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Conservacao in vitro de sementes de
Passiflora alata, acesso BGP220

Tatiana Goes Junghans'

Resumo — O maracuja-doce (Passiflora alata Curtis) € uma espécie nativa
do Brasil e tem importancia econémica para o consumo de frutos frescos
(in natura), além de ser utilizada como ornamental. O objetivo desse trabalho
foi avaliar as condigbes in vitro no armazenamento de sementes de mara-
cuja-doce, acesso BGP220, visando a conservagdo em banco de germoplas-
ma. Foi avaliada a germinacao de sementes recém-colhidas e ap6s armaze-
namento com ou sem arilo por um ano, e por dois anos em meio de cultivo
in vitro sob duas temperaturas, 25 °C e 10 °C. As sementes recém-colhidas
de Passiflora alata, acesso BGP220, apresentam dorméncia, que é supera-
da pelo armazenamento em meio de cultivo in vitro por um ano. E possivel
armazenar em meio de cultivo in vitro por um ano sementes de Passiflora
alata, acesso BGP220, com e sem arilo, nas temperaturas de 25 °C e de
10 °C, obtendo alta porcentagem e uniformidade de germinagao. Para o ar-
mazenamento de sementes de Passiflora alata, acesso BGP220, por dois
anos, a melhor forma de armazenamento é utilizar sementes sem arilo a tem-

peratura de 25 °C.

Palavras-chave: Maracuja-doce, germinacédo de sementes, recursos genéti-

cos, germoplasma, conservagao ex situ.

' Engenheira-agronoma, doutora em em Ciéncias Agrarias (Fisiologia Vegetal), pesquisadora da Embrapa
Mandioca e Fruticultura, Cruz das Almas, BA.



In vitro conservation of Passiflora alata
seeds, BGP220 accession

Abstract — Sweet passion fruit, Passiflora alata Curtis, is a species native
to Brazil that is economically important for fruit consumption and can also
be used as an ornamental plant. The objective of this work was to evaluate
the in vitro conditions in the storage of sweet passion fruit seeds, BGP220
accession, aiming at the conservation in a germplasm bank. The germination
of recently collected seeds and after storage of seeds with or without aryl for
one year and for two years in in vitro culture medium under two temperatures,
25 °C and 10 °C. The recently collected seeds of Passiflora alata, BGP220
accession, present dormancy, which is overcome by storage in in vitro culture
medium for one year. It is possible to store seeds of Passiflora alata, BGP220
accession, with and without aryl, in temperatures of 25 °C and 10 °C for one
year, in order to obtain high percentage and uniformity of germination. For the
storage of Passiflora alata seeds, BGP220 accession, for two years, the best
form of storage is to use seeds without aryl at 25 °C.

Key words: sweet passion fruit, seed germination, genetic resources,
germplasm, ex situ conservation.
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Introducao

O maracuja-doce, Passiflora alata Curtis, € uma espécie nativa do Brasil
e tem importancia econémica como fruto para consumo ao natural, além de
ser utilizada como ornamental (Figura 1A). As folhas possuem propriedades
sedativa e tranquilizante (Oga et al., 1984; Provensi et al., 2008; Romanini
et al., 2006; Klein et al., 2014) e constituem boa fonte de antioxidantes,
carater anti-inflamatério e potencial antidiabético (Colomeu et al., 2014;
Figueiredo et al., 2016). Essa espécie tem ampla distribuicdo no territério
brasileiro, podendo ser encontrada desde o Amazonas até o Rio Grande do
Sul (Bernacci et al., 2015).

A propagacao do maracujazeiro pode ser realizada sexuadamente, por
sementes, ou assexuadamente, por meio de enxertia, estaquia ou cultura de
tecidos. No entanto, a propagagéo por sementes é a mais utilizada pelos pro-
dutores e pelas instituicbes de pesquisa. Desta forma, é fundamental conhe-
cer o potencial germinativo e a capacidade de conservagao de suas sementes
para fins de produgao de mudas e de manejo dos bancos de germoplasma.

O armazenamento das sementes de maracuja apresenta-se como uma
forma segura e econdmica para a manutengao de bancos de germoplasma
(Pérez-Garcia et al., 2007), podendo favorecer a maturagao fisiolégica das
sementes. Porém, problemas de germinagdo e armazenamento de semen-
tes sdo muito comuns no género Passiflora, até mesmo no maracuja-azedo
(P. edulis Sims), e tém se mostrado um fator limitante para os programas de
melhoramento genético da cultura (Meletti et al., 2002; Meletti, 2011; Osipi
et al., 2011).

Algumas espécies de maracujazeiro apresentam perda significativa da
viabilidade de sementes durante o0 armazenamento, o que pode ser influen-
ciado por local, tipo de acondicionamento, condigdes ambientais e tempo de
armazenamento (Alves et al., 2006; Catunda et al., 2003; Padua et al., 2011).

Alguns autores recomendam que a semeadura de P. alata deve ser reali-
zada imediatamente apds sua colheita (Oliveira et al., 1980; Braga; Junqueira,
2000). Junghans (2015) sugeriu mais pesquisas para o armazenamento de
sementes dessa espécie, pois podem perder rapidamente a viabilidade com
um més de armazenamento em temperatura ambiente ou refrigerada.
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Uma alternativa inovadora para a conservagao de sementes de espécies
de Passiflora que perdem a viabilidade rapidamente quando mantidas em
camara fria, € a conservagido das sementes in vitro. A conservagao in vi-
tro tem sido aplicada com sucesso para conservar espécies de propagagao
vegetativa sob condi¢bes que limitam o crescimento como uma forma de
preservagao do germoplasma de curto a médio prazo (SOUZA et al., 2013).
Ainovacéo seria utilizar essa técnica para a conservagcao de sementes com
a premissa de que permite um maior controle da composi¢gao do meio de
cultivo, incluindo a adi¢do de inibidores de germinacédo, de tal forma a au-
mentar o periodo de armazenamento sem a germinagcdo das sementes em
condigdes in vitro.

Desta forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar a conservagao in vitro de
sementes de maracuja-doce, acesso BGP220, visando a manutengéo dessa
espécie em banco de germoplasma.

Material e Métodos

O experimento foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos, no
Laboratoério de Conservacao e Tecnologia de Sementes e em casa de vege-
tagdo da Embrapa Mandioca e Fruticultura, em Cruz das Almas, BA (12° 40’
427 S, 39° 05 19" W, 226 m).

As sementes de P, alata, acesso BGP220, foram obtidas de frutos maduros
(Figura 1B) colhidos no Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Mandioca
e Fruticultura. O clima da regido, segundo a classificagdo de Kdppen, é do
tipo BSa, com evapotranspiragao potencial média anual maior do que a preci-
pitacao pluviométrica média anual, estagao seca de veréo, temperatura mé-
dia superior a 22 °C no més mais quente do ano e umidade relativa média
anual em torno de 80%. Apos a coleta, os frutos foram lavados e posterior-
mente flambados por trés vezes em camara de fluxo laminar.

Apés a flambagem, os frutos foram cortados, as sementes retiradas e
homogeneizadas. Em parte das sementes, o arilo foi mantido e, em outra
parte, o arilo foi retirado com o auxilio de pinga e bisturi antes de serem
armazenadas em meio de cultivo in vitro. O meio de cultivo usado para o
armazenamento foi MS, com sais e vitaminas nas concentragdes normais,
acrescido de 30 g/L de sacarose e solidificado com 2,6 g/L de Phytagel®,
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pH 5,8, na auséncia de reguladores vegetais. Foram vertidos 15 mL de
meio em frascos redondos com tampa plastica rosqueada, que foram au-
toclavados a 121°C (1,05 Kg/cm?) por 20 minutos. O conteddo de agua foi
estimado com trés sub-amostras de sementes pelo método de estufa a
105 °C (Murashige; Skoog,1962; Brasil, 2009).

Para os ensaios de germinagado com as sementes recém-colhidas e apés
armazenamento, o arilo e/ou residuos do meio de cultivo foram retirados das
sementes por meio de lavagem em agua corrente com o auxilio de peneira
plastica. Em seguida, foram depositadas sobre papel para retirada do exces-
so de agua, antes de serem semeadas.

Foram avaliadas sementes recém-colhidas e armazenadas em condigbes
in vitro (Figura 1C) por um ano e dois anos, com e sem arilo, a temperatura
de 25°C e de 10 °C (Figura 2).

A semeadura foi realizada em gerbox com duas folhas de papel mata-bor-
rao esterilizado em estufa e quantidade de agua igual a massa do papel seco
multiplicada por 2,5. Em seguida, os gerbox foram colocados em camara de
germinagao no escuro, com temperatura alternada de 20 °C/30 °C, durante
16-8 horas, respectivamente. As avaliagdes foram diarias, a partir da semea-
dura até o inicio da germinacdo de sementes, com novas avaliagées a cada
dois dias, até o sexagésimo dia apos a semeadura. Foram consideradas ger-
minadas as sementes que apresentavam emissao da raiz primaria maior que
2 mm de comprimento.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 4 repeti-
¢bes de 10 sementes cada. As variaveis analisadas foram primeira contagem
de germinacgao de sementes, porcentagem de germinagédo de sementes, tem-
po médio de germinacao de sementes, taxa média de germinacéo de semen-
tes e sincronia de germinagao de sementes. As expressdes matematicas e
as interpretacdes dessas variaveis sao descritas por Ranal e Santana (2006).

Todas as varidveis foram submetidas aos testes de normalidade de
Lilliefors (p<0,01) e de homogeneidade de variancia de Bartllet, com o auxilio
do Software Genes (Cruz, 2006). Apds a constatagdo do atendimento das
pressuposigdes estatisticas, foram realizadas a analise de variancia e a com-
paracdo de médias pelos testes Tukey e Scott-Knott a 5% de probabilidade
com o auxilio do software Sisvar (Ferreira, 2011).
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Fotos: Tatiana Gées Junghans

Figura 1. Passiflora alata, acesso BGP220: flores e botdes florais (A); fruto
maduro (B); e sementes acondicionadas em meio de cultivo in vitro para o arma-
zenamento (C).

| Flambagem dos frulos em cdmara de fluxo laminar |

\

| Frutos cortados & sementes homogeneizadas em camara de fluxo laminar |

Sementes Sementes Sementes
lavadas com arilo sem arilo

inoculadas inoculadas
¥ em meic de em meio de
cultivo in cultive in
Ensalo vitra vitro
inicial de
geminagio / \ / \
de Sementes Sementes Sementes Sementes
sementes armazenadas armazenadas armazenadas armazenadas
a25° cC at0 " C a2s" c ER [
‘ Semenles || Sementes | Sementes H Sementes | | Sementes || Sementes Sementes H Sementes
lavad lavad lavad lavad lavad lavadas lavadas lavadas
v v v v v v v ¥
Ensaiode || Ensaiode Ensaiode || Ensaiode Ensaiode || Ensaiode Ensainde || Ensaiode
geminagdo || geminagao geminagao || geminagio geminagdo || geminagdo geminagao || geminagio
de de de de de de de de
sementes || sementes sementes || sementes sementes || sementes sementes || sementes
comum com dois com um com dois comum com dois Com um com dois
ano de anos de ano de anos de ano de anos de ano de anos de
armazena- || armazena- armazena- || armazena- armazena- || armazena- armazena- || armazena-
mento mento mento mento mento mento mento mento

Figura 2. Diagrama geral da metodologia usada na desinfestagéo, armazenamento
in vitro e ensaios de germinagédo de sementes de Passiflora alata.
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Resultados e Discussao

O conteudo de agua das sementes recém-colhidas foi de 21,7%, e, com
dois anos de armazenamento, diferiu para as quatro condigbes de armaze-
namento, variando de 26,3% a 40,1% (Tabela 1). Os valores do conteudo de
agua das sementes sem arilo armazenadas in vitro a temperatura de 25 °C
e 10 °C foram iguais entre si e mais proximos das sementes recém-colhidas
em relagdo as sementes com arilo. Os maiores valores do conteudo de agua
foram obtidos nas sementes com arilo.

A germinacao de sementes de P. alata, acesso BGP220, para sementes
recém-colhidas, foi baixa, com apenas 33% (Tabela 2). Porém, apés um ano
de armazenamento in vitro, independente da temperatura e da presenga ou da
auséncia do arilo nas sementes durante o periodo de armazenamento, a ger-
minagao foi bem superior a inicial, com valores entre 90% e 100%. Os resulta-
dos indicam que a dorméncia das sementes desse acesso pode ser superada
ap6s um ano de armazenamento em condig¢ées in vitro. A primeira contagem,
o tempo médio, a taxa média e a sincronia da germinagdo também foram me-
Ihores para as sementes armazenadas por um ano em relagdo as sementes
recém-colhidas, o que reforga o fendbmeno de dorméncia nas sementes recém-
-colhidas (Tabela 2), também observado nas curvas de emergéncia (Figura 3).

Junghans et al. (2020), por um lado, também observaram dorméncia para
sementes recém-colhidas de P. alata, acesso BGP162, apesar de ser uma
dorméncia menor, com 78% de germinagdo. Por outro lado, esses autores
também observaram auséncia de dorméncia para sementes recém-colhidas
de P, alata, acesso BGP438, com 95% de germinagao. Santos et al. (2016)
também observaram dorméncia para sementes recém-colhidas de P. alata,
acesso BGP004, com 66% de emergéncia, pois essas sementes, ao serem
imersas em solug&o de GA, entre 500 e 1000 mg L', apresentaram uma emer-
géncia mais elevada e mais rapida. Desta forma, observa-se a grande varia-
bilidade da caracteristica de dorméncia de sementes entre os acessos de P.
alata. Alexandre et al. (2004) também observaram o efeito do gendtipo na
porcentagem de germinac&o ao avaliarem 24 gendtipos de P. edulis.

Contudo, as sementes armazenadas in vitro por dois anos apresentaram
reducdo na germinagao, provavelmente ocasionada pela redugcéo no vigor
das sementes. A menor redugao na germinagao foi para as sementes sem
arilo armazenadas a 25 °C, com 60% de germinacdo, sendo que, para
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as outras formas de armazenamento, a germinagao foi igual ou inferior a
35%. Provavelmente a menor redugcédo na germinagéo esta relacionada ao
conteudo de agua das sementes, pois essas sementes apresentaram valor
de conteudo de agua mais préximo as sementes recém-colhidas. Porém
a temperatura também influenciou, pois, apesar das sementes sem arilo
apresentarem valores similares do contetdo de dgua nas duas temperaturas
de armazenamento, somente as sementes mantidas a 25 °C apresentaram
uma melhor porcentagem de germinacéao (Tabelas 1 e 2).

Sementes de P. alata, acessos BGP162 e BGP438, armazenadas por
um ano em condigbes in vitro, sem arilo e armazenadas a 25 °C, também
apresentaram alta porcentagem de emergéncia, com 90% e 95%, respecti-
vamente (Junghans et al., 2020). A conservagao de sementes de P, alata em
meio de cultivo in vitro para armazenamento por um ano € excelente opgao
e permite obter alta porcentagem de germinacéo de sementes. Essa técnica
de conservagao de sementes in vitro € inovadora e pode ser utilizada com
outros acessos de P. alata (Junghans et al., 2020). Valor bem superior ao
armazenamento usual com a dessecacgao das sementes, acondicionamento
em sacos plasticos e manutencdo em baixa temperatura (2 °C a 10 °C), com
valores de 0% e 25% de germinagao para os acessos BGP162 e BGP438,
respectivamente (Junghans et al., 2020), 4% para o acesso BGP004 (Santos
et al., 2016), ou na melhor das hipéteses, de 65,5% para um acesso néo es-
pecificado plantado no Parana (Osipi; Nakagawa, 2005).

Tabela 1. Percentual do contelido de agua das sementes nas diferentes condigdes
de armazenamento in vitro de sementes de Passiflora alata, acesso BGP220, no
inicio e ao final do armazenamento. Com arilo = CA, Sem arilo = SA.

Tratamento Conteudo de agua das sementes (%)
Recém-colhida 21,7 a

2 anos; CA; 25 °C 35,0c

2 anos; SA; 25 °C 26,3 b

2 anos; CA; 10 °C 40,1d

2 anos; SA; 10 °C 279b

CV (%) 2,56

Médias seguidas da mesma letra minuscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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Tabela 2. Valores médios dos percentuais de primeira contagem de germinagéo
de sementes aos 15 dias apds a semeadura (DAS), germinagao de sementes aos
30 DAS, do tempo médio em dias, da taxa média e da sincronia de germinagéo de
sementes aos 30 DAS nos diferentes periodos e condi¢des de armazenamento de
sementes de Passiflora alata, acesso BGP220. Com arilo = CA, Sem arilo = SA.

Primeira Tempo

Tratamento contagem Gern;(f/?)agéo m(?dio Jzzfa Sincronia
(%) (dias)

Recém-colhida 15¢ 33c 26 d 0,0388c 0,0278 b
1ano; CA; 25°C 83 a 90 a 15b 0,0675b 0,8473 a
1 ano; SA; 25 °C 88 a 93 a 15b 0,0688b 0,9055 a
1ano; CA; 10 °C 88 a 95 a 15b 0,0685b 0,8375a
1 ano; SA; 10 °C 98 a 100 a 14 b 0,0703b 0,7000 a
2 anos; CA; 25 °C 18 ¢ 23c 19c¢ 0,0563c 0,1250 b
2 anos; SA; 25 °C 58 b 60 b 8a 0,1225a 0,2935b
2 anos; CA; 10 °C 8c 25¢c 22 c 0,0465¢c 0,0418 b
2 anos; SA; 10 °C 30c 35¢c 16 b 0,0713b 0,2585b
CV (%) 22,95 16,13 20,73 17,46 53,60

Médias seguidas da mesma letra miniscula na coluna pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott
a 5% de probabilidade.
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Figura 3. Curva de germinagdo de sementes nos diferentes periodos e condigdes

armazenamento de sementes de Passiflora alata, acesso BGP220. Com arilo = CA,
Sem arilo = SA.
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Conclusoes

1) As sementes recém-colhidas de Passiflora alata, acesso BGP220,
apresentam dorméncia, que € superada apdés armazenamento em
meio de cultivo in vitro por um ano.

2) E possivel armazenar, em meio de cultivo in vitro por um ano, semen-
tes de Passiflora alata, acesso BGP220, com e sem arilo, nas tempe-
raturas de 25 °C e de 10 °C, obtendo maior uniformidade e alta porcen-
tagem de germinacéo.

3) Para o armazenamento de sementes de Passiflora alata, acesso
BGP220, por dois anos, a melhor forma de armazenamento é utilizar
sementes sem arilo a temperatura de 25 °C.
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