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Resumo

Esse trabalho tem como objetivo produzir informagfes sobre a viabilidade dos graos de pdlen de duas
espécies de maracujazeiro com potencial agrondmico e ornamental investigando o melhor horério e estédio de
coleta da flor para fins de hibridagdo interespecifica. Foram avaliados cinco horarios de coleta de pdélen 8h
(antese), 12 h, 16 h e 24 h apbs a coleta da flor e em dois estadios desenvolvimento (flor aberta— antese e botéo
fechado). Para a germinagdo de polen utilizou-se meio de cultura contendo 15% de sacarose, 0,01% H3BO;,
0,01% de KNO;, 0,03% de Ca(N05)2.4H20, 0,02% de MgS0O,.7H20, solidificado com 0,8% de &agar, e pH
gjustado para 7,0. A viabilidade do pélen foi avaliada pela coloracdo com 2,3,5-cloreto de trifeniltetrazdlio
(TTC). O delineamento foi inteiramente casualizado em esguema fatorial dois x quatro x dois (genétipos x
horério de coleta) x estadio) com 4 repeticles, e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade. Houve diferencas significativas para a germinagdo in vitro e viabilidade polinica entre os acessos
de passifloras estudados em relagdo aos horarios de coleta e estadios de desenvolvimento da flor. O melhor
horé&rio e estadio de coleta da flor, com relacdo a melhor germinagéo e viabilidade do pdlen é na antese, as 8h da
manhé.

Introducédo

Em qualquer método de polinizacdo, a viabilidade de pdlen € considerada satisfatéria quando esté entre
50% a 70%. Tendo em vista que a maioria das espécies de maracujazeiro (Passiflora spp.) séo auto-
incompativeis e apresentam problemas na hibridacdo interespecifica, a viabilidade dos gréos de polén torna-se
ainda mais importante neste processo.

No campo, o pdlen é viavel somente por algumas horas e apresenta um curto tempo de vida, pois esta
sujeito a diferencas de temperatura, umidade e intensidade luminosa. Além disso, esta exposto a acdo de
defensivos agricolas que também contribuem para reduzir a viabilidade (Scorza e Sherman 1995). Para
assegurar 0 sucesso nas hibridagdes controladas € importante que o pdlen a ser utilizado tenha boa viabilidade.

A hibridacdo interespecifica é interessante, ndo sd para 0 melhoramento visando a producgdo de frutos,
como também na obtencdo de hibridos ornamentais. Além disso, pode ser uma forma de aumentar o interesse
pela conservacdo da espécie. Portanto, visando a utilizacdo dessas espécies como parentais em hibridagcdes
interespecificas e, conseqlientemente, a maximizagdo da taxa de pegamento destes cruzamentos, iniciou-se uma
andlise da performance polinica via germinagdo in vitro e pelo método histoquimico (corante).

O objetivo do trabalho foi avaiar o percentua de viabilidade do pdlen ao longo do tempo de coleta das
flores e em diferente estadio de desenvolvimento fisiol6gico, de forma a se conhecer o melhor horério e estédio
de desenvolvimento da flor para realizac@o de polinizagOes cruzadas envolvendo as espécies P. cincinnata e P.
alata como doadoras de pdlen em futuros cruzamentos controlados.

Material e M é&odos

Graos de pdlen de P. cincinnata e P. alata oriundos de flores em estadio de bot&o fechado e flor aberta -
antese (Figura 1) foram coletados em diferentes horérios de coleta: 8h (antese), 12 h, 16 h e 24 h apds a coleta

"Pesquisadores da Embrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz das Almas-BA, C.P 007, E-mail:
onildo@cnpmf.embrapa.br; eder@cnpmf.embrapa.br; janay @cnpmf.embrapa.br

% Pos-doutoranda Embrapa/l UFRB, Cruz das Almas, BA, E-mail: talialeila@gmail.com.

% Graduanda em Ciéncias Biol6gicas, Universidade Federal do Reconcavo da Bahia, Cruz das Almas, BA, CEP:
44380-000, E-mail: cassia_ef @yahoo.com.br



da flor. Em seguida, avaliou-se o comportamento do gametéfito masculino por meio da germinacdo in vitro e
andlise histoquimica.

Germinacao in vitro de pdlen

Os gréos de pdlen dos acessos de passifloras BGM 002 (P. cincinnata) e BGM 004 (P. alata) foram
distribuidos em placas de Petri de 9 cm de didametro, contendo 35 mL de meio de cultura 0,03% de
Ca(NOs).4H,0, 0,02% de Mg(SO,).7H,0, 0,01% de KNOs, 0,01% de H3BO;, solidificado com 0,8% de &gar e
pH gustado para 7,0.

Com auxilio de um pincel, o pdlen foi distribuido sobre o meio de cultura de modo a promover uma
distribuicdo mais homogénea do material. Utilizou-se para cada placa uma amostra composta de pélen oriundos
de cinco flores de cada espécie. Para a percentagem de germinagao in vitro foram contabilizados todos os
gréos da placa de Petri com auxilio de um estereomicroscopio binocular.

O delineamento utilizado para o testein vitro e o de coloracéo foi inteiramente casualizado em esguema
fatorial dois x quatro x dois (gen6tipo x hora de coleta x estadio de desenvolvimento) com quatro repeticdes
cada.
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Figura 1. Aspecto das flores de maracujazeiro coletadas em dois estédios de desenvolvimento fisiol6gico (flor
aberta (FA) - antese e botdo fechado (BF): A) Passsiflora cincinnata Mast. e B) Passiflora alata Curtis.

Viabilidade do pélen por meio de andlise histoguimica (corante)

Para a viabilidade do pdlen por meio da andlise histoquimica utilizou-se o corante 2,3,5 trifeniltetrazdlio
(TTC) a 1% que reflete a atividade das enzimas desidrogenase envolvidas na atividade respiratoria de tecidos
Vivos.

Uma amostra de polen, retirada de trés anteras oriundas de flores coletadas nos dois estédios de
desenvolvimento fisiol6gico (fechada e aberta) foi distribuida sobre uma l&mina de vidro e em seguida colocou-
se uma gota do corante, fechando-se o conjunto com uma laminula. As observacfes das quantidades de pdlen
vidveis einviaveis por genttipo foram analisadas duas horas apés a preparacdo das |aminas, pois o corante TTC
requer um lapso de tempo para que ocorra a reagdo enzimética. Foram contabilizados 100 gréos de
polen/lamina/gendtipo com quatro repeticdes cada, perfazendo um total de 400 gréos de pdlen, com auxilio de
um microscopio éptico. Considerou-se gréos de polen viaveis (coloracdo vermelha) e invidveis (coloragdo
marrrom).

Resultados e Discussdo

De acordo com os dados apresentados na Tabela 1, observaram-se diferengas significativas (p<0,01)
para a germinagdo in vitro e viabilidade polinica entre os acessos de passifloras estudados em relagdo aos
horérios de coleta e estédios de desenvolvimento da flor. Nao houve interagdo tripla entre os fatores estudados.

Germinacdo de pdlen




Dentre os acessos avaliados, destacou-se 0 acesso BGM 002 (P. cincinnata) que apresentou 0s maiores
valores de germinacdo de 34,48%, seguido do acesso BGM 004 (P. alata) com 24,7 % de gréos de pdlen
germinados. Estes resultados sdo foram discrepantes aos encontrados por Viana et a. 2006, na qual observaram-
Se germinagdo acima de 84% em P. cincinnata. De acordo com os autores, ndo houve variagdo na germinagéo in
vitro de gréos de pdélen com o horério de coleta, comprovando que os graos de pdélen permanecem viaveis
durante todo o dia. Por outro lado, Costa et al. 2009 observaram variac8o significativa para percentagem de
germinagdo nos diferentes horérios de coleta do pdlen oriundos de flores de P. alata.

No presente estudo, pode-se observar que a hora de coleta interferiu no percentual de germinagdo do
polen in vitro (Tabela 1). De uma maneira geral, o primeiro horério da coleta do pélen as 8 horas favoreceu as
maiores taxas de germinacso.

Com relagdo ao estédio de desenvolvimento da flor, verificou-se que a maior germinacéo in vitro do
polen ocorreu naqueles coletado de flores em estadio de antese - flor completamente aberta (47,47%), em
relacdo ao coletado de flores em estédio de botdo fechado (11,71%). A germinagdo do gréo de pdlen ndo ocorre
dentro da antera, mas 0 mesmo deve estar pronto para germinar logo apds a deiscéncia da mesma, no caso de
encontrar condicOes favoraveis. Em programas de melhoramento genético € fundamenta coletar o pdlen em
estédio adequado de maturagdo, para que o mesmo mantenha a viabilidade e a capacidade de germinar quando
for realizada a polinizag&o.

Viabilidade do pdlen por meio de andlise histoquimica

Com relagdo a viabilidade estimada com o corante TTC, mais uma vez 0 acesso BGM 002 foi que
apresentou 0os mais atos valores com 71,72% de gréos viaveis, enquanto BGM 004 obteve 64,96% de
viabilidade. Alguns autores argumentam que o teste do TTC é uma estimativa confidvel da viabilidade polinica,
sendo proxima aquela fornecida pelos testes de germinacdo in vitro (Bolat e Pirlak 1999, Huang et a. 2004).
Além disso, o TTC é muito utilizado por ser um método relativamente rapido e smples. Com relagéo ao estadio
e 0 horario de coleta das flores também influenciaram no percentua de viabilidade com os mais altos valores
registrados quando o pdlen oriundo de flores na antese e coletados as 8 horas diminuindo a0 longo do periodo
de abertura

Tabela 1. Porcentagem de germinacdo in vitro (GIV) e viabilidade polinica (VP) de p6len de passifloras spp.
coletados em dois estadios de desenvolvimento da flor e em diferentes horarios.

Horério Germinagdo de polen (%) Viabilidade de p6len (%)
de Coleta BGM 002 BGM 004 BGM 002 BGM 004
FA BF FA BF FA BF FA BF

8:00 h 80,92aA 3045aB 6555aA 11,13aB 96,70aA 86,48aB 80,23aA 72,1aB

10:00h  61,55bA 17,88bB 44,33bA 5,48 abB 7890bA 80,638A 6570bA 61,70 bA
12.00h  4223cA 1328bcB 38,35bA 6,38bB 73,83bcA 57,10bB 55,55cA 50,50 bcA
14.00h  21,35dA 823cB  2555cA 0,90cB 66,60cA 56,43bB 56,30cA 5543cA

CV (%) 8,9 5,14

Médias seguidas por letras distintas na coluna, dentro de cada fator de variagdo, diferem entre si pelo teste de
Tukey a5 % de probabilidade. (FA = flor aberta; BF = botdo fechado).

A perda da viabilidade polinica em funcdo do tempo apds a abertura da flor foi também observada por
Souza et d. (2002), em maracujd amarelo utilizando-se de analise histoquimica (solucdo de Alexander e lugol),
porém o indice ainda se manteve alto, superior a 75%, mesmo 24 horas apés a antese. Outros fatores, tais como
umidade relativa, temperatura, pressdo osmaética do contetido celular do pélen e resisténcia da parede polinica
podem afetar a viabilidade polinica (Vara Prasad et al.1999).

Na literatura sdo registrados alguns trabal hos abordando a influéncia do horério de coleta das flores e 0
estédio adequado de coleta do botdo floral essenciais no processo de germinagdo in vitro e viabilidade de pdlen
em outras espécies. Trabalhos conduzidos por Nunes (2004), com gréos de pélen de flores de atemoeira
coletados em diferentes horérios, entre 7 horas e 10 horas, e inoculados em meio de cultura com diferentes
concentracBes de sacarose, indicaram que os graos de polen coletados as 7 horas e inoculados em meio de
cultura com concentracdo de sacarose de 10%, apresentaram maior percentagem de germinagdo, com média de
12,25%. Ja Nietsche et a. (2009) avaliando a viabilidade de gréos de pdlen de pinheira (Annona squamosa)
coletados de flores em diferentes horarios entre 0 as 7 horas, em intervalos de 1 h, apresentaram a mesma



porcentagem de germinagdo, indicando que a coleta das flores de pinheira, para a polinizagéo artificia, pode ser
redlizada as 7 horas, sem reducdo da viabilidade dos gréos de polen.

Conclusdes

A coleta do pdlen nas primeiras horas da manha as 8 horas e na antese proporcionou maior percentagem
de germinacéo e viabilidade do pdlen dos acessos BGM 002 e BGM 004, indicando que a coleta das flores
desses acessos para a polinizagdo artificial, pode ser realizada nesse horario.
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