterizagao e avaliagdo do germoplasma. Dessa forma, este estudo teve como
objetivo principal gerar informacfes basicas das espécies P. edulis, P. alata, P.
foetida, P. suberosa, P. organensis, P. coriacea, P. micropetala, P. giberti, P.
setacea e P. capsularis, com o0 proposito de subsidiar o programa de
melhoramento genético da forma cultivada, o maracujazeiro-azedo. O estudo foi
dividido em trabalhos que englobam determinadas atividades de pré-
melhoramento em Passiflora, como, por exemplo, caracterizagdo da fenologia
reprodutiva, avaliagdo da superacdo da dorméncia utilizando nitrato de potassio,
estimacdo da divergéncia genética com base em dados das plantulas e na
morfologia dos graos de polen.

O nitrato de potassio demonstrou ser eficiente na superacdo da
dorméncia em algumas sementes de espécies de Passiflora.

As caracteristicas com maior contribuicdo para a divergéncia genética
foram a percentagem de germinacéo e o indice de velocidade de germinacéo. As
espécies P. foetida e P. setacea, as quais formaram um Unico grupo, foram as
mais divergentes e, também, as que apresentaram a maior taxa de germinagao e
indice de velocidade de germinacéo.

A escala de notas demonstrou ser eficiente na caracterizacdo da
fenologia reprodutiva das espécies de Passiflora, pois, com seu emprego, foi

possivel estimar um intervalo de dias de cada uma das fenofases utilizadas no
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presente estudo.

O florescimento do maracujazeiro-azedo coincidiu com outras espeécies,
como P. alata, P. foetida, P. suberosa, P. organensis, P. giberti, P. setacea e P.
capsularis.

Os dados da morfologia do pdolen permitiram concluir que as espécies do
subgénero Decaloba P. organensis, P. micropetala, P. coriacea e P. capsularis
apresentaram polen do tipo 12-colporado, e P. suberosa apresentou pdlen do tipo
12-colpado. As espécies P. edulis, P. alata, P. foetida, P. setacea e P. giberti,
pertencentes ao subgénero Passiflora, apresentaram, sem excec¢ao, polen do tipo
6-colpo.Todas as espécies estudadas apresentam gréos de pélen de tamanho
grande.

Pelo método de Ward e de componentes principais, foi possivel agrupar
as espécies que apresentaram caracteristicas semelhantes, formando grupos
correspondentes a dois subgéneros de Passiflora, com excecdo de P. foetida, a
gual ficou em um grupo distinto dos demais.

Acrescenta-se que a metodologia utilizada, a base de hidroxido de sédio a
10% em solucdo aquosa, demonstrou ser eficaz na preparacdo dos graos de
pélen das espécies do subgénero Passiflora, ao permitir preparacdes com pélens

integros e de facil visualizagdo morfolégica.
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