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ANALISES EM Passiflora palmeri, Passiflora foetida E HiBRIDOS F; 3
ORNAMENTAIS: RELACOES CITOGENETICAS E CARACTERIZACAO
FISIOLOGICA

RESUMO

As passifloras inserem-se no rol de plantas ornamentais devido a beleza intrinseca de suas
flores e folhas. A hibridagdo interespecifica ¢ usada para a produgdo de plantas ornamentais
unicas. Com o objetivo de contribuir com informagdes basicas para programas de
melhoramento que visem a obtencdo de passifloras hibridas ornamentais foi realizada neste
trabalho a caracterizagdo das relagdes cariotipicas, comportamento meidtico e formagdo do
gametoOfito masculino em genitores Passiflora foetida var. foetida 3x Passiflora palmeri var.
sublanceolata 9 e hibridos interespecificos F; (UESC-HD13). Paralelamente, com o objetivo
de fornecer informagdes basicas sobre estes hibridos ornamentais para cultivo de interiores,
realizaram-se estudos fisiologicos em resposta a ambientes sombreados. O caridtipo das
espécies genitoras e parte da progénie apresentaram 2n = 22. O nimero cromossdémico
observado em alguns hibridos da progénie confirma citologicamente sua origem e
proximidade filogenética entre os genitores. Alguns hibridos da progénie apresentaram 2n =
20. A eliminagdo cromossdmica ¢ um evento comum em hibridos e pode ser associada as
diferengas de colora¢do observadas na progénie Fi. Os caridtipos foram semelhantes com
cromossomos metacéntricos e submetacéntricos e um par de cromossomos satelitados. A
analise meiodtica confirmou a homologia cromossdmica entre as espécies. Configuragdes em
bivalentes foram observadas na maioria das células analisadas dos hibridos e espécies
genitoras. Algumas configuracdes em multivalentes (8 I + 1 IV ou 9 I + 1 IV) e univalentes
(10 I+ 219 I+ 2 1) também puderam ser observadas nos hibridos, o que sugere a
ocorréncia de recombinagdo genética. As andlises meidticas indicaram a presenga de
anormalidades durante a androsporogénese, que devem ser as responsaveis pela diminui¢dao
da viabilidade polinica no genitor feminino. O indice meidtico indicou alta estabilidade
citologica nas espécies e hibridos analisados. O hibrido mostrou diminui¢do na viabilidade
polinica quando comparado ao genitor masculino. Os tipos graos de poélens inviaveis
mostraram variagdo no diametro que foram associadas as anormalidades. Os estudos de
desenvolvimento do gameto6fito masculino evidenciaram que as etapas da androsporogénese
ndo podem ser associadas ao tamanho de botdo e antera, apenas para os estddios da
androgametogénese. Sobreposigdes entre os comprimentos de antera e botdo e estadios da
androsporogénese foram observados. Os andrdsporos e androfitos foram caracterizados como
uninucleados, com baixa freqiiéncia de células binucleadas. Andréfitos binucleados e com um
ou dois micronticleos foram considerados irregulares. Verificou-se que ndo existe um padrao
de desenvolvimento basal, central ou final destes gametéfitos no microsporangio,
encontrando-se andréfitos com nucleos submedianos e com nucleo proximos a parede da
célula em diferentes seccOes da antera. As respostas fisiologicas de dois hibridos
representantes da progénie F; permitiram caracteriza-los como plantas adaptadas a ambientes
de sombra, podendo ser utilizadas na ornamentacao de interiores.

Palavras-chave: Hibridos ornamentais, caracterizacdo cromossdmica, comportamento
meidtico, viabilidade polinica, gametogénese masculina, respostas fisioldogicas ao
sombreamento.
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ANALYSIS IN Passiflora palmeri, Passiflora foetida AND INTERSPECIFIC F;
HYBRIDS ORNAMENTAL: RELATIONS CYTOGENETIC AND PHYSIOLOGICAL
CHARACTERIZATION

ABSTRACT

The passion flowers are inserted in the roll of ornamental plants because of the intrinsic
beauty of its flowers and leves. The interespecific hibridization is used for the production of
single ornamental plants. Aiming to contribute with basic information for programs of
improvement that have in view the obtaining of ornamental hybrids passifloras, it was done in
this work the characterization of the karyotype relations, meiotic behavior and gameta male
development in parents Passiflora foetida var. foetida 3x Passiflora palmeri var.
sublanceolata @ and interspecific hybrids F; (UESC-HD13). Parallel to this characterization
on the response of these hybrids to shaded enviroments were carred in order to supply basic
information to the inside cultivation of the hybrids. The karyotypes of parental species and
part the sexual hybrids showed 2n = 22. The chromosomic number observed in some hybrids
of the lineage confirms their origin cytologically and filogenetic proximity between the
parental species. Some hybrids of the lineage had presented 2n = 20. The chromosomic
elimination is a common event in hybrids and it can be associated with the differences of
coloration observed in the F; lineage. The kariotypes were similar with metacentric and
submetacentric chromosomes and a pair of chromosomes with satellites. The meiotic analys
in both the sexual hybrids confirmed the chromosomic homology between the parental
species. The bivalents configurations had been observed in the majority of the analyzed cells
of the interespecific hybrids and the parental species. Some configurations in multivalents (8
[T+ 1IVor9Il+11V)andunivalentes (10 II + 2 I; 9 II + 2 I) could also have been observed,
suggesting the occurrence of genetic recombination. The meiotic analysis had indicated the
presence of abnormalities during gameta male development, that may be the responsible for
the reduction of the pollen viability in P. palmeri var. sublanceolata. When compared with
the P. foetida var. foetida, the interespecific hybrid showed reduction in the pollen viability.
The variation in diameter types of pollen grains unviable were linked to the meiotics
abnormalities. The studies of gameta male development showed that the only stages of
androgametogenese may be related to the size of button and anther. Overlaps between anther
and button sizes and meiotics stages were observed. Studies showed low frequency of the
cells with two nucleus, therefore the androsporos and androfitos have in cells a nucleus.
Irregulars androfitos were considered when presented with one nucleus and one or two
micronuclei in their cells. It was observed in the microsporangio that a standard of the
development does not exist. It has been found in different sections of the anther, androfitos
with submedianos nuclei and with nucleus next the cell wall. The physiological answers of
two representative hybrids of the F; lineage allowed characterize them as suitable plants to
surrounding shadings, being able to use in the interiors ornamental.

Key-Words: ornamental hybrids, chromosome characterization, meiotic behavior, pollen
viability, male gametogenesis, physiological responses to shading.
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79

82

84

89

113

117



Figura 5.3.

Figura 5.4.

Figura 5.5.

Figura 5.6.

Figura 6.1.

Figura 6.2.

Figura 6.3.

Meédia dos valores de botdo floral e antera em funcdo da androgénese
do gameta masculino de P. palmeri var. sublanceolata. *Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(P<0,05).

Meédia dos valores de botdo floral e antera em fun¢do androgénese do
gameta masculino do hibrido F; UESC-HD13 *Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Desenvolvimento regular e irregular dos gamet6fitos em genitores e
hibridos F; UESC-HD13 de Passiflora. (A) Androsporos em P. foetida
var. foetida; (B) Androfito I com nticleo na posi¢ao submediana em P.
palmeri var. sublanceolata; (C) Androéfito I com nlcleo proximo a
parede nos hibridos UESC-HD13; (D) Andréfito com nucleos de
mesmo tamanho (seta) nos hibridos UESC-HD13; (E) Andréfito com
um micronucleo (seta) em P. foetida var. foetida; (F) Andréfito com
dois micronucleos (seta) em P. palmeri var. sublanceola.

Posi¢do nuclear dos gametofitos em genitores e hibridos F; UESC-
HD13 de Passiflora associada a distancia média do nticleo a parede do
GP *Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (P < 0,05).

Curso diurno da radiagdo fotossinteticamente ativa (RFA), temperatura
e umidade relativa do ar, de cada tratamento de sombra, medidos ao
nivel da extremidade superior das plantas entre 8 as 18 h.

Curvas de resposta da taxa fotossintética liquida (4; pmol CO, m™ s™)
a radiagdo fotossinteticamente ativa (RFA; umol fotons m” s'l) em
hibridos interespecificos F; ornamentais de passifloras, UESC-HD13-
141 (A) e UESC-HD13-133 (B) cultivadas em diferentes niveis de
sombreamento, aos 170 dias ap0s a aplicacao dos tratamentos.

Variaveis de emissdo de fluorescéncia da clorofila em hibridos
interespecificos F; ornamentais de passifloras, UESC-HD13-141 e
UESC-HD13-133, cultivadas em diferentes niveis de sombreamento,
aos 170 dias apds a aplicacdo dos tratamentos. Valores médios de trés
repeti¢des. *Médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas nao
diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

xi

118

119

122

125

141

147

149



Tabela 3.1.

Tabela 3.2.

Tabela 3.3.

Tabela 3.4.

Tabela 4.1.

Tabela 4.2.

Tabela 4.3.

Tabela 4.4.

LISTA DE TABELAS

Morfometria cromossomica dos genitores e hibridos F; UESC-HD13
de Passiflora, evidenciando o comprimento médio do brago longo
(BL), brago curto (BC), satélite (SAT), comprimento total do
cromossomo* (CT) (um), e razdo entre os bragos (r) e classificagdo
(CLASS) dos cromossomos segundo o posicionamento do
centrdmero, em metacéntrico (M) e submetacéntrico (SM).

Resumo da ANOVA para a caracteristica comprimento dos
cromossomos em genitores e dois grupos de hibridos F; UESC-HD13
(2n =22 e 2n = 20) de Passiflora.

Resumo da ANOVA para o comprimento de cada par cromossomico
entre os genitores e dois grupos de hibridos F; UESC-HD13 (2n = 22
e 2n = 20) de Passiflora.

Formulas cariotipicas, comprimento médio dos cromossomos (),
posicdo dos microssatélites (SAT; braco e cromossomo),
comprimento do lote haploide (CLH) e indice de assimetria
cromossomica (TF%) em genitores e hibridos F; UESC-HDI13 de
Passiflora.

Valores médios do nimero de quiasmas terminais (QT), intersticiais
(QD) e totais (QTT), e indice de recombinacdo (IR) em genitores e
hibridos F; UESC-HD13 de Passiflora.

Resumo da ANOVA para as caracteristicas quiasmas terminais (QT),
quiasmas intersticiais (QI), quiasmas totais (QTT) e indice de
recombinagdo (IR) em genitores e dois grupos de hibridos F; UESC-
HDI13 (n =11 e n=10) de Passiflora.

Valores percentuais médios de células observadas em cada fase da
meiose [ em genitores e hibridos F; UESC-HD13 de Passiflora.

Valores percentuais médios de células observadas em cada fase da
meiose Il em genitores e hibridos F; UESC-HDI13 de Passiflora.

Xii

46

49

49

51

74

75

75

76



Tabela 4.5.

Tabela 4.6.

Tabela 4.7.

Tabela 4.8.

Tabela 4.9.

Tabela 4.10.

Tabela 5.1.

Tabela 5.2.

Tabela 5.3.

Resumo da ANOVA para a caracteristica indice meidtico em
genitores ¢ hibridos Fy UESC-HD13 de Passiflora .

Resumo da ANOVA para as caracteristicas corabilidade e viabilidade
dos graos de pdlen (GP) em genitores e hibridos F; de Passiflora: GP
viaveis e GP inviaveis do Tipo 1 (vazio), Tipo 2 (contraido) e Tipo 3
(Pulverizado) com solug@o de Alexander e Diacetato de Fluoresceina.

Valores percentuais médios, minimos (Min) e maximos (Max) de
graos de polen (GP) vidveis e invidveis em genitores e hibridos F;
UESC-HD13 de Passiflora obtidos por meio de teste com Diacetato
de Fluoresceina.

Valores percentuais médios, minimos (Min) e maximos (Max) de
graos de polen (GP) vidveis e inviaveis T; (vazio), T, (contraido) e Ts
(pulverizado) em genitores e hibridos F; UESC-HD13 de Passiflora
obtidos por meio de teste com solucao de Alexander.

Resumo da ANOVA para a caracteristica comprimento dos graos de
polen (GP) viaveis e Inviaveis (IN) Tipo 1 (vazio), Tipo 2 (contraido)
e Tipo 3 (Pulverizado) em genitores e hibridos F; UESC-HDI13 de
Passiflora

Valores médios, minimos (Min) e maximos (Max) dos comprimentos
(um) de graos de polen (GP) viaveis e inviaveis T1 (vazio), T2
(contraido) e T3 (pulverizado), em genitores e hibridos F; de
Passiflora.

Estadgios do desenvolvimento dos microgamet6fitos em genitores e
hibridos F; UESC-HDI13 de Passiflora associado aos valores
maximos e minimos, médias e desvio padrdo (dp) dos comprimentos
de botdo e antera (mm).

Resumo da ANOVA dos estagios de desenvolvimento do grdo de
polen dos genitores e hibridos F; UESC-HDI13 de Passiflora
associado aos valores mdximos e minimos e médios dos
comprimentos de botdo e antera (mm).

Analise de correlagdes de Pearson entre as varidveis comprimento do
botdo (CB) e comprimento da antera (CA) em genitores ¢ hibridos F;
UESC-HD13 de Passiflora.

xiil

81

85

86

87

88

88

115

120

121



Tabela 5.4.

Tabela 5.5.

Tabela 5.6.

Tabela 5.7.

Tabela 5.8

Tabela 6.1.

Tabela 6.2.

Tabela 6.3.

Freqiiéncia (%) do niimero de nucleos observados em células de
andrésporos e androfitos em genitores e hibridos F; UESC-HD13 de
Passiflora.

Valores médios, maximos ¢ minimos do comprimento do botdo (CB)
e da antera (CA) (mm), largura (LG) e comprimento (CG) do
gametdfito (um) e da distancia do nucleo (DN) a parede do gametofito
(um) em genitores e hibridos F; UESC-HD13 de Passiflora.

Resumo da ANOVA do comprimento do botao (CB) e da antera
(CA) (mm), largura (LG) e comprimento (CG) do gametéfito (um) e da
distancia do nucleo (DN) a parede do gamet6fito (um) em genitores e
hibridos F; UESC-HD13 de Passiflora.

Valores médios das varidveis comprimento (CG), largura (LG) e
distancia do nucleo (DN) a parede do gametdfito em relagdo a
posicdo do nucleo (um) em genitores e hibridos F; UESC-HDI13 de
Passiflora.

Associagao das secgdes da antera (l6culos 1, 2, 3 e 4) e as varidveis
de comprimento (CG), largura (LG), e distincia do nucleo (DN) a
parede do gamet6fito (um) em genitores e hibridos F; UESC-HD13
de Passiflora.

Variaveis climaticas referentes ao periodo experimental (novembro
de 2007 a maio de 2008).

Valores médios dos parametros derivados das curvas de respostas a
luz para em hibridos interespecificos F; ornamentais de passifloras,
UESC-HD13-141 ¢ UESC-HD13-133, cultivadas em trés niveis de
sombreamento, aos 170 dias ap6s a aplicacdo dos tratamentos.

Valores médios da taxa fotossintética liquida (4), condutincia
estomatica (gs), taxa transpiratoria (E) e razdo entre a concentracao
intercelular e ambiente de CO, (Ci/C,) em hibridos interespecificos
F, ornamentais de passifloras, UESC-HD13-141 e UESC-HD13-133,
cultivadas em trés niveis de sombreamento, aos 170 dias apds a
aplicagdo dos tratamentos, em RFA > 600 pmol fotons m™ s™

Xiv

121

123

124

126

127

142

146

148



SUMARIO

Resumo
Abstract

1. INTRODUCAO

2.  REVISAO DE LITERATURA

CAPITULO I

3. RELACOES CARIOTIPICAS ENTRE OS GENITORES Passiflora
foetida var. foe{ida X Passiflora palmeri var. sublanceolata E HIBRIDOS
INTERESPECIFICOS F; ORNAMENTAIS
RESUMO

3.1. INTRODUCAO

3.2. MATERIAL E METODOS

3.3. RESULTADOS

3.4. DISCUSSAO

3.5. CONCLUSOES

3.6. AGRADECIMENTOS

3.7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

CAPITULO I

4. AVALIACAO DA CAPACIDADE REPRODUTIVA NOS GENITORES
Passiflora foetida var. foetida X Passiflora palmeri var. sublanceolata E
HiBRIDOS INTERESPECIFICOS F; ORNAMENTAIS
RESUMO

4.1. INTRODUCAO

42. MATERIAL E METODOS

4.3. RESULTADOS

44. DISCUSSAO

4.5. CONCLUSOES

4.6. AGRADECIMENTOS

47. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

XV

vii

viii

36

36
37

39

43
51
58

58
59

65

65
66

68
72

90
97

98
98



CAPITULO 111

5.

5.1.
5.2.
5.3.

54.
5.5.

5.6.
5.7.

6.1.
6.2.
6.3.

6.4.
6.5.

6.6.
6.7.

ANDROSPOROGENESE E ANDROGAMETOGENESE
ASSOCIADAS AO TAMANHO DO BOTAO FLORAL E DA ANTERA
NOS GENITORES Passiflora foetida var. foetida x P. palmeri var.
sublanceolata E HIBRIDOS F; ORNAMENTAIS

RESUMO

INTRODUCAO
MATERIAL E METODOS
RESULTADOS

DISCUSSAO
CONCLUSOES

AGRADECIMENTOS
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
CAPITULO IV

EFEITOS DO SOMBREAMENTO NAS CARACT];RiSTICAS
FOTOSSINTETICAS NOS HIBRIDOS INTERESPECIFICOS F;
ORNAMENTAIS ENTRE Passiflora foetida var. foetida x Passiflora

palmeri var. sublanceolata
RESUMO

INTRODUCAO
MATERIAL E METODOS
RESULTADOS

DISCUSSAO
CONCLUSOES

AGRADECIMENTOS
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
CONCLUSOES GERAIS

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Xvi

106

106
107

109
114

128
131

132
132

137

137
138

140
145

150
153

154
154
158

159



1. INTRODUCAO

Originario das Américas (KILLIP, 1938), o género Passiflora L. ¢ o mais
representativo da familia Passifloraceae Juss. (Ordem Malpighiales) (VANDERPLANK,
2000; MILWARD-DE-AZEVEDO; BAUMGRATZ, 2004). Apresenta uma expressiva
diversidade genética, sendo constituido por 21 subgéneros (NUNES; QUEIROZ, 2001) e
cerca de 520 espécies descritas (CERVI, 2005), amplamente distribuidas em regides tropicais
e subtropicais (VANDERPLANK, 2000; ULMER; MACDOUGAL, 2004). O Brasil ¢ o pais
de maior representatividade e centro de origem de cerca de 200 espécies de Passiflora, com o
centro de diversidade localizado notadamente na regido Centro-Norte (LOPES, 1994). Além
disso, possui uma condi¢cdo privilegiada quanto aos recursos genéticos de Passiflora,
possuindo a ampla variabilidade genética a ser utilizada em programas de melhoramento
(MELETTI et al., 2000). Entre os estados brasileiros, a Bahia se destaca apresentando uma
expressiva ocorréncia de espécies do género Passiflora, com 45 espécies relatadas, como a P.
villosa Dombey ex Triana & Planch. e P. galbana Mast. (NUNES; QUEIROZ, 2001).

O género compreende plantas trepadeiras perenes de hdbito herbaceo ou lenhoso,
geralmente com gavinhas, raramente ervas eretas, espécies arbustivas ou pequenas arvores
(VANDERPLANK, 2000; ULMER; MACDOUGAL, 2004). Devido as suas propriedades
agronOmicas, farmacé€uticas e paisagisticas, as espécies de maracuja sdo largamente
conhecidas no mundo. Suas espécies despertam fascinio devido ao exotismo, beleza e
variedade de formatos, tamanho e coloragdo de suas flores e folhas (VANDERPLANK, 2000;
ULMER; MACDOUGAL, 2004). As flores de Passiflora spp. possuem uma beleza
inquestionavel e sdo consideradas por muitos exoticas e complexas, com coloracdo variando
do forte e brilhante ao suave e marcante devido, principalmente, a presenga de corona, que
caracteriza a familia (VANDERPLANK, 2000). Outros atributos estéticos como a
caracteristica excéntrica de suas flores, nimero abundante e florescimento ao longo do ano

acrescenta valor ornamental a estas espécies (SOUZA; PEREIRA, 2003).



Igualmente fascinante ¢ a folhagem exuberante com ampla variedade de formatos,
tamanhos e tonalidades de verde, tendo muitas espécies valor ornamental exclusivamente em
fun¢do da folhagem (SOUZA; PEREIRA, 2003). Estes atributos estéticos agregam valor
ornamental, que adicionado ao apelo religioso como a ‘Flor da Paixdo’, referenciando a
semelhanca da morfologia das flores com os elementos da crucificagdo de Jesus Cristo,
potencializa a utilizagdo das passifloras no mercado de plantas ornamentais (PEIXOTO,
2005).

O uso das passifloras como ornamental ¢ relatado hd cinco séculos, desde sua
introdugdo no ‘Velho Mundo’, por volta de 1625, que se t€ém destacado na Europa e América
do Norte no mercado de sementes e mudas de espécies silvestres e hibridas
(VANDERPLANK, 2000; ULMER; MACDOUGAL, 2004; PEIXOTO, 2005). As
hibridacdes interespecificas vém sendo utilizada desde o séc. XIX para producdo de plantas
ornamentais Unicas nesses paises (VANDERPLANK, 2000; PEIXOTO, 2005). A beleza das
espécies silvestres e hibridos de Passiflora ¢ muito pouco conhecida no Brasil. Esta
problemdtica vem sendo contornada pelo desenvolvimento de programas de hibridacao
especificos para a obtencdo de hibridos ornamentais de Passiflora, pioneiro na Universidade
Estadual de Santa Cruz, desde 2005.

Considerando a variabilidade genética do género, a analise e conhecimento
citogenético permite a selecdo de espécies com genotipos hdbeis ao cruzamento
interespecifico (OHRI, 1998), compativeis somatica e reprodutivamente (SOUZA et al.,
2004), prevendo o sucesso da hibridacao e a viabilidade do hibrido. A condicdo hibrida de
uma planta pode assim ser determinada pelo nimero de cromossomos € comportamento
meiodtico (SOARES-SCOTT et al., 2005). As andlises cariotipicas podem sugerir, ainda,
relacdes filogenéticas e evolutivas num grupo de planta (RUAS, 1989).

As andlises meioticas sdo importantes na confirmac¢do do sucesso do programa de
hibridagdo. O pareamento entre os cromossomos homedlogos, a recombinagdo cromossdmica
e o grau de irregularidades e viabilidade gamética esperada sdo informagdes relevantes e
adquiridas por meio das andlises meidticas (SOUZA et al., 2003b). O pareamento
cromossomico, de acordo com Vanderplank (2000), ¢ muito importante para a exata divisao
dos cromossomos, quando o conjunto diploide de cromossomos em um adulto ¢ reduzido a
um conjunto hapléide nos gametas. Quando tais cromossomos ndo pareiam, os gametas
recebem um numero irregular de cromossomos, € apenas poucos gametas recebem o nimero

correto de cromossomos, puramente ao acaso, o que diminui o nimero de células capazes de



produzir gametas viaveis. Assim, o numero de células vidveis surge em propor¢ao ao aumento
da homologia dos cromossomos parentais (VANDERPLANK, 2000).

Os estudos sobre o pareamento cromossomico, indice meidtico e viabilidade do po6len
permitem analisar a estabilidade meidtica (LOVE, 1951) durante a androsporogénese, ¢ a
formag¢do dos graos de podlen durante a androgametogénese, proporcionando estimar a
capacidade de fertilidade da planta, fenomenos que tém influéncia sobre as caracteristicas
morfoldgicas desejaveis transmitidas de uma geragdo a outra.

O efeito do sombreamento artificial sobre os processos fisiologicos ¢ complexo e
envolve a diminui¢do da intensidade de radiacdo luminosa, variagdo na temperatura, umidade
relativa do ar e do solo (ZANELLA et al., 2006). Nesse contexto, a adaptagao das plantas ao
ambiente de luz depende do ajuste de seu aparelho fotossintético, de modo que a irradiancia
seja utilizada de maneira mais eficiente possivel, sendo as respostas dessa adaptagdo refletidas
no crescimento global da planta (FANTI; PEREZ, 2003). Em passifloras, estudos sobre
respostas fisiologicas ao sombreamento sdo escassos.

Com o presente estudo, objetivou-se obter hibridos interespecificos entre duas
espécies silvestres de potencial ornamental, P. palmeri Rose var. sublanceolata Killip e P.
foetida var. foetida L., confirmar a natureza hibrida por meio de andlises cariotipicas,
meioticas ¢ de desenvolvimento e viabilidade do grao de podlen, além de realizar a
caracterizagdo fisioldgica dos hibridos interespecificos produzidos. Além disso, pretende-se
com este trabalho chamar a aten¢do para o potencial comercial e produtivo das passifloras e
hibridos como plantas ornamentais de interiores na geracdo de renda na agricultura familiar da

regido sul da Bahia.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A FAMILIA PASSIFLORACEAE E O GENERO PASSIFLORA

A familia Passifloraceae Juss. encontra-se atualmente incluida na ordem Malpighiales
(MILWARD-DE-AZEVEDO; BAUMGRATZ, 2004). E uma familia de expressiva
diversidade, composta de 18 géneros e cerca de 630 espécies (VANDERPLANK, 2000). Nao
ha um consenso entre os autores sobre o niimero de espécies incluidas nesta familia. Watson
& Dallwitz (1992) e Vanderplank (2000) apontam 530 espécies em cerca de 18 géneros.
Barroso (1978) aponta 600 espécies em 23 gé€neros e Feuillet (2004) menciona 700 espécies
em 18 géneros.

Sdo, principalmente, trepadeiras, mas hd também arbustos e arvores baixas. As
principais caracteristicas sdo a presenca de gavinhas axilares, glandulas extraflorais ou
nectarios, folhas alternas simples, coroa de estaminddios, gineceu e androceu com base
comum (androginéforo) e sementes ariladas (VANDERPLANK, 2000). Possui distribuicdao
principalmente tropical, mas também ocorre em regides subtropicais, como no norte da
Argentina, Africa do Sul, Australia, Nova Zelandia, América do Norte e Asia
(VANDERPLANK, 2000; ULMER; MACDOUGAL, 2004).

A maioria dos géneros tem distribuicao restrita ao hemisfério ocidental (tribo
Passifloreae D.C.) ou ao hemisfério oriental (tribo Paropsieae D.C.). A exceg¢do a esta
distribuicdo ¢ o género Passiflora, que apesar de ser predominantemente americano, apresenta
muitas espécies registradas também em 4reas do Sul da Asia, Africa e Oceania
(VANDERPLANK, 2000). A tribo Paropsiece ¢ representada por 6 géneros: Androsiphonia
Stapf. e Viridivia Hemsl. & Verdc., que sdo géneros monotipicos; Smeathmannia Sol. ex R.
Br.,, com duas espécies; Barteria Hook.f., com 5 espécies; Paropsiopsis Engl., com 7
espécies; e Paropsia Noronha ex Thouars, a mais numerosa com 10 espécies (CERVI, 1997).

A tribo Passifloriece é representada por 14 géneros. No continente latino-americano a tribo ¢



representada por cinco géneros: Dilkea Mast.,com 6 espécies; Mitostemma Mast., com 3
espécies; Tetrastylis Barb. Rodr., género monotipico (7. ovalis); Ancistrothyrsus Harms, com
2 espécies; e Passiflora L., com cerca de 400 espécies (CERVI, 2007).

No Brasil s3o registrados quatro destes géneros, excetuando-se Ancistrothyrsus
(BARROSO, 1978). Dentre os quais, o de maior representatividade ¢ o género Passiflora,
constituido por 22 subgéneros (KILLIP, 1938) e cerca de 520 espécies descritas no mundo
(CERVI, 2005). Entre os paises de maior representatividade esta o Brasil, centro de origem de
cerca de 200 espécies de Passiflora e o maior centro de distribui¢do geografica do género
localizado na regido Centro-Norte do pais (LOPES, 1994; BERNACCI et al., 2003). O estado
da Bahia se constitui um centro de expressiva diversidade com cerca de 45 espécies relatadas,
dentre as quais, quatro espécies foram citadas pela primeira vez, P. luetzelburgii Harms, P.
villosa Vell., P. rhamnifolia Mast. e Passiflora sp. nov. Outras trés sdo endémicas, P. saxicola
Gontsch., P. bahiensis Klotzsch e P. mucugena Nunes & Queiroz. Ambas as espécies,
Passiflora sp. nov. e P. mucugena, sao espécies novas e¢ endémicas da Bahia, sendo
conhecidas apenas em pequena drea e proxima a cidade de Mucugé (NUNES; QUEIROZ,
2001). Os principais centros de diversidade encontrados no estado ocorrem na Chapada
Diamantina ¢ no Sul da Bahia, em fragmentos de Mata Atlantica em altitudes elevadas
(NUNES; QUEIROZ, 2001).

Assim como para a familia Passifloraceae, hd controvérsias também quanto ao nimero
de espécies incluidas no género Passiflora. Tém-se estimado em mais de 500 espécies
(FEUILLET, 2004; CERVI, 2005) tradicionalmente agrupadas em 22 subgéneros desde o
trabalho de Killip (1938), mas revisdes recentes propdem a existéncia de trés ou quatro grupos
naturais. Numa das classificacdes mais recentes, Feuillet & MacDougal (2003) consideraram
4 subgéneros: Astrophea D.C., Deidamioides (Harms) Feuillet & MacDougal, Decaloba
(D.C.) Rchb. e Passiflora L. Muschner et al. (2003), por meio de analises moleculares os
autores encontraram 3 grandes clados (A4strophea, Decaloba e Passiflora), mas nao
descartaram a possibilidade de existéncia do sub-género Deidamioides. Do ponto de vista da
morfologia das flores e da polinizagdo, esta revisdo possui um aspecto interessante: as
linhagens de Passiflora parecem se subdividir em um clado com flores maiores, Passiflora, e
outros com flores menores, onde estao inclusos Astrophea ¢ Decaloba (MUSCHNER et al.,
2003).

O género compreende plantas comumente conhecidas como maracujas, de origem
tupi-guarani e deriva do termo murukuia que significa “comida preparada em cuia”, numa

alusdao ao formato dos seus frutos, dentre os quais se destacam maracuja-roxo (P. edulis



Sims.f. edulis), maracuja-amarelo (P. edulis Sims. f. flavicarpa O. Deg) e maracuja-doce ou
maracuja-peroba (P. alata Dryander). Tillett (1988) realizou um levantamento historico dos
registros de Passiflora na Europa, mencionando que o primeiro deles seria o de Cieza de
Leon, em 1553, como "granadilla". Este nome foi utilizado em analogia com a roma, Punica
granatum L. (Punicaceae), devido a semelhanga do fruto (CERVI, 1997). Menciona-se
também um registro de Pietro Antonio Michiel, entre 1553 e 1565, da planta ja cultivada na
Italia. Segue-se o primeiro registro taxonomico por Nicolae Monardes, em 1569, e,
finalmente, o envio de flores para o Papa Paulo V, em 1605, por missiondrios catélicos,
afirmando-se que a flor exibia simbolos da crucificacdo de Cristo, de onde se originou 0 nome
latino da planta, ainda comum em espanhol e inglés, fruit de la passion ou passion flower
(ULMER; MACDOUGAL, 2004). A partir deste ano impar, as passifloras foram cultivadas e
propagadas para varios paises catolicos da Europa.

A formalizacdo da interpretagdo legendaria da flor foi feita com as ilustragdes do
historiador e eclesiastico Jacomo Bosio, por volta de 1610, em "La trionfante e gloriosa
Croce", e segundo a qual as estruturas da planta remetiam a crucificagdo de Cristo
(VANDERPLANK, 2000). Entdo, a partir do século XVII comegaram a surgir referéncias
cientificas, destacando-se os trabalhos pré-lineanos de Hernandez, Pluchenet, Plumier e
Tournefort (CERVI, 1997). O nome Passiflora (derivado do latim: passioni flos) foi cunhado
por Pluckenet, embora o género tenha sido oficializado apenas em 1735 por Lineu, na
primeira edicdo do Sistema Naturae (CERVI, 1997). Cervi (1997) publicou um levantamento
historico do estudo da familia Passifloraceae e do género Passiflora no Brasil.

O género ¢ constituido de trepadeiras herbaceas ou lenhosas, ervam eretas, arbustivas
ou arborescentes, e com gavinhas. Sdo plantas hermafroditas, com flores geralmente
entomofilas e grandes, solitarias ou aos pares (cimeiras reduzidas), axilares e normalmente
com trés bracteas, com hipanto, com calice e corola bem distintos, pentameras. O calice
tubuloso herbaceo ou subcarnoso, com cinco sépalas carnosas, membrandceas ou coriaceas, as
vezes dorsalmente corniculadas ou aristadas proéximo ao 4pice. A corola tem cinco pétalas
brancas ou coloridas, membranéceas, alternas as sépalas, livres ou levemente concrescidas na
base, insertas nas bordas do tubo calicinal (ULMER; MACDOUGAL, 2004). A corona ¢
formada de um a cinco verticilos, inserta na base do tubo calicinal e composta por filamentos
diversos dispostos de uma a varias séries concéntricas, de cores vivas e atraentes A corona,
juntamente com o androginoforo, caracterizam a familia Passifloraceae. O ovario ¢ globuloso,
ovoide ou fusiforme, unilocular, com placentagdo parietal ¢ multiovulado. Os estiletes, em

numero de trés, sdo livres ou conatos na base. O androceu formado por cinco estames com



filetes livres, insertos abaixo do ovario, e as anteras sdo dorsifixas (VANDERPLANK, 2000;
ULMER; MACDOUGAL, 2004).

Na maioria das espécies, as folhas sdo simples e alternas, elipticas ou orbiculares,
pecioladas, inteiras ou lobadas, com trés lobos no limbo foliar e trés nervuras. Possuem
margem foliar geralmente inteira, serrada ou dentada, de base arredondada e glabra. As
nervuras principal e secundédria sdo mais salientes na face abaxial e o peciolo mede,
geralmente, de 1 a Scm. Apresentam trés bracteas pequenas ou folidceas, verticiladas e
alternadas no pedunculo, algumas vezes deciduas (VANDERPLANK, 2000; ULMER;
MACDOUGAL, 2004). Os frutos geralmente sao bagas ou capsulas loculicidas, como em P.
rubra L. e P. capsularis L., geralmente indeiscentes, globosos ou ovdides, raramente
fusiformes, de coloragdo amarela, vermelha ou roxa, com grande nimero de sementes. Suas
sementes apresentam arilo mucilaginoso e endosperma oleoso e protéico. S3o, em sua
maioria, compridas, reticuladas, pontuadas ou transversalmente alveoladas, consideradas
ortodoxas ou ortodoxas intermedidrias, tolerantes a perda de umidade (VANDERPLAK,
2000; NUNES; QUEIROZ, 2001; ULMER; MACDOUGAL, 2004).

2.2. POTENCIAL ORNAMENTAL

As passifloras despertam o fascinio nas pessoas devido, principalmente, a extrema
beleza de suas flores (VANDERPLANK, 2000; ULMER; MACDOUGAL, 2004). Sao
consideradas complexas, de coloracdo forte ou suave, principalmente devido a presenca da
corona, caracteristica da familia Passifloraceac (SOUZA; PEREIRA, 2003). Igualmente
fascinante ¢ a ampla variedade de formatos das folhas dentro do género, tendo muitas espécies
valor comercial ornamental somente em fun¢do da folhagem (SOUZA; PEREIRA, 2003). Por
diversas caracteristicas, as passifloras podem ser inseridas na lista de plantas ornamentais,
como flores com caracteristica excéntrica, coloridas, vistosas e exdticas, com coloragao que se
exprime desde o branco ou verde suave, a espetaculares amarelos, azul, violeta, rosa, laranja e
vermelho (ULMER; MACDOUGAL, 2004). Possui um perfume encantador ¢ um numero
abundante de flores (VANDERPLANK, 2000; ULMER; MACDOUGAL, 2004). Estas

plantas, que florescem em abundancia por um periodo prolongado, habitualmente



permanecem abertas por um periodo do dia, excetuando-se algumas espécies como P.
bahiensis Klotzsch e P. eichleriana Mast., cujas flores conservam-se abertas por mais de 24
horas (VIANA et al., 2006a), ¢ P. aurantia G. Forst., P. cinnabarina Lindl. e P. herbertiana
Ker. Gawl.,, que mantém suas flores abertas por até trés dias consecutivos (ULMER,
MACDOUGAL, 2004).

Devido aos atributos estéticos de suas exoticas flores e folhas, e de sua ampla
variabilidade inter e intra-especifica (MELETTI et al., 2000), as passifloras vém sendo
utilizadas na ornamentacao de casas de vegetagdo e jardins europeus desde sua introdug¢ao no
‘Velho Mundo’, por volta de 1625, séc. XVII, pelos jesuitas (ULMER; MACDOUGAL,
2004; PEIXOTO, 2005). Podem ser utilizadas de modo decorativo, com efeito harmonioso
entre vaso e planta (PEIXOTO, 2005; SOUZA, 2006), além de seu uso em cercas, muros,
pérgulas e estufas (VANDERPLANK, 2000; ULMER; MACDOUGAL, 2004). Nos Estados
Unidos e em muitos paises da FEuropa, as passifloras sdo atualmente utilizadas na
ornamentacao de jardins, muros, cercas, pérgulas e estufas (VANDERPLANK, 2000;
RUSHING, 2003), enquanto que em paises de clima tropical, como Brasil e Australia, o
potencial ornamental destas espécies ¢ quase inexplorado (ELLISON, 1999; PEIXOTO,
2005).

Tém se destacado em muitos paises o potencial ornamental de passifloras hibridas,
com sementes largamente comercializadas na internet e em se¢des de jardinagem de mercados

europeus e norte-americanos (http://www.gkexoticplants.com/). O Brasil, apesar da ampla

variabilidade genética existente e do clima tropical favoravel, ndo tem-se destacado neste
prospero mercado de passifloras ornamentais devido, principalmente, a caréncia de programas
de melhoramento para obten¢do de hibridos ornamentais adaptados as diversas regides do
Brasil (SOUZA; PEREIRA, 2003; PEIXOTO, 2005). Os cruzamentos interespecificos no pais
tém dado énfase a transferéncia de genes de resisténcia as doencas que acometem os
maracujazeiros, transferindo genes de espécies silvestres para o maracujad comercial
(JUNQUEIRA et al., 2005).

O uso de passifloras para ornamentag@o no pais, apesar de pouco difundido, encontra-
se associado ao uso nutricional dos frutos dos maracujazeiros no sudeste do Brasil, com as
espécies P. alata Dryander e P. edulis Sims. utilizadas em pérgulas ou cercas para aproveitar
os frutos e ter como bonus a beleza e o perfume da flor. Nas Regides Norte ¢ Nordeste, a
situacdo se inverte, sendo as espécies silvestres P. coccinea Aubl. e P. cincinatta Mast.,

respectivamente, utilizadas por sua beleza per si (PEIXOTO, 2005).



O cultivo de passifloras ornamentais em lugares sombreados ¢ perfeitamente viavel.
Para varandas ou lugares sombreados, pode-se usar P. racemosa Brot. ou P. kermesina Link
& Otto, pela beleza de suas flores e folhas. Apesar de ter sido indicada para uso em cercas
vivas, 0 uso em vasos para a ornamentacao das espécies P. sanguinolenta Mast & Linden, P.
tulae Urb. e P. auriculata H. B. & K. ¢ viavel por apresentarem grande quantidade de flores
abertas e possuir folhas pequenas (PEIXOTO, 2005). Hibridos como P. ‘Jara’, P. ‘Crimson
Tears Duo’ e P. ‘Exclamac’, entre muitos outros, tém sido cultivados em vasos para a

ornamentacao em diversos paises do mundo.

2.2.1. HIBRIDACOES EM PASSIFLORAS

A transferéncia de genes de espécies silvestres para espécies cultivadas por processos
de hibrida¢do interespecifica ¢ de grande interesse para combinacdo genética das espécies,
visando a introgressdo de genes de resisténcia (JUNQUEIRA et al., 2005). O mesmo principio
pode ser utilizado para a obtencdo de hibridos interespecificos ornamentais de beleza impar.
A obtencdo de hibridos interespecificos com variagdo morfoldgica, normalmente
intermedidria as espécies genitoras, ¢ 0 que se requer em programas de melhoramento para
obtencdo de plantas ornamentais. As hibridagdes podem originar individuos com
caracteristicas morfologicas de folhas, flores e frutos de aspectos intermediarios ao dos seus
pais, ou com caracteristicas de um genitor dominando sobre o outro. O hibrido do cruzamento
de P. edulis Sims. f. flavicarpa O. Deg x P. alata Dryander, por exemplo, mostrou um aroma
e sabor superior aos seus genitores € uma quantidade consideravel de sementes nos estudos
realizados por Torres & Martin, 1974, enquanto que os hibridos somaticos obtidos da fusao de
protoplastos do mesofilo de P. edulis. f. flavicarpa e P. incarnata L. exibiram caracteristicas
morfoldgicas intermedidrias aos seus genitores (OTONI et al., 1995)

Deve-se acrescentar a existéncia de hibridos naturais como um processo ocasionado
por diversos fatores evolutivos, mas principalmente devido a auto-incompatibilidade
(SCHIFINO-WITTMANN; DALL’AGNOL, 2002), comum ao maracuja amarelo e outras
espécies (DORNELAS et al., 1995). Como um exemplo do potencial da auto-

incompatibilidade na formacao de hibridos naturais, acredita-se na hipdtese de que P. edulis f.
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flavicarpa seja um hibrido entre P. edulis. Sims. f. edulis e outras espécies relatadas (POPE,
1935; MARTIN; NAKASONE, 1970).

A auto-incompatibilidade impossibilita uma planta de formar semente vidvel quando
fertilizada por seu proprio pélen (SCHIFINO-WITTMANN; DALL’AGNOL, 2002). As
barreiras de incompatibilidade podem ser resultantes do retardamento ou inibigdo do
crescimento do tubo polinico e da falta de germinagdo do grao de podlen ou, apds a
fertilizacdo, ocorre a morte do embrido devida a degeneragdo do endosperma e a esterilidade
total ou parcial das plantas hibridas (PRESTES; GOULART, 1995).

No maracujazeiro, a caracteristica da auto-incompatibilidade ¢ util na produgdo de
hibridos, tornando importante a polinizagdo cruzada. A quebra destas barreiras
interespecificas ¢ um dos mais importantes avancos no melhoramento de plantas
(MAHAEWARAN et al.,, 1986). A técnica de hibridacdo sexuada ¢ limitada pela
incompatibilidade, que se comporta muitas vezes como uma barreira a hibridagio (PAYAN;
MARTIN, 1975). A hibridagdo somatica por fusdo de protoplastos ¢ considerada um método
eficiente em passifloras para superar a barreira da incompatibilidade cruzada entre espécies
(DORNELAS et al., 1995; OTONI et al., 1995). A técnica consiste na capacidade de fundir
protoplastos, células desprovidas de parede celular por agdo enzimatica e isoladas de espécies
ou até géneros distintos, formando individuos polipldides que carregam os alelos de ambos os
pais. Nos hibridos soméaticos expressam-se as caracteristicas controladas por genes
dominantes e co-dominantes (GROSSER; GMITTER, 1990).

Embora hajam dificuldades para a obten¢do de hibridos através da utilizacdo da
hibridagdo sexuada, existe um grande potencial na utilizagdo desta técnica. E uma importante
ferramenta para possibilitar a introgressdo de novos genes de interesse em variedades
cultivadas ou outras espécies. Outra considera¢do importante sobre esta técnica relaciona-se
com a ampla variabilidade genética geralmente liberada nas geragdes subseqiientes
(SIQUEIRA et al., 1988). Além disso, ¢ um método simples e citado por muitos autores com
muitos resultados promissores, como Vanderplank (2000; 2002) e Ulmer & MacDougal
(2004). O método consiste na polinizagdo de uma planta receptora de polen, genitor feminino,
pelo pdlen de outra planta, genitor masculino. Contudo, este procedimento de hibridacao
requer certo cuidado, como a protecao do botao floral no dia anterior, evitando a visita de
polinizadores e a fecundacdo do 6vulo por grios de pdlen (BRUCKNER; OTONI, 1999;
VANDERPLANK, 2000).

Dessa forma, os hibridos de passiflora vém sendo obtidos por hibridacdo sexuada

(VANDERPLANK, 2000; FEUILLET et al, 2000; VANDERPLANK, 2002;
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VANDERPLANK et al., 2003; ULMER; MACDOUGAL, 2004; KING, 2007) ou somatica
(DORNELAS et al, 1995; OTONI et al., 1995), ambas as técnicas relatadas com resultados
promissores em passifloras por diversos autores (RUBERTE-TORRES; MARTIN, 1974;
PAYAN; MARTIN, 1975; VANDERPLANK, 2000; 2002; ULMER; MACDOUGAL, 2004).
Desde o primeiro hibrido de Passiflora produzido, diversos outros foram registrados com a
finalidade de gerar flores para todos os gostos e ambientes. Atualmente, destaca-se como
maior centro de produgdo de hibridos ornamentais a Alemanha, onde o Dr. Roland Fisher tem
produzido passifloras hibridas ornamentais de extrema beleza, com flores maiores e mais
vistosas (PEIXOTO, 2005).

A P. foetida var. foetida L. ¢ uma espécie potencial para ser utilizada em programas de
obtencao de hibridos ornamentais de pequeno porte. Apresenta ampla distribuicdo geografica,
ocorrendo na América Central, nos paises Porto Rico, Jamaica e Antilhas, e amplamente por
toda América do Sul. No Brasil, ¢ encontrada nos estados de Alagoas e, inclusive, em
Pernambuco (KILLIP, 1938). E uma liana herbacea de caule cilindrico estriado caracterizado
por possuir alternas, membraniceas, hastadas a obovadas, dpice agudo, base cordada e
margem ondulada a serreada. Pilosidade esparsa com tricomas glandulares menores que
1,5mm. Trés bracteas verticiladas, iguais ou maiores em comprimento em relagdo as sépalas,
com segmentos mais curtos que a metade da altura do eixo principal, verdes. Flores com
hipanto curto-campanulado, verdes, com sépalas de face externa verde, interna branca a lilés,
oblongas, corniculadas, corno viloso, apice agudo, margem lisa, glandulas ausentes; pétalas
brancas a lilases, oblongas, apice arredondado. Filamentos da corona com até 5 séries. Séries
externas mais longas, cada uma com Icm comprimento, brancas com base vindceas a
azuladas, filiformes, e séries internas mais curtas, cada uma com 2mm comprimento vinaceas
a azulados, filiformes. Flores com forte odor desagraddvel com nectarifero presente.
Androginéforo com. lcm de altura, reto, ovario globoso, hirsuto, e trés estiletes. Fruto
maduro de verde-palido, baga eliptica, piloso. Sementes oblongas, achatadas lenticeladas,
alveoladas ¢ arilo alvo (ARAUJO; ALVES, 2007). Esta espécie floresce duas vezes ao ano,
em julho e nos meses de dezembro a abril. O tempo que P. foetida var. foetida L. levou da
germinagdo até a florescimento foi de aproximadamente dois meses ¢ o desenvolvimento de
botdes florais foi em média de 20 dias (ROZA et al., 2005).

A P. palmeri Rose var. sublanceolata Killip é uma variedade que ja vem sendo
utilizada como genitora em hibridacdes interespecificas para a obtencdo de hibridos
ornamentais nos EUA e Europa (ULMER; MACDOUGAL, 2004), como o hibrido P. ‘Pink
Jewel 1’ Vanderplank (P. palmeri Rose var. sublanceolata Killip x P. foetida L. var.
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hirsutissima Killip) (VANDERPLANK, 2002). Sao origindrias da Guatemala e M¢éxico,
possuindo uma distribuicdo geografica restrita, ocorrendo em Yucatan, Campeche, Quintana
Roo, Baja California e Cidade de Guatemala. No Brasil ¢ considerada uma planta exotica
ornamental. S3o trepadeiras herbaceas de médio porte com flores de grande beleza e
caracterizada por possuir folhas alternas, membranéceas, hastadas a obovadas, apice agudo,
base cordada e margem ondulada a serreada. Follhas pilosas com tricomas glandulares com
cerca de 1,5mm. Flores pentdmeras com até 8cm de comprimento, com sépalas cor de rosa,
oblongas, apice agudo, margem lisa, glandulas ausentes; e pétalas cor de rosa, oblongas, apice
arredondado, margem lisa e glandulas ausentes. Filamentos da corona com séries externas
mais longas e séries internas mais curtas, filiformes e de coloracao branca. Androginéforo
reto, com ovario globoso e trés estiletes. Fruto maduro de coloracdo vermelha, baga eliptica,
pilosa. Sementes oblongas, achatadas, alveoladas e arilo alvo (ULMER; MACDOUGAL,
2004). Esta espécie floresce duas vezes ao ano, em novembro ¢ entre os meses de janeiro a
julho (ROZA et al., 2005). O tempo que P. palmeri Rose var. sublanceolata Killip levou da
germinagdo até a florescimento foi curto, de aproximadamente cinco meses, e a precocidade
no desenvolvimento de botdes florais, em média de 11 dias, ¢ uma caracteristica desejavel ao
mercado de plantas ornamentais, tendo esta espécie grande potencial para comercializagdo e

obteng¢ao de hibridos interespecificos ornamentais brasileiros (SOUZA et al., 2005a) .

2.2.2. HISTORICO DA PRODUCAO DE HIBRIDOS ORNAMENTAIS DE
PASSIFLORAS

Até o século XIX, o cultivo ornamental de passifloras ficou restrito a utilizagdo de
espécies silvestres por mais de dois séculos, desde a introducdo das passifloras no ‘Velho
Mundo’ em 1625. Como por exemplo, P. caerulea L. e P. incarnata L., (PEIXOTO, 2005), as
quais continuam sendo utilizadas (RUSHING, 2003). O primeiro relato de hibridos de
Passiflora surgiu apenas em 1819, quando o inglés Thomas Milne cruzou a P. racemosa Brot.
e P. caerulea L., obtendo o hibrido sexuado que denominou de P. X violacea, segundo a
formula de hibridagdo descrita por Jean-Louis-Auguste-Loiseleur-Destongchamps em 1928
(VANDERPLANK, 2000). A finalidade da obtencdo deste hibrido ainda permanece

desconhecida, acreditando-se que tenha sido originado para fins ornamentais, j4 que somente
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apo6s a obtencdo do primeiro hibrido € que a utilizagdo destes para ornamentagdo se difundiu
pela Europa.

Posteriormente a obtencdo do hibrido P. x violacea Milne diversos outros foram
relatados nos anos seguintes, possivelmente para ornamentagdo, que se difundiu por toda a
Europa. A exemplo tem-se o hibrido sexuado P. x colvillii Sweet, um hibrido de flores
brancas e corona variando do roxo ao branco (FEUILLET et al., 2000), divulgado em 1825,
do cruzamento entre P. caerulea L. (?) x P. incarnata L. (3). O hibrido P. x belotii Pepin,
assim como o anterior, foi relatado no século XIX, em 1849 (primeiro relato), a partir do
cruzamento entre P. alata Dryander (Q) x P. caerulea L. (3). E um hibrido de extrema
beleza, de flores grandes e de pétalas carnosas de coloragdo branca e roxa, € corona que varia
o branco e roxo. E uma planta hibrida de grande porte, de folhas grandes, como do genitor
feminino, que suporta temperaturas de até 5°C (FEUILLET et al., 2000). E um hibrido ainda
comercializado no mercado de sementes hibridas ornamentais

(http://www.gkexoticplants.com/).

Seguindo a escala do tempo, o hibrido P. x decaisneana Hort. ex Planchon foi relatado
em 1853 do cruzamento de P. alata Dryander (Q) % P. quadrangularis L.(3) (FEUILLET et
al., 2000). Aparentemente muito semelhante a P. alata, com flores vermelho-amarronzadas e
corona com bandas marrom, vermelho e branco. O hibrido P. X atropurpurea Nicholson,
relatado em 1886 (primeiro relato), do cruzamento entre P. racemosa Brot. (9) x P.
kermesina Link & Otto () (VANDERPLANK et al., 2003) possui um grande potencial
ornamental, com flores formosas e folhagem muito vistosa. E um hibrido semelhante ao P. x
violacea e muitas vezes confundido com P. x violacea ‘Victoria’. Na verdade, acredita-se que
o hibrido P. ‘Victoria’ € uma sele¢do da P. x violacea Milne. Este hibrido, de facil cultivo e
que suporta temperaturas de até 5° C, possui uma flor grande, de coloragdo rosa variando para
o roxo, com filamentos da corona variando de roxo na base a branco no 4pice (FEUILLET et
al., 2000; VANDERPLANK et al., 2003).

O hibrido P. x exoniensis Masters (FEUILLET et al., 2000), relatado primeiramente
em 1872 no The Gardenrs’ Chronicle, um jornal fundado em 1841, ¢ amplamente utilizado
até hoje em pérgulas de jardins em paises de clima temperado. Este hibrido foi obtido do
cruzamento de P. antioquiensis Karst, (2) x P. mollissima (Kunth) Bailey (), duas espécies
silvestres de beleza fascinante. O hibrido P. X insignis Masters, relatado em 1873, possui
flores de coloracdo rosa, assim como a P. x exoniensis, € corona que varia do roxo ao branco.
Curiosamente, os dois hibridos sdo muito semelhantes na coloracdo e formato de pétalas e

sépalas, diferindo-se na coloracao e tamanho dos filamentos da corona. O padrao de coloracao
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rosa pode também ser observado para um hibrido relatado apenas em 1888 (1901), o P. x
kewensis Nicholson, resultante do cruzamento de P. caerulea L. (Q) x P. raddiana D.C. (3)
(FEUILLET et al., 2000). Este hibrido possui belas flores rosadas com coronas totalmente
brancas. Em 1891 relata-se o aparecimento de P. ‘Smythiana’ Masters, obtido do cruzamento
de P. manicata (Juss.) Pers. (9) x P. mollissima (3. Este hibrido possui uma particularidade
impar, tem preferéncia ao frio, florescendo em temperatura de até -1°C (FEUILLET et al.,
2000).

O hibrido P. caerulea ‘Constance Eliott’ Masters, amplamente utilizado até hoje, foi
relatado primeiramente em 1884 no The Gardenrs’ Chronicle, mas apenas em 1892 seu
cultivo foi generalizado, tornando-se conhecido. Acredita-se numa hibridagdo natural,
envolvendo P. caerulea e outras espécies ndo relatadas (FEUILLET et al., 2000;
VANDERPLANK et al., 2003). Este hibrido foi cruzado com outras espécies e plantas
hibridas, como P. ‘Evatoria’ Laurens, resultado do cruzamento entre P. X decaisneana X P.
caerulea ‘Constance Eliott’, um século depois, em 1992 (FEUILLET et al., 2000). O hibrido

P. caerulea ‘Constance Eliott’ Masters ainda ¢ comercializado no mercado de sementes

hibridas e plantas ornamentais (http://www.gkexoticplants.com/). Ja outros hibridos relatados
para este século, como P. ‘Philippine’ (1851), P. x neumannii Cels & Cels (1838) e P. x
militaris (1899), ndo encontram-se mais disponiveis no mercado (FEUILLET et al., 2000;
VANDERPLANK et al., 2003).

Fechando um século de producdo de hibridos interespecificos, tem-se o P. ‘Margaret
Wilson” Wilson, relatado em 1899, obtido do cruzamento entre P. x buonapartea Baxt. (¥) X
P. caerulea L. (3). Este hibrido ¢ utilizado como ornamental, uma vez que apresenta flores
com 100mm de didmetro, com sépala e pétalas de coloracdo que varia de rosa a lilas, e corona
de beleza intrigante, com coloragdes que variam do azul-acizentado, marrom, tons de roxo e
malva (FEUILLET et al., 2000).

Ao final do século XIX e inicio do século XX houve um aumento consideravel na
obtencao de hibridos com potencial ornamental, como P. ‘Amethysth’ Vanderplank (genitores
desconhecidos); P. ‘Angelo Blue’ Vecchia (P. ‘Amethysth’ (Q) x P. subpeltata (3)); P.
‘Asterix” Vecchia (P. ‘Barbora’ (9) x P. caerulea ‘Constance Eliott” (3)); P. ‘Colet” Sevcik
(P. racemosa (Q) x P. naviculata (3)); P. ‘Coral Glow’ ([P. molissima x P. manicata] (?) x
P. jamesonni (3)); P. ‘Jelly Joker’ Laurens (P. cincinnata (@) x P. umbilicata (3)); P. ‘Klara’
Sevcik ([P. naviculata x P. racemosa] () x P. caerulea ‘Grandiflora’(3)); P. ‘Lady
Margaret’ Skimina (P. coccinea (¥) * P. caerulea ‘Constance Eliott’ (3)); P. ‘Natalia’
Vecchia (P. incarnata (Q) x P. nephrodes (3)); P. ‘Temptation’ Fisher (P. incarnata () x P.
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cincinnata (3)); P. ‘Vlasta’ (P. incarnata () x P. racemosa (J)); entre muitos outros
(FEUILLET et al., 2000; VANDERPLANK, 2002; VANDERPLANK et al., 2003; KING,
2007).

Como ja relatado para alguns hibridos, a resisténcia ao frio ¢ uma caracteristica
potencialmente interessante ao mercado de plantas ornamentais, principalmente em paises de
clima temperado. King (2000), por exemplo, relata a obtencdo de um hibrido sexuado
resistente ao frio, o P. ‘Exel’ King, obtido do cruzamento entre P. edulis Sims. (?) que ¢
pouco tolerante ao frio e P. caerulea L. (&), menos vulneravel ao frio. Apesar dos hibridos
sexuais interespecificos tenderem a assemelhar-se com o genitor feminino, P. ‘Exel’ possui
caracteristicas muito semelhantes a P. edulis (KING, 2000). O hibrido possui pétalas brancas
e filamentos da corona com coloracdo que varia de branco no 4pice a azul e branco na base
(KING, 2000). Por ter-se apresentado resistente ao frio, minimo de 10°C (ano de 2000, EUA),
florescendo abundantemente no periodo de avaliacdo (KING, 2000), P. ‘Exel’ pode ser
indicado para a ornamentacao em lugares mais frios.

O hibrido P. ‘Incense’ Knight (P. cincinnata Mast. x P. incarnata L.) também pode
ser indicado para a ornamentagdo em lugares frios. Obtido pelo acaso, na década de 70, suas
flores sdo grandes e possuem uma coloracdo roxa, com coronas na mesma tonalidade.
Embora, o programa de melhoramento do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
(USDA) ndo ter alcangado completamente o sucesso, uma vez que objetivava obter frutos
mais resistentes e de maior rentabilidade comercial, o programa de melhoramento obteve um
hibrido de flores atrativas e de beleza inquestionavel para o mercado de plantas ornamentais
(KING, 2000).

E o século XXI vem somando consideravelmente a lista de espécies hibridas de
Passiflora com potencial ornamental. Entre os anos de 2004 a 2007, foram registrados 112
hibridos sexuados, tetraploides e poliploides de potencial ornamental (KING, 2007). Dos 35
hibridos registrados em 2004, destacam-se os hibridos P. 'Blue Splash' Lang (P. 'Colet' (¥) X
P. aff. crassifolia (3)); P. 'Tiffani' Fischer (P. incarnata Lorayne' () x P. kermesina (3)); P.
"Paulo' King (P. edulis f. flavicarpa (?) x P. caerulea (3)); P. 'Honeymoon' Fischer (P.
kermesina (Q) x P. gritensis (3)) e o reciproco P. "Magic Maiden' Fischer (P. gritensis (Q) X
P. kermesina (3)); P. 'White Queen' Wouters (P. caerulea 'Constance Eliott' (Q) x P.
eichleriana (3)) e sua forma tetraploide P. 'White Wedding' Fischer & Wouters (P. caerulea
'Constance Eliott' () x P. eichleriana (3)); P. 'Postman' Wills (P. caerulea (?)x P. oerstedii
var. choconiana (3));P. 'Morning Star' Wouters (P. 'Angelo Blu' (9) x P. kermesina (3)); P.
'Swingtime' Wouters (P. 'Pura Vida' (@) x P. amethystina ‘Sao Sebastiao’ (3)) (KING, 2007).
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Em 2005 foram registrados 29 hibridos, podendo-se destacar, por sua beleza, alguns
hibridos, como o P. 'Purple-heart’ Vanderplank (P. amethystina Sdo Sebastido (@) x P.
amethystina (3)); P. "Valerie Bishop' Bishop (P. xviolacea ‘Victoria’ () x P. caerulea (3));
P. 'Cupid’s Blush' Costen (P. ‘Kew Gardens’ (9) x P. xviolacea (unnamed backcross (3));
P. 'Diane King' King (P. xviolacea ‘Victoria’ () x P. loefgrenii ‘Corupa’ (J)); P. 'First
Love' Wouters (P. kermesina (?) x P. oerstedii (3)); P. 'Blue Bride' Wouters (P. incarnata f.
alba (Q) x P. loefgrenii ‘Iporanga’ (3)); P. 'Tropical Showers' Wouters (P. ‘Blaumilch’ (Q) x
P. gritensis (?)); P. 'Grand Duchess' Wouters (P. gritensis (Q) x P. loefgrenii ‘Iporanga’
(2)); P. 'Pink Festival' Wouters (P. gritensis (Q) x P. amethystina (2)); P. 'Sprinkle Rain'
Wouters (P. ‘Blaumilch’ (Q) x P. gritensis (3)); P. 'Bright Eyes' Wouters (P. ‘Angelo Blw’
(Q) x P. kermesina (3)); P. 'Eye of the Storm' Wouters (P. ‘Morning Star’ (Q) x P. gritensis
()); P. 'Alexia' Wouters (P. gritensis (Q) % P. kermesina (3)); o tetraploide P. 'Déja Vu'
Fischer (P. kermesina () % P. caerulea ‘Constance Eliott’ (3)); e o poliploide P. 'Betty
Myles Young' Irvine (P. ‘Clear Sky’ () x P. loefgrenii ‘Iporanga’ (3)) (KING, 2007).

Contrapondo-se aos anos anteriores, em 2006 houve um decréscimo consideravel no
registro de novas espécies hibridas, com apenas cinco hibridos registrados. Entre eles, o
hibrido tetraploide P. "Panda' Fischer (P. ‘Monika Fischer’(?) x P. ‘White Wedding’(3)),
com flores de 10cm de diametro, pétalas e sépalas brancas e corona de coloragdao variando de
branco (apice), roxo escuro (meio) e preto (centro). Merece destaque também o hibrido
poliploide P. 'Lambiekins' Irvine (P. 'Emil Kugler' (Q) x P. loefgrenii 'Iporanga’ (3), com
flores de até 11,5cm de didmetro, levemente perfumadas e que podem permanecer varios dias
abertas. As pétalas de suas flores sdao largas variando do branco ao roxo, as sépalas com
bandas laterais rubras e bandas internas verdes, e filamentos da corona com faixas escuras do
roxo, ao branco e azul. Semelhante a outros hibridos, suporta condi¢des de frio, com
temperatura minima de -8°C (KING, 2007).

Ainda em 2006, o hibrido P. ' Mini Lamb’ Irvine (P. 'Purple Haze' (Q) x P. loefgrenii
'Corupa’ (3)) merece destaque por ter preferéncia a lugares sombreados e a condigdes de frio
(minimo de -5°C). Possui flores em torno de 8.5cm de didmetro, com pétalas variando do rosa
ao roxo ¢ sépalas de coloragdo verde na superficie abaxial e rosa ao roxo na superficie
adaxial. Os filamentos internos da corona possuem coloragdo roxo escuro e os filamentos
externos possuem faixas escuras de roxo, branco e lilas (apice) (KING, 2007).

Para os ultimos anos relatos, 2007 foi o ano de maior registro de hibridos de
Passiflora, com 43 hibridos, sendo 41 hibridos sexuados e dois hibridos tetrapldides. Dentre

os 41 hibridos sexuados com potencial ornamental podemos citar P. 'Bahama Mama' Lang (P.
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‘Colet’ (Q) x P. amethystina (3)); P. 'Blue for you' Lang (P. incarnata (¥) x P. ? (3)); P.
'Flirtation' Vanderplank (P. gritensis (@) x P. loefgrenii ‘Corupa’ (3)); P. 'Neptune'
Vanderplank (P. gibertii (?) x P. subpeltata (3)); P. 'Abigail' Vanderplank (P. amethystina
var. bolosii (Q) x P. loefgrenii ‘Corupa’(3)); P. 'Rosamari' Padron (P. ‘Simpin’ (Q) x P.
loefgrenii ‘Corupa’ (2)); P. "Purple Companion' Wouters (P. ‘Morning Star’ (Q) x P.
amethystina ‘Sdo Sebastido’ (J)); P. 'Ariane' Wouters (P. gritensis () x P. loefgrenii
‘Iporanga’ (3)); P. 'Adoroso' Wouters (P. incarnata f. alba (Q) x P. kermesina (3)); P.
'Contento' Wouters (P. gritensis (Q) % P. amethystina (2)); P. 'Blue Stripper’ Wouters (P.
incarnata (Q) x P. umbilicata (3)); P. 'Dalal' Vecchia (P. amethystina (@) x P. ‘Thuraia’
(2)); P. 'Odette' Vecchia (P. kermesina (Q) x P. miersii (3)). Estes hibridos apresentam
flores que variam de 8 a 13,5cm de didmetro, com exce¢do do P. 'Purple Companion' que
possui flores com cerca de 6cm de didametro (KING, 2007).

Os dois hibridos tetraploides registrados em 2007 apresentam flores brancas, que
variam de 8.5 a 11cm de didmetro, e filamentos da corona que variam sua coloragdo entre o
branco (apice) e o roxo (base). O hibrido P. 'Winterland' Wouters (P. ‘White Wedding’ () x
P. caerulea ‘Emil Kugler’ (2)), diferente do P. 'Sarapito' Padron (P. ‘White Wedding® (Q) x
P. caerulea ‘Emil Kugler’ (&), suporta a temperatura minima de -10°C (KING, 2007).

Em vista do que foi relatado, vale salientar que as passifloras podem ser inseridas no
mercado de plantas ornamentais ndo somente pela beleza de suas flores, mas também pela
variedade de coloracdo e formatos de suas folhas. Além de suas flores exuberantes, os
hibridos P. ‘Pink Jewel 1° Vanderplank (P. palmeri Rose var. sublanceolata Killip x P.
foetida var. hirsutissima Killip), e P. ‘Sarah Aimee’ Vanderplank (P. urbaniana Killip x P.
foetida var. hirsutissima) possuem formosas folhas trilobadas com tricomas, semelhante ao
genitor masculino P. foetida var. hirsutissima (VANDERPLANK, 2002). Da mesma
maneira, alguns hibridos podem ser usados como solugdes paisagisticas de grandes areas,
como em lugares que necessitam de uma grande massa foliar como forma de protecao do solo
exposto (PEIXOTO, 2005). Hibridos como P. ‘Cordelia’ e P. ‘Lady Margaret’ sdo apontados
como solugdes alternativas e paisagisticas para a cobertura de barrancos expostos ao sol e
erosdo (PEIXOTO, 2005).

O cultivo de hibridos de Passiflora também ¢ viavel em vasos médios e de grande
porte, aliados a um suporte adequado e a uma poda criteriosa da planta, de maneira a manté-la
dentro dos limites desejados pelo cultor (PEIXOTO, 2005). Tem-se conhecimento da
utilizagdo de hibridos somaticos para o cultivo em vasos, como o formidavel hibrido P. ‘Pink

Pride> Wouters + P. ‘Pink Sedution” Wouters (http://www.hewo.nl/passiflora%
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20hybrides/Thumbnails.html). Ambos genitores, citados primeiramente em 2000, foram

obtidos do cruzamento entre o hibrido sexuado P. 'Rosa Stern' (9) ¢ a espécie silvestre P.

gritensis  (3)  (http://www.passiflora.it/Registro.htm;  http://www.hewo.nl/passiflora%

20hybrides/Thumbnails.html). P. ‘Jara’ Fisher, ¢ um hibrido tetraploide e de florescimento

abundante, utilizado amplamente no cultivo de vasos (PEIXOTO, 2005). Resultante do
cruzamento entre P. caerulea L. x P. ‘Purple Haze’ (FEUILLET et al., 2000), ¢ um hibrido de
flores belas e vistosas e adaptadas ao cultivo de vasos, e dessa forma um exemplo do sucesso
da indugdo a tetraploidia na obten¢@o de hibridos ornamentais (PEIXOTO, 2005).

Totalizando os registros levantados, verifica-se que foram registrados 685 hibridos até
o ano de 2007 (FEUILLET et al., 2000; VANDERPLANK, 2002; VANDERPLANK et al.,
2003; KING, 2007) com flores exuberantes e vistosas, e com grande potencial para a

ornamentacao.

2.3. ESTUDOS CITOGENETICOS EM PASSIFLORAS

2.3.1. ESTUDOS CARIOTIPICOS

O género Passiflora, bem como os demais géneros de passifloraceas, tem sido muito
pouco estudado citologicamente. As andlises do género Passiflora, em sua maioria,
permanece restrita a identificagdo do nimero cromossomico. Um pequeno numero de
passifloras tem o nimero cromossdmico conhecido, cerca 100 espécies (CUCO et al., 2005),
8 subespécies e 14 hibridos (SOARES-SCOTT et al., 2005). As mais amplas contagens foram
realizadas por Bowden (1945), Storey (1950), Beal (1969a; 1969b; 1973a; 1973b), Raven
(1975), Morawetz (1986), Snow & MacDougal (1993), Melo et al. (2001) ¢ Melo & Guerra
(2003). Segundo Soares-Scott (1998) as informacgdes citogenéticas registradas na literatura,
cerca de 30% das passifloraceas, restringe-se em sua maioria (mais de 20%) a contagem do
nimero cromossdmico. Segundo Melo et al. (2001) esse nimero de espécies representa 16,1%
no género. Essa variacdo esta principalmente relacionada a variagdo no numero de espécies

para o género encontrado na literatura. A escassez de dados cariotipicos, resumindo-se muitas
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vezes a contagem do nimero cromossdmico somatico ou haploide, pode ser em parte
justificada pela dificuldade de coleta e germinagdo de sementes das espécies e pelo pequeno
tamanho dos cromossomos nas espécies do género (SOARES-SCOTT et al., 2005).

As espécies do género Passiflora possuem amplitude significativa no nimero de
cromossomos encontrados na literatura, podendo ser agrupadas segundo o numero basico de
cromossomos (x) em trés grupos, X =6, x =9 ¢ x =9 ou 10, onde esta a maior freqiiéncia de
registros (MELO; GUERRA, 2003; VIEIRA et al., 2004; SOARES-SCOTT et al., 2005;
SOUZA et al., 2008). Ha registros também, em menor freqiiéncia, parax =7, 10, 11, 12, 18 ¢
42 (SOUZA et al., 2008). O nimero cromossomico 2z varia no grupo X = 6, havendo espécies
com2n =12, 2n =24, 2n =36 ¢ 2n = 84 cromossomos; no grupo x = 9 com espécies onde 2n
= 18 cromossomos € no grupo x = 9 ou 10 com espécies 2n = 18, 2n = 20, 2n = 22 (SOARES-
SCOTT et al., 2005). Sustenta-se a hipdtese de que x = 6 € 0 numero cromossomico basico
das passifloras, enquanto que x = 9, 10 e 12 seriam niimeros derivados (MELO et al., 2001;
MELO; GUERRA, 2003; SOARES-SCOTT et al., 2005; HANSEN et al., 2006; SOUZA et
al., 2008).

Segundo Hansen et al. (2006), os dois maiores subgéneros da familia Passifloraceae,
Passiflora e Decaloba, tém numeros haploides, » = 9 e n = 6, respectivamente.
Contrariamente, os subgéneros Astrophea e Deidamioides possuem numeros haploides de n =
12 (HANSEN et al., 2006). O subgénero Dysosmia (D.C.) Killip apresenta algumas variagdes
quanto aos numeros cromossomicos relatados. A P. foetida L. representa um caso especifico
de variagdo intraespecifica, com relatos de trés numeros cromossomicos distintos, 2n = 18
(HEITZ, 1927, JANAKI AMMAL, 1945), 2n = 20 (NISHIYAMA; KONDO, 1942;
GUERRA, 1986) e 2n = 22 (BOWDEN, 1945; HARVEY, 1966). Esses resultados parecem
indicar a ocorréncia de aneuploidia na evolu¢do dessa espécie, inferindo-o como parte do
processo evolutivo no género Passiflora (SOARES-SCOTT et al., 2005; SOUZA et al.,
2008). J& o menor numero hapléide encontrado no género, x = 6 (n = 6), sugere a ocorréncia
de poliploidia nos processos evolutivos. Uma possivel hexaploidia foi sugerida para a origem
das espécies com 2n = 36 e poliploidia nas espécies com 2n = 84 (BOWDEN, 1945;
STOREY, 1950). O numero cromossdmico em P. holosericea Ruiz & Pav. ex Mast e P.
lobata (Killip) Hutch. ex MacDougal (2n = 12) pode ter sido originado por disploidia
(SNOW; MACDOUGAL, 1993). As espécies agronomicamente importantes, como P. edulis
Sims. f. flavicarpa O. Deg e P. edulis Sims. f. edulis, possuem 2n = 18. Ha indicacdes

sugerindo que as espécies com 2n = 18 poderiam ter evoluido através da poliploidias ou pelo
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processo inverso, a partir de espécies com 2n = 24 por sucessivas perdas de pares
cromossomicos (SOARES- SCOTT et al., 2005).

Em passifloras, andlises cariotipicas no género indicam variacdo cariomorfologica
intra e interespecificas, com presenca de cromossomos metacéntricos € submetacéntricos e
caridtipo simétrico variavel (BEAL, 1973a; 1973b; MAYEDA, 1997; SOARES-SCOTT,
1998; MELO et al., 2001; SOUZA et al., 2003a; VIEIRA et al., 2004; SOARES-SCOTT et
al., 2005), além de variacdes quanto ao nimero e posi¢do de satélites, nimero e comprimento
dos cromossomos, presenca de constri¢cdo secundaria e NOR (BEAL, 1973a; 1973b; SNOW;
MACDOUGAL, 1993; MAYEDA, 1997; SOUZA et al., 2003a, 2008).

A andlise citogenética, até o presente, demonstra a presenca de cromossomos
pequenos, com comprimento médio variando entre 1,63 a 3,73um (SOARES-SCOTT et al.,
2005). O comprimento maximo foi observado em P. quadrangularis L., 4,51pm (SOUZA et
al, 2003a). Beal (1973a) analisou oito espécies de passifloras agrupadas em trés grupos
distintos, grupo com 2n = 12, 2n = 18, e 2n = 24. Observou que espécies, como P. aurantia
Forst. e P. herbetiana Ker., com 2n = 12, apresentaram o menor comprimento médio dos
cromossomos, variando entre 2,7 a 3,lpum e um comprimento hapléide (CLH) que variou
entre 32,9 a 37,3um. Espécies incluidas nos grupos com 2n = 18, P. maliformis L.e P.
seemannii Griseb, apresentaram maior CLH, variando de 55,9 a 66,9um e com comprimento
cromossomico médio de 3,1 a 3,7um. O mesmo padrao foi observado na espécie com 2n =
24, P. suberosa L., com CLH de 55,1um e comprimento cromossomico médio de 2,3um.
Souza et al. (2003a) analisaram seis espécies de passifloras, P. alata Dryander, P. edmundoi
Sacco, P. malacophylla Mast., P. mucronata Lam., P. galbana Mast. e P. quadrangularis L.,
e encontraram comprimentos cromossomicos que variaram entre 2,06 um em P. malacophylla
(CLH =43,42um) e 4,51um em P. quadrangularis (CLH = 33,58 um).

Em outros estudos semelhantes, com P. edulis Sims. f. flavicarpa O. Deg., P.
amethystina Mikan e P. cincinnata Mast., o comprimento variou entre 3,23 a 1,64um (CUCO
et al., 2005). As espécies com menor CLH atualmente relatadas sdo a P. capsularis L. com
8,03um (MAYEDA, 1997), seguidas por P. misera Kunth, com 9,93um (MELO et al., 2001),
e P. tricuspis Mast., com 10,89um (MELO et al., 2001). A razdo entre os bragos nio ¢
conhecida para maioria das espécies com caridtipos caracterizados (SOUZA et al., 2008).
Dentre as espécies estudadas, os maiores valores foram observados em P. morifolia Mast. (r =
1,72um), P. misera (r = 1,87um) e P. tricuspis (r = 1,67um). Os caridtipos apresentam-se
simétricos, mas com diferengas significativas entre as passifloras. Segundo Soares-Scott et al.

(2005), a relagao entre os bracos apresentam-se variaveis de 1,12 a 1,59um.
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Foram detectadas a presencga de satélites em varias espécies (BEAL, 1973a; SOARES-
SCOTT et al., 2005; SOUZA et al., 2008), com divergéncias na localizagdo ¢ numero de
cromossomos satelitados (SOUZA et al., 2008). Em passifloraceas, encontram-se até trés
pares cromossdmicos satelitados, encontrados no brago longo ou curto dos cromossomos
(SOUZA et al., 2008). Foi detectada a presenga de cromossomos satélites em P. maliformis
L., P. seemannii Griseb. e P. quadrangularis L. (BEAL, 1969a; 1969b), P. edulis Sims., P.
amethystina Mikan, P. alata Dryander e P. gibertii Br. (MAYEDA; VIEIRA, 1995), P.
incarnata L., P. setacea D.C. (SOARES-SCOTT et al., 1998), P. capsularis L., P. misera
Kunth., P. morifolia Mast., P. coccinea Aubl. e P. nitida Kunth (MELO et al., 2001), P.
malacophylla Mast., P. edmundoi Sacco, P. mucronata Lam., P. galbana Mast. (SOUZA et
al., 2003a). Em P. edulis, Mayeda & Vieira (1995) apontam a presenca de dois satélites, e
Soares-Scott et al. (1999) trés satélites. Em P. alata, ha divergéncias na localizagdo dos
cromossomos com satélite. Melo et al. (2001) observaram satélites nos dois pares menores do
cariotipo dessa espécies. Soares-Scott (1998) concordou quanto ao sétimo par, mas indicam a
presenca de satélites no quarto par cromossdmico. Souza et al. (2003a) observaram os
satélites nos pares um e dois.

Alguns autores acreditam que o numero e localizacdo dos satélites sdo caracteristicos
do subgénero. De acordo com Melo et al. (2001), as secgdes Xerogona (Raf.) Killip,
Decaloba D.C. e Cieca (Medik.) Mast., do subgénero Plectostemma Masters, apresentam um
nimero variavel de contricdo secundaria, com numero e posicdo sendo considerada uma
importante caracteristica do subgénero, principalmente da sec¢do Decaloba. Este subgénero ¢
ainda considerado o mais evoluido do género, com P. capsularis L. como unico representante
com TF% (indice de assimetria) caracterizado de 39,55% (MAYEDA, 1997).

Estudos cariotipicos em hibridos de Passiflora, tanto sexuados como somaticos, sao
muito pouco freqiientes. O nimero cromossdomico conhecido, para a maioria dos hibridos
obtidos, ¢ de 2n = 18 e originado de cruzamento sexuado ou somatico, envolvendo espécies
de interesse agrondmico (SOARES-SCOTT et al., 2005). Esses hibridos sexuais mostraram
compatibilidade interespecifica, ja que apresentaram alguma fertilidade na parte masculina ou
feminina, apesar de ndo produzirem frutos, sugerindo que podem ser espécies relacionadas e
com origens em comum. Para os hibridos sexuados relatados, o hibrido P. edulis Sims. f.
flavicarpa O. Deg. x P. setacea D.C. apresenta varidveis cariotipicas intermediarias e nimero
cromossomico idéntico aos genitores (SOARES-SCOTT, 1998). Outros hibridos tém seu
numero cromossdmico conhecido, entre eles P. maliformis L. x P. laurifolia L. (STOREY,

1950) e P. racemosa Brot. x P. coccinea Aubl. JANAKI AMMAL, 1945; STOREY, 1950)
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com 2n = 18, P. quadrangularis L. x P. racemosa Brot. (BECKETT, 1960) com 2n = 27
(SOUZA et al., 2008).

2.3.2. COMPORTAMENTO MEIOTICO E VIABILIDADE POLINICA

As andlises meioticas realizadas por procedimentos de conhecimento do
comportamento meiodtico e de viabilidade do pdélen devem preceder as hibridagdes, uma vez
que fornecem informacdes importantes sobre o efeito do pareamento cromossémico em
hibridos, recombinacdo cromossdmica e grau de irregularidades e viabilidade gamética
esperados para as plantas hibridas de Passiflora (SOUZA et al, 2003b). Os estudos sobre o
pareamento cromossdmico, indice meidtico e viabilidade do pdlen permitem analisar a
estabilidade meidtica (LOVE, 1951) durante a microsporogénese, e a formagao dos graos de
polen durante a microgametogénese, proporcionando estimar a capacidade de fertilidade da
planta, fatores que tém influéncia sobre as caracteristicas morfologicas desejaveis transmitidas
de uma geracdo a outra. A viabilidade polinica ¢ considerada por muitos autores uma
importante ferramenta de medida de fertilidade do gametofito masculino e que pode ser
determinada pela utilizagdo de diversas metodologias e corantes (OLIVEIRA et al., 2001). A
corabilidade polinica, viabilidade ou fertilidade do pdlen pode ser verificada a partir de
técnicas pouco onerosas. Podem ser constatadas: i) pela coloragdo com carmim acético (1%),
onde, de modo geral, graos de polen viaveis cora uniformemente em vermelho o citoplasma,
enquanto os graos invidveis apresentam coloracdo amarelo-claro; ii) pelo método de
Alexander (1969), um teste confiavel em estudos de corabilidade do grao de pdlen, ja que
baseia-se em uma metodologia de tripla coloracdo com Laranja G, Fucsina Basica e Verde
Malachita (ALEXANDER, 1969); iii) pelo teste com Diacetato de Fluoresceina (DFA),
corante vital que permite um procedimento fidedigno e baseia-se na presenga de atividade da
enzima esterase; e vi) teste com solucao de iodeto de potéassio (Lugol; [KI), técnica indicada
para graos de polen amilaceos, maduros e frescos (DAFNI, 1992).

Estudos de caracterizacdo meidtica em passifloraceas foram iniciados por Storey
(1950) e Beal (1969a; 1969b). Esses estudos evidenciaram o pareamento de nove bivalentes

em P. cincinnata Mast., P. coccinea Aubl., P. gilberti N. E. Br., P. nitida Kunth e P. setacea
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D.C., espécies com 2n = 18. Em outros estudos, as espécies P. alata Dryander, P. edulis Sims.
f. flavicarpa O. Deg., P. amethystina Mikan e P. cincinnata Mast. (BARBOSA, 1998), P.
setacea D.C. e P. incarnata L. (SOARES-SCOTT et al.,, 2003) tiveram a homologia
cromossOmica observada comprovada devido a presenca de 9 bivalentes. Souza et al. (2003b)
confirmaram a homologia cromossdmica em P. edmundoi Sacco com o pareamento diploide
com 9 bivalentes em 86% das células analisadas, embora tenham sido observados a
ocorréncia de configuragdes diferentes, com 71l e 11V em 11% , 5II e 2IV em 2% e 181 em
1% do total de células analisadas. As espécies com 2n = 18, em geral, apresentam
estabilidade meiotica e alta viabilidade polinica (FERREIRA, 1994), muito embora algumas
irregularidades possam ser observadas, como segregacdo irregular e pontes em anafase
(BARBOSA, 1998) devido as diferentes configuragdes que podem ser observadas. Nas
espécies com 2n = 20, como relatadas em P. foetida var. fluminensis (M. Roem.) Killip e P.
foetida L., observaram-se o pareamento de 10 bivalentes. Ja em outras espécies como mesmo
numero somatico, como P. filamentosa Cav., nao ocorreram formagdao de bivalentes na
maioria das células analisadas. Nessa espécie, a presenga de univalentes foi associada a
segregacdo irregular dos cromossomos aos polos das células, devido principalmente a nao
homologia cromossdmica, resultando em tétrades anormais, com presenga de micronucleos
(OLIVEIRA et al., 1996).

Estudos sobre a freqiiéncia e posi¢do de quiasmas sdo excassos em Passiflora. Souza
(2002) observou que a média total de quiasmas em espécies com n = 6 foi de 6,6, enquanto
que em espécies com n = 9 e n = 12 foram de 10,5 e 12,1, respectivamente. O indice de
recombinagao variou cerca de 16,49% entre espécies com n = 6, 34% entre as espécies com n
= 0, enquanto que, nas espécies com n = 12 a variagdo entre as espécies foi praticamente
nenhuma, apenas 0,7%. O indice meidtico foi inferior a 89% em espécies com n = 12, como
em P. pentagona e P. suberosa, e acima de 92% para as outras espécies estudadas (SOUZA,
2002). O comportamento meiodtico no grupo das espécies com n = 12 foi o tnico considerado
semelhante devido ao niimero de cerca de 12 quiasma por célula. Os quiasmas tenderam a
encontrar-se na posi¢do intersticial e IM foi em torno de 88% (SOUZA, 2002). De acordo
com o Love (1951), as plantas com IM de 90% a 100% podem ser consideradas estaveis
citologicamente, sendo improvavel assegurar a estabilidade em plantas com indice inferior a
90%. Plantas com IM inferior a 90% sdo susceptiveis a proporcionar dificuldades para o
melhorista em cruzamentos interespecificos (SOUZA et al., 2008), estando relacionadas ao

comportamento meiotico incomum, como observada em P. pentagona (SOUZA, 2002).
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Os estudos de comportamento meiotico e viabilidade do poélen, recentemente
realizados em espécies silvestres (SOUZA et al, 2003b; SOARES-SCOTT et al., 2003),
hibridos sexuados (SOARES-SCOTT et al., 2003) e somaticos (BARBOSA; VIEIRA, 1997;
SOARES-SCOTT et al.,, 2003), indicam instabilidade meidtica. Segregagdo irregular dos
cromossomos em metafase e anafase, pontes cromossdmicas na anafase, ocorréncia de
univalentes e multivalentes, falhas na sinapse e na terminalizagdo dos quiasmas,
anormalidades na orientacdo do fuso e assincronismo sdo as anormalidades mais freqiientes
podendo, por exemplo, serem observadas em P. edmundoi Sacco, P. edulis Sims. f. flavicarpa
O. Deg., P. incarnata L. e P. amethystina Mikan (SOUZA et al, 2003b; SOARES-SCOTT et
al., 2003), P. edulis x P. setacea (SOARES-SCOTT et al., 2003), e P. edulis + P. incarnata
(SOARES-SCOTT et al., 2003) e P. edulis f. flavicarpa + P. amethystina (BARBOSA;
VIEIRA, 1997). Essas anormalidades meidticas conduzem a formacdo de produtos pods-
meidticos anormais, como diades, triades e poliades, microgametas, e, por fim, gametas
aneuploides ou poliploides (BARBOSA; VIEIRA, 1997, SOUZA, 2002; SOUZA et al,
2003b), afetando a fertilidade dos gametas (SOARES-SCOTT et al., 2005),
conseqlientemente, invidveis ou estéreis em sua maioria.

Nos hibridos sexuados (P. edulis Sims. x P. setacea D.C.) e somaticos (P. edulis Sims.
+ P. incarnata L.) Soares-Scott et al. (2003) observaram irregularidades meidticas. No hibrido
somatico foram observadas irregularidades desde a fase do paquiteno, com a formacao de dois
nucléolos e diferentes configuragdes cromossomicas observadas em metafase e anafase I.
Multivalentes também puderam ser observadas em diacinese, assim como a presenga de
univalentes ¢ multivalentes em metafase I, e resultou em segregacao irregular (SOARES-
SCOTT et al., 2003). Analises no hibrido sexuado revelaram varias anormalidades meioticas,
incluindo alta freqiiéncia de multivalentes em metafase 1 e segregacdo irregular dos
cromossomos em metafase e anafase 1. No hibrido sexuado ndo foi observado a univalentes
(SOARES-SCOTT et al., 2003). Comparando-se a meiose entre os hibridos analisados por
Soares-Scott et al. (2003), os hibridos somaticos mostraram-se mais irregulares que os
sexuados. Considerando o nimero cromossdomico em ambos os hibridos, hibrido sexuado P.
edulis x P. setacea apresentando com 2n = 18 e hibrido somatico P. edulis + P. incarnata
apresentando com 4n = 36, os autores sugerem que a presenca de multivalentes indicariam a
ocorréncia de recombinagao cromossdmica nos hibridos.

Os hibridos F; P. edulis Sims. f. flavicarpa O. Deg x P. edulis Sims.citados por Lopes
(1994), possuem o mesmo numero cromossdmico dos genitores (2n = 18) e comportamento

meiotico normal, porém com baixa freqiiéncia e porcentagem de quiasmas terminalizados na
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meiose. Em hibridos de P. racemosa Brot. x P. coccinea Aubl., P. maliformis L. x P. caerulea
L. e P. alata Dryander x P. caerulea (STOREY, 1950) a esterilidade gamética foi atribuida,
principalmente, as irregularidades meioticas.

A viabilidade polinica em espécies de Passiflora tem sido superior a 80%
(RUBERTE-TORRES; MARTIN, 1974; SOUZA, 2002; SOUZA et al., 2003b). Em estudos
realizados por Viana et al. (2006b), os autores observaram uma viabilidade polinica com
percentual médio acima de 95%, com solucdo de Alexander, para P. bahiensis Klotzsch,
conhecido como maracuja-da-Bahia, entre os horarios de 9 a 17h, o que ¢ considerado um alto
percentual de viabilidade, pois estd acima de 70% (RUGGIERO et al., 1996). Em P.
micropetala Mart. ex Mast., uma espécie amazodnica de pequeno porte das margens do Rio
Japura, o percentual médio de viabilidade polinica, com solugdo de Alexander foi superior a
80%, dentre os trés horarios analisados, das 7 ou 9h (FONSECA et al., 2006). Viana et al.
(2005) analisaram a P. coriacea Juss., uma espécie de potencial ornamental com flores de
coloragdo amarela e verde, e observaram um percentual médio de viabilidade polinica
superior a 98% em testes histoquimicos com Lugol e acima de 93% com solucdo de
Alexander. Resultados similares foram observados em P. morifolia Mast. (BELO et al.,
2005a) e P. suberosa L. (SOUZA et al., 2005b) com viabilidade polinica acima de 90% em
ambos testes realizados para as espécies, Lugol e solucdo de Alexander. Os graos de podlen
(GP) das espécies de Passiflora reagem positivamente ao lugol (SOUZA et al.; 2003c; 2005a;
2005b; BELO et al.; 2005a; 2005b; 2006; FONSECA et al., 2005; 2006; VIANA et al.,
2006a; 2006b; ABREU et al., 2007a; 2007b; LESSA et al., 2007), confirmando sua
caracteristica amilacea, como substancia de reserva (DAFNI, 1992).

De acordo com Souza et al. (2003b), em P. edmundoi Sacco foi possivel observar dois
tipos de poélen inviaveis, o GP vazio ou tipo 1 (T1) e o GP contraido ou tipo 2 (T2), que
podem estar relacionados com o tipo de ag¢do génica. Com uma porcentagem e diametro
superior de polen T1 em relagdo ao polen T2, os autores sugerem que as irregularidades
meidticas que ocorreram durante androsporogénese eventualmente podem ter sido a principal
causa da inviabilidade polinica nas espécies analisadas, apesar de genes pods-meidticos
estarem também atuando durante androgametogénese (SOUZA et al., 2003b; 2003¢). Estudos
anteriores de comportamento meiotico associaram as irregularidades meidticas encontradas
em algumas espécies Passiflora a percentagem de polen justificando a associacdo relatada por
Souza et al. (2003b). Graos de polens gigantes com células de até 54% maior do que a média

de tamanho normal de polen foi observada em espécies de Passiflora, provavelmente
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indicando a existéncia de irregularidades no processo de desenvolvimento dos GP acarretando
em gametas ndo-reduzidos (SOUZA, 2002; SOUZA et al., 2003b).

Alguns autores como Otoni et al. (1995) relataram alta viabilidade do pdlen nos
hibridos somaticos analisados com valores em torno de 80%, mais do que o esperado devido
as irregularidades meioticas observadas pelos autores. Nos hibridos estudados por Soares-
Scott et al. (2003), os autores observaram alteragdes na formacao e tamanho do grao de poélen
e diminui¢do na viabilidade polinica. A viabilidade polinica média nos hibridos soméaticos foi
de 37,2% e nos hibridos sexuados foi de 65,76%. A partir de mensuragdes do didmetro dos
GP puderam ser identificados cinco tipos nao identificados nos genitores P. edulis Sims. f.
flavicarpa O. Deg + P. incarnata L., GP viaveis grandes ¢ médios, e GP invidveis grandes,
médios e pequenos. O didmetro variou de 59,42um em graos vidveis e 44,42um em graos
inviaveis. No hibrido sexuado P. edulis Sims. f. flavicarpa O. Deg x P. setacea D.C. foram
identificados apenas os tipos observados nos genitores, com GP viavel grande com 65,54pum e
GP inviavel grande com 59,50um (SOARES-SCOTT et al. 2003).

Foi observado a formagdo de alguns multivalentes nos hibridos somadticos entre P.
edulis Sims. f. flavicarpa O. Deg.+ P. amethystina Mikan analisados por Barbosa & Vieira
(1997). Os autores propdem que as formagdes de multivalentes nos hibridos somaticos
analisados podem indicar recombinagdo entre os cromossomos. Vale ressaltar que, de acordo
com Barbosa & Vieira (1997), se em um hibrido somdtico ndo ha pareamento entre
cromossomos homeologos, tais hibridos se comportam, em termos de segregacdo
cromossomica, como individuos diploides, formando bivalentes na metafase. E apesar de
constatarem irregularidades na meiose, observaram em média alta viabilidade polinica nos
hibridos somaticos P. edulis f. flavicarpa + P. amethystina (E + Am) #28, #13 e #12), com
indices superiores a 80%, excetuando-se em um dos hibridos analisados, (E + 4m) #35, com
indice médio de 72,90%. Os autores observaram alta correlagdo negativa entre a viabilidade

polinica e as irregularidades meidticas observadas (BARBOSA; VIEIRA, 1997).
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2.5. RESPOSTAS FISIOLOGICAS AOS DIFERENTES NIVEIS DE
SOMBREAMENTO

Alguns estudos tém evidenciado a plasticidade fisiologica de diversas espécies em
relacdo a radiacdo fotossinteticamente ativa (RFA) disponivel, por meio de avaliagdes
fisiologicas em relagdo a diferentes niveis de sombreamento (ALMEIDA et al., 2005). Tais
estudos em passifloraceas permitirdo apresentar propostas que sdo de extrema importancia
para viabilizar propostas de utilizacdo dessas plantas na decoracdo de interiores. No entanto, o
nimero de informacdes na literatura ¢ insuficiente, em decorréncia do grande numero de
espécies de Passiflora e varidveis ambientais envolvidas no Brasil, mas, essencialmente,
devido escassez de estudos realizados em referéncia as respostas fisiologicas destas espécies
aos mais variados niveis de sombreamento.

A luz ¢ um dos fatores que influenciam o crescimento e desenvolvimento das plantas,
fundamentalmente, por ser a fonte primaria de energia relacionada a fotossintese. A
capacidade de crescerem e se desenvolverem quando sombreadas ¢ um mecanismo importante
de adapta¢do das plantas, o que constitui uma preciosa estratégia para escapar as condi¢des de
baixa intensidade luminosa (MORAES NETO et al., 2000). A adaptacdo das plantas a este
ambiente depende de ajustes no seu aparelho fotossintético, de maneira que a baixa
irradiancia seja utilizada do modo mais eficiente possivel. O sucesso na adaptagdo de uma
determinada espécie a ambientes com baixa ou alta irradidncia estd diretamente associado a
eficiéncia na particdo dos fotoassimilados para diferentes partes da planta, assim como, na
rapidez em ajustar as varidveis morfofisioldgicas no sentido de maximizar a aquisicdo dos
recursos primdrios (DIAS-FILHO, 1997).

A fotossintese de plantas em ambientes sombreados requer a maximizacdo da
quantidade de luz (f6tons) absorvida, somadas a uma perda de CO, pela respiragdo (ZHANG
et al., 2003). Por isso, plantas de sombra apresentam adaptagdes no aparato fotossintético,
alterando a razao fotossistemas I/II (PS1/PS2) ou mudando os complexos antenas de captagcdo
de luz associados aos fotossistemas, visando manter um equilibrio no fluxo de energia por
meio desses dois fotossistemas. J& em outras plantas de sombra, em vez de alterar a razio
entre os fotossistemas, adicionam mais clorofila no complexo antena do PS2 (TAIZ;
ZEIGER, 2004). Em elevadas irradiancias, as quantidades de Rubisco e de xantofilas, assim

como o centro de reagdo de PS2, sdo aumentadas com a expansao do complexo coletor de luz
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(TAIZ; ZEIGER, 2004). A capacidade fotossintética ¢, dessa maneira, uma caracteristica
intrinseca de cada espécie vegetal e suas condigdes de cultivo, e dependente, basicamente, da
quantidade de Rubisco presente nos cloroplastos (BJORKMAN, 1981; LARCHER, 2000).
Em plantas de sol, pode-se observar ainda um decréscimo no rendimento quantico de PS2
(Fv/Fn; onde F, = fluorescéncia variavel e F,, = fluorescéncia maxima). Essa relagdo
demonstra quais as condigdes das plantas quanto ao aparato fotossintético, com valores entre
0,75 e 0,85 indicativos de eficiéncia de conversdo da energia luminosa de PS2 (TAIZ;
ZEIGER, 2004).

A irradiancia na qual as folhas alcangam o ponto de compensagao da luz varia também
conforme a espécie e condicdo de desenvolvimento em que a planta ¢ submetida. Os pontos
de compensacdo de luz em plantas de sol sdo superiores aos encontrados em plantas de
sombra, variando entre 10 a 20pumol fétons m?s” e entre 1 a Sumol fotons m?s”,
respectivamente. Os valores das plantas de sombra sdo menores, pois as taxas respiratorias
também sao baixas, sendo necessaria uma pequena fotossintese liquida para tornar as trocas
de CO, praticamente nulas. Com a elevacdo do fluxo fotdnico acima do ponto de
compensa¢do, hd um aumento proporcional na taxa fotossintética, saturando entre 500 a
1000pmol fotons m™>s”' na maioria das folhas, podendo-se dizer ainda que os niveis de
saturacao da fotossintese em plantas de sombra sdo inferiores aos encontrados geralmente em
plantas de sol (TAIZ; ZEIGER, 2004).

O aumento do sombreamento provoca também alteragdes nos processos de abertura e
fechamento dos estdmatos. O funcionamento destes estomatos e influenciam diretamente na
produtividade das plantas, uma vez que otimiza as trocas gasosas foliares, controla a absorc¢ao
de CO,, evita a desidrata¢do e regula a temperatura através da transpiracdo (£). Em plantas
mais sombreadas espera-se uma menor condutincia estomatica (gs) e menores quantidades de
estomatos, havendo uma relacdo muito estreita no controle da transpiracdo (TAIZ; ZEIGER,
2004).

Um dos fatores ligados a eficiéncia fotossintética das plantas e a sua adaptabilidade a
diversos ambientes ¢ o teor de clorofila e carotenodides, e de nitrogénio foliar. Além da
concentragdo total dos pigmentos fotossintetizantes (clorofila e carotenodides), a proporgao
entre eles e entre as clorofilas a e b altera em funcdo da irradiancia disponivel a planta. Os
teores de clorofila e carotendides nas folhas sdo utilizados para estimar o potencial
fotossintético das plantas, pela sua ligacdo direta com a absor¢do e transferéncia de energia
luminosa e ao crescimento ¢ a adaptagdo a diversos ambientes (PORRA et al., 1989;

CHAPPELLE; KIM, 1992). Uma planta com alto teor de clorofila ¢ capaz de atingir taxas
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fotossintéticas mais altas, pelo seu valor potencial de captacdo de ‘quanta’ na unidade de
tempo (PORRA et al., 1989; CHAPPELLE; KIM, 1992). Entretanto, as clorofilas encontram-
se em constantes processos de sintese e degradagdo (fotooxidagdo). Sob radiagdes intensas, o
processo degradativo ocorre de forma pronunciada (KRAMER; KOZLOWSKI, 1979;
WHATLEY; WHATLEY, 1982; BRAND, 1997; ALVARENGA et al., 1998), enquanto que
sob condicdes de sombreamento, as concentragoes foliares de clorofilas tendem a aumentar
(BRAND, 1997, ALVARENGA et al., 1998; FONTES; SILVA, 2001; FERRAZ; SILVA,
2001).

Os carotenoides sdo tetraterpenos de cores vermelha, amarela e laranja, que agem
como pigmentos acessorios na fotossintese e protegem os tecidos fotossintéticos contra a
fotoxidacdo. Além de sua funcdo como pigmento acessdrio, os carotendides desempenham
um papel essencial na fotoprotecdo (TAIZ; ZEIGER, 2004). Se grandes quantidades de
energia absorvida pelos pigmentos ndo puderem ser armazenadas pela fotoquimica, as
membranas fotossintéticas podem ser facilmente danificadas; esta ¢ a razao de necessidade de
um mecanismo de protecdo (TAIZ; ZEIGER, 2004). Estresse devido a alta luminosidade ¢
freqliente sob condigdes tropicais e as concentragdes de clorofila e carotendides nas plantas
sdo indicativos da acgdo deste fator sobre as mesmas (STRAUSS-DEBENEDETTI; BAZZAZ,
1991). A concentracao clorofila e de carotendides por centro de reacdo tendem a aumentar
com a reducdo da irradidncia (FERRAZ; SILVA, 2001), e assim, folhas adaptadas a sombra
possuem uma menor relacdo clorofila a/b do que as adaptadas ao sol (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Embora poucos estudos relacionem a concentracdo de nitrogénio foliar com trocas
gasosas sob diferentes niveis de irradidncia (ELLSWORTH; REICH, 1992; ALMEIDA,
2001), o conteudo de nitrogénio foliar ¢ maior nas folhas de sol do que nas folhas sombreadas
na maioria das espécies (ABRAMS; MOSTOLLER, 1995). Entretanto, varios autores
observaram que o conteudo de nitrogénio foliar, quando baseado na massa foliar, o resultado
¢ inverso, sendo maior o conteudo nas folhas crescidas sob baixas intensidades luminosas
(HOLMES; COWLING, 1993; DIAS FILHO, 1997).

O crescimento de uma planta pode refletir a sua capacidade de adaptagdo as condigdes
de radiacdo adversas do ambiente em que estdo se desenvolvendo. Geralmente, as
caracteristicas de crescimento sdo as variaveis mais utilizadas para inferir o grau de tolerancia
ou de intolerancia das espécies a baixa disponibilidade de luz (SCALON et al., 2002).
Acredita-se que as espécies tolerantes ao sombreamento apresentem um crescimento mais
lento em relacdo as nao-tolerantes, devido as suas taxas metabolicas mais baixas (GRIME,

1977). Vérias caracteristicas constituem parametros para avaliar as respostas de crescimento
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de plantas submetidas a diferentes irradiancias. Dentre essas, a de uso mais freqliente ¢ a
altura das plantas, visto que a capacidade em crescer rapidamente, quando sombreadas, ¢ um
mecanismo de adaptagdo de espécies que procuram por irradidncias maiores (ENGEL, 1989;
MORAES NETO et al., 2000).

Outros parametros morfofisiologicos utilizados sao o didmetro do colo e a produgao de
massa seca. O crescimento em didmetro depende da atividade cambial que, por sua vez, ¢
estimulada por carboidratos produzidos pela fotossintese e hormonios translocados das
regides apicais. Logo, o didmetro de colo ¢ um bom indicador da assimilagdo liquida, ja que
depende mais diretamente da fotossintese (ENGEL, 1989). Assim como a variavel de
diametro do colo, a quantidade total de matéria seca acumulada pela planta ¢ reflexo direto da
producdo fotossintética liquida, somada a quantidade de nutrientes minerais absorvidos
(ENGEL, 1989), possuindo uma correlacdo diretamente proporcional a diminuicdo de
irradidncia, sugerindo uma menor alocacdo de biomassa nas raizes que na parte aérea da
planta. A area foliar correlaciona-se diretamente com a area da superficie fotossintetizante
util de uma espécie, sendo um parametro morfofisioldogico estratégico para se avaliar a
adaptacdo de uma espécie a condi¢des de baixa irradiancia. O incremento da area foliar pelo
sombreamento ¢ uma das maneiras da planta aumentar a superficie fotossintetizante,
assegurando um aproveitamento mais eficiente sob baixas irradidncias (ENGEL, 1989),
compensando, assim, as baixas taxas fotossintéticas por unidade de darea, que sdo

caracteristicas de folhas de sombra (BOARDMAN, 1977; JONES; MCLEOD, 1990).

2.5.1. ESTUDOS FISIOLOGICOS EM PASSIFLORAS

Os estudos da ecofisiologia das fruteiras de clima tropical sdo escassos, com o
conhecimento ainda restrito a algumas espécies agronomicamente importantes em passifloras
(VASCONCELLOS et al., 2005). Vasconcelos et al. (2005) acreditam que o uso mais amplo
das passiflordceas, no ambito comercial, se esbarra na falta de informagdes sobre o
comportamento dessas plantas nas diferentes condi¢des de cultivo.

Os aspectos relacionados ao comportamento ecofisioldégico tém demonstrado que a

produ¢do do maracujazeiro encontra-se confinada a certas épocas do ano, uma vez que sdo
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consideradas plantas de dias longos (VASCONCELLOS et al., 2005; CAVICHIOLI et al.,
2006), necessitando entre 11h (WATSON; BOWERS, 1965; MELETTI, 1996) a 12h de luz
(PIZA JUNIOR, 1993) para florescer. O mesmo ocorre com P. gibertii N. E. Br.. Nesta
espécie, a antese ocorre as 16h, com o fechamento de suas flores as 10h do outro dia
(VASCONCELLOS et al., 2005).

Para Menzel e Simpson (1988), a radiagao solar ¢ o fator ambiental que mais contribui
para as flutuacdes de florescimento e a formacdo de frutos de maracujazeiro. A produgdo do
maracujazeiro ¢ afetada diretamente também por mudangas de temperatura, fotoperiodo e
precipitagdo pluvial (MENZEL; SIMPSON, 1988; 1994), nao se reportando, entretanto, aos
modelos de crescimento vegetativo, ao efeito sobre as taxas fotossintéticas e as relagdes fonte-
dreno das plantas, além do florescimento e pegamento de frutos (VASCONCELLOS et al.,
2005). Menzel & Simpson (1988) verificaram menor producdo do maracujazeiro com a
diminui¢do dos niveis de radiacdo solar, ndo observando flores sob intenso sombreamento.
Verificaram que as plantas submetidas a baixas radiagdes apresentaram maior comprimento
do ramo, quando a radiagio solar global incidente foi elevada para 20,9MJ m?d™.
Aumentaram também a area foliar, o nimero de botdes florais, o nimero de flores abertas € o
peso da matéria seca (MENZEL; SIMPSON, 1988). Os autores acrescentam que periodos
intermitentes de uma a quatro semanas de forte sombreamento, durante um periodo de pleno
sol, induzem efeito residual sobre o crescimento, florescimento e o potencial produtivo da
cultura. Dessa maneira, ocorre uma menor produc¢do de frutos de P. edulis Sims. em fun¢do da
diminui¢do dos niveis de radiagdo solar, sem florescimento sob intenso sombreamento
(MENZEL; SIMPSON, 1994; PIRES, 2008).

O primeiro estudo sobre a influéncia do fotoperiodo no desenvolvimento do
maracujazeiro amarelo foi realizado por Watson & Bowers (1965). Os autores verificaram
maior produtividade da cultura em fotoperiodo acima de 12h de luz, e redu¢do do niimero de
flores com a diminuic¢ao do fotoperiodo. Ainda segundo esses autores, o efeito do fotoperiodo
sobre o crescimento vegetativo foi marcante. Em fotoperiodos menores que 8h e maiores que
16h as plantas apresentaram um aumento acentuado no crescimento, nas varidveis de
comprimento do ramo, comprimento do entrené e numero de nds analisadas, em detrimento
ao florescimento, ao passo que plantas expostas a fotoperiodos de 12h apresentam menor
crescimento, porém maior nimero de flores.

Vasconcelos & Duarte Filho (2000), descreveram a influéncia do fotoperiodo nos
cultivos realizados nas diferentes regides geograficas do Brasil, em condigdes de ndo

limitagdo hidrica. No Norte do pais (0° latitude) as plantas crescem e florescem
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continuadamente, devido a pouca variacdo da temperatura e fotoperiodo ao longo do ano. No
Nordeste, o crescimento e tempo de florescimento sdo menores, cerca de 10 a 11 meses, em
funcao da latitude, uma vez que esta regido apresenta um inverno mais delimitado, em rela¢ao
ao norte do Brasil, com uma pequena redugdo na temperatura e no fotoperiodo. No Sudeste, o
periodo de produg@o ¢ menor em relagdo ao Nordeste, variando de 10 a 8 meses. Nesta regiao
as temperaturas sao mais baixas no outono/inverno ¢ o comprimento do dia diminui mais
acentuadamente. Na regido Sul, os efeitos da temperatura e fotoperiodo sdo fortes, reduzindo
ainda mais o periodo produtivo das plantas, quando comparados com a regido Sudeste
(VASCONCELOS; DUARTE FILHO, 2000). Dessa maneira, no Brasil o periodo produtivo
do maracujazeiro concentra-se nos meses de dezembro a julho, e os maiores pregos da fruta
sdo obtidos entre agosto e novembro, devido a diminuicdo da oferta do produto que esta
relacionada a menor duragdo do periodo luminoso (IES, 1981; PHILIPS, 1989; CAVICHIOLI
et al., 2006).

Menzel & Simpson (1988) relatam que periodos de alta nebulosidade nas regides
tropicais influenciaram a produtividade do maracujazeiro, principalmente se o sombreamento
ocorrer logo ap6s um periodo de alta formacao de frutos, devido a competicdo entre gemas e
frutos em desenvolvimento. O mesmo raciocinio ¢ utilizado por Vasconcellos & Duarte Filho
(2000) para justificar a baixa produg¢do por planta nos plantios adensados, ja que o
sombreamento natural dos ramos diminui o ganho fotossintético das plantas (IES, 1981;
PHILIPS, 1989; CAVICHIOLI et al., 20006).

Em estudos realizados por Vasconcelos et al. (2005), no maracujazeiro-amarelo P.
edulis Sims. f. flavicarpa O. Deg, e em duas passifloraceas silvestres, P. gibertii N. E. Br. e P.
cincinnata Mast., foram observadas uma reducao da fotossintese em cerca de 85 a 95% nas
folhas mais sombreadas e localizadas mais no interior das plantas. A P. gibertii apresentou
valores médios da taxa de fotossintese liquida superiores, cerca de 15umol CO, m™s™. Em P.
cincinnata ¢ P. edulis f. flavicarpa as taxas apresentaram valores médios em torno de
13,5umol CO, m™s™ e 9,5umol CO, m™s™, respectivamente. A baixa irradiancia incidida nas
folhas inferiores interferiu marcadamente na eficiéncia fotossintética destes maracujazeiros
(VASCONCELLOS et al.,, 2005). Da mesma forma, a condutincia estomatica (gs) ¢ a
transpiracao (E) sao afetadas pela localizagao das folhas, levando também a um menor valor
das taxas fotossintéticas dessas folhas pela diminui¢do na abertura dos estomatos
(VASCONCELLOS et al., 2005).

Na avaliagdo da fluorescéncia, os valores do rendimento quantico de PS2 (F,/F,,; onde

F, = fluorescéncia variavel e F, = fluorescéncia maxima) revelaram que nenhuma das



33

espécies estudadas por Vasconcelos et al. (2005), P. edulis Sims. f. flavicarpa O. Deg, P.
cincinnata Mast. e P. gibertii N.E.Br. apresentaram problemas em seu aparato fotossintético,
demonstrando com valores médios na ordem de 80 a 73. Valores de F,/F,, entre 0,75 e 0,85
evidenciam eficiente conversdo da energia luminosa no PS2. Os maiores valores de F,/Fp,
foram observados em folhas localizadas na por¢do mais interna do dossel da plantas em P.
edulis f. flavicarpa e P. cincinnata. Em P. gibertii os valores de rendimento quantico do PS2
sofreram uma pequena variacdo quando a exposicao de irradidncia a qual as folhas estavam
submetidas. Logo, os valores reduzidos observados da taxa da fotossintese liquida foram
limitados pela radiagdo fotossinteticamente ativa (RFA), ja que se as folhas que estavam
localizadas em posicao intermediaria € a sombra (no interior do dossel do maracujazeiro)
recebem quantidade maior de irradiancia sendo possivel o acréscimo na taxa fotossintética
liquida. Folhas sob sombra ndo produzem fotoassimilados adequadamente devido a baixa
irradidncia, comportando-se assim, como um 6rgao-dreno (VASCONCELLOS et al., 2005).

Em estudos similares ao de Vasconcelos et al. (2005), Pires (2008) observou que o
padrdo de resposta em P. morifolia Mast. e P. palmeri Rose ao aumento da fotossintese
liquida maxima (A4max) com o aumento do nivel de RFA, seguido de um declinio de Ay.x sob
pleno sol, tem sido relatado para outras espécies tolerantes a sombra moderada (ALERIC;
KIRKMAN, 2005). Os valores elevados da fotossintese liquida maxima (Amax = 27,06pmol
fotons m™?s™) e taxa respiratdria na auséncia de luz (Ry = 2,12umol fotons m?s?) de P.
morifolia sob 50% de sombreamento, sdo um indicativo da plasticidade fisiologica desta
espécie a adaptar-se em ambientes com reduzida RFA. Para P. suberosa L., observou-se
valores elevados de fotossintese liquida maxima (Amax = 15,13pumol fotons m? s7), taxa
respiratoria na auséncia de luz (Rq = 2,06pmol fotons m™ s™), irradincia de compensagio
(I'vra = 31,8umol fotons m™? s™) e eficiéneia quantica aparente (a = 0,07umol pmol™) sob
pleno sol. O valor elevado de 4, de P. suberosa sob pleno sol, com decréscimos nos niveis
subseqiientes de sombreamento, demonstra a capacidade de aclimatacdo dessa espécie a
ambientes com elevada RFA, indicando que um grande requerimento de energia luminosa
necessario para alcancar Apm.x. Este estudo permitiu caracterizar P. morifolia e P. palmeri
como espécies tolerantes a sombra, enquanto que P. suberosa apresentou caracteristicas de
plantas heliofilas (PIRES, 2008). Os valores de 4 para P. morifolia, P. suberosa ¢ P. palmeri
foram de 21,09, 12,36 e 16,15umol CO; m? s'l, atingidos nos niveis de 50%, pleno sol e 75%
de sombreamento, respectivamente.

Em P. palmeri Rose foi observado fotoinibi¢do a pleno sol, reportando a este processo

a possivel responsabilidade pelo valor extremamente reduzido de g5 em pleno sol (0,07mol
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H,Om™ s™), além de diminuir a taxa de assimilagio (WONG et al., 1979). Os valores da razio
entre as concentragdes de CO, intercelular (mesofilo foliar; C;) e atmosférica (C,) (razdo
Ci/C,) variam de acordo ao habitat, com uma tendéncia de serem mais elevados em espécies
mesomorficas do que em espécies xeromorficas (LLOYD; FARQUHAR, 1994;
EHLERINGER; COOK, 1998), fato observado em estudos de Pires (2008), onde as espécies
tolerantes a sombra P. morifolia € P. palmeri apresentaram valores da razao Ci/C, mais
elevados do que P. suberosa, considerada planta de sol.

Em estudos realizados por Zanella et al. (2006) sobre o desenvolvimento de mudas de
maracujazeiro-amarelo sob sombra, observou-se que o tratamento de 80% de sombra foi o
mais indicado para o crescimento de mudas, ao passo que o aumento do sombreamento
promoveu uma menor relagdo clorofila a/b e acréscimos nas concentracdes de clorofila e
carotendides totais. Estes autores verificaram que a redu¢do na fotossintese, sob radiagdo solar
plena, o crescimento pode ter sido prejudicado também por um aumento da taxa respiratoria
(ROCHA, 2002), diminuindo, conseqiientemente, o ganho de biomassa nos maracujazeiros
(ZANELLA et al., 20006).

O efeito da temperatura sobre o maracujazeiro ¢ refletido na absor¢ao de nutrientes,
conforme constatado por Menzel et al. (1987), quando observaram que o acimulo méaximo de
nutrientes na parte aérea das plantas ocorreu em temperatura diurna e noturna em torno de
25°C e 20°C, respectivamente. Neste estudo os autores relatam que os niveis de potéssio
aumentaram com o aumento da temperatura, enquanto, nitrogénio, enxofre e magnésio
reduziram. Meinke & Karnatz (1990) relatam que hibridos de passifloras quando expostos a
elevacdo de temperatura do ar e do solo, aumentam a area foliar, o nimero de folhas e o
comprimento da planta (MEINKE; KARNATZ, 1990), além de acelerar o desenvolvimento
de flores e da maturacdo, e aumentar a biomassa seca dos frutos e o nimero de sementes
(UTSUNOMIYA, 1992). Observam-se, entretanto, respostas fisiologicas contrarias em
hibridos submetidos a um decréscimo gradativo do potencial hidrico do solo, com a redugao
do peso seco da folha, raiz e caule, da area foliar, do nimero de botdes florais e do tempo de
abertura de flores, em resposta ao estresse hidrico submetido (MENZEL et al., 1986). Turner
et al. (1996) acredita que o déficit hidrico do solo, quando submetidos as plantas, sdo
impactantes na expansao das raizes de Passiflora, reduzindo a expansao foliar e promovendo
maturagao precoce.

Apesar do grande numero de hibridos ja obtidos, o conhecimento sobre a influéncia do
sombreamento na fotossintese, teor de clorofilas e carotendides, condutincia estomatica,

transpiracdo e outras variaveis fisiologicas em hibridos de passifloras sdo escassos. Sabe-se
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que alteracdes nos niveis de irradiancia provocam mudangas na anatomia foliar, na densidade
de estdmatos, na espessura foliar e da epiderme e na espessura do mesofilo, na diminui¢ao da
area foliar especifica e aumento da espessura da cuticula, relatadas para outras espécies
(ASHTON; BERLYN, 1994; COSTA et al., 1998; LEE et al., 2000; COSTA et al., 2001;
TAIZ; ZEIGER, 2004) E tendo conhecimento que folhas com baixa densidade estomatica e
camada grossa de mesofilo sdo caracteristicas tipicas de espécies tolerantes a baixa
irradidncia, conhecidas como plantas C; (TAIZ; ZEIGER, 2004), acredita-se que as
passifloras possam ser classificadas como plantas Cs.

Os dados aqui relatados demonstram as diferengas existentes entre algumas espécies
de passifloraceas sob alguns aspectos fisiolodgicos, com o intuito de influenciar as formas de
manejo das plantas, nas suas diferentes fases de cultivo, com intuito de atingir os maiores
rendimentos de producdo, ou de viabilizar propostas para a utilizagdo de passifloraceas na

decoragao de interiores.
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CAPITULO1

Relagdes Cariotipicas entre os Genitores Passiflora foetida var. foetida x
Passiflora palmeri var. sublanceolata e Hibridos Interespecificos F;
Ornamentais

RESUMO

O género Passiflora L. (Passifloraceae) ¢ constituido por cerca de 500 espécies amplamente
distribuidas nos trépicos e conhecidas como maracujazeiros. Sio mundialmente valorizadas
pelas caracteristicas ornamentais de suas flores e folhagens exuberantes, amplamente
utilizadas em cercas, muros, pérgulas ¢ vasos nos Estados Unidos e Europa. Considerando o
potencial ornamental das passifloras, este estudo teve como objetivo caracterizar o niamero
cromossOomico e a cariomorfologia das espécies P. palmeri var. sublanceolata e P. foetida var.
foetida, utilizadas como genitoras na obtenc¢do dos hibridos interespecificos F; UESC-HD13
de interesse ornamental, e investigar a natureza cariotipica desta progénie. As analises
revelaram que o nimero cromossomico observado divide os tdxons estudados em dois grupos,
com 2n = 22, no qual se incluem os genitores e parte da progénie F;, e com 2n = 20, com o0s
demais hibridos desta progénie, nos quais ocorreu a elimina¢do de dois cromossomos. Os
cariotipos apresentaram cromossomos metacéntricos € submetacéntricos. As formulas
cariotipicas ¢ o comprimento do lote hapléide (CLH; um) para P. foetida var. foetida, P.
palmeri var. sublanceolata, hibrido com 2n = 20 e hibrido com 2n = 22 cromossomos foram,
respectivamente: 20m + 2sm, 12,33; 18m + 4sm, 15,53; 18m + 2sm, 13,64; 16m + 6sm,
12,59. Observou-se a presenca de cromossomos satelitados nos bragos curtos do par 4 de P.
palmeri, ¢ do par 2 de P. foetida ¢ do hibrido com 2n = 22. Nao foram observados
cromossomos satelitados nos hibridos com 2z = 20. O indice de assimetria (TF%) foi superior
aos 40% em todos os taxons analisados, variando entre 41,46% nos hibridos com 2n = 22 a
46,33% nos hibridos com 2n = 20. A eliminagdo cromossdmica ocorreu, provavelmente, por
mecanismos de controle genético nuclear. As andlises das variagdes cariotipicas auxiliaram no

entendimento das variacdes morfoldgicas observadas entre os individuos da progénie F,

UESC-HD13.

Palavras-chave: Cariomorfologia, eliminacdo cromossOmica, caridtipos simétricos,

cromossomos satelitados.
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3.1. INTRODUCAO

As passifloras sdo plantas apreciadas em muitos paises do mundo por seu potencial
ornamental, motivado pela beleza de suas flores e folhagem (ULMER; MACDOUGAL,
2004). O uso das passifloras silvestres para ornamentacdo ¢ citado desde o século XVII,
destacando-se a utilizagdo de hibridos somente dois séculos depois, em 1819, com a obtengao
do primeiro hibrido de Passiflora L., P. % violacea Milne (VANDERPLANK, 2000;
ULMER; MACDOUGAL, 2004). Desde entdo, diversos hibridos com caracteristicas unicas
tém sido produzidos e comercializados no mercado de sementes hibridas (VANDERPLANK,
2000). Cerca de 685 hibridos foram registrados até o ano de 2007 (FEUILLET et al., 2000;
VANDERPLANK et al.,, 2003; KING, 2007). A hibridagdo interespecifica ¢ uma das
alternativas utilizadas para a obtencdo de hibridos ornamentais de passifloras em muitos
paises europeus e norte-americanos, que tém explorado a utilizacdo das espécies silvestres e
hibridas em cercas, muros, pérgulas ¢ vasos (VANDERPLANK, 2000; ULMER;
MACDOUGAL, 2004; PEIXOTO, 2005).

As analises citogenéticas no género Passiflora, em sua maioria, permanecem restritas
a identificacdo do numero cromossomico. Considerando a ampla variabilidade inter e
intraespecifica do género, com cerca de 500 espécies (VANDERPLANK, 2000), um pequeno
numero de passifloras tem o nimero cromossdémico conhecido, cerca 100 espécies (CUCO et
al., 2005), 8 subespécies e 14 hibridos (SOARES-SCOTT et al., 2005).

O numero cromossdmico ¢ um parametro importante na identificagdo do grau de
relacionamento entre espécies (HANSEN et al., 2006). Os estudos de caracterizagdo do
numero cromossdmico conhecidos para o género Passiflora, realizados por Bowden (1945),
Storey (1950), Beal (1969; 1973a; 1973b), Raven (1975), Morawetz (1986), Snow &
MacDougal (1993), Melo et al. (2001), Melo & Guerra (2003) e Vieira et al. (2004) e
identificam nimero de cromossomos varidvel para a maioria das espécies. Segundo Hansen et
al. (2006), os dois maiores subgéneros, Passiflora € Decaloba (antigo Plectostemma, segundo

as regras de IBCN-Caodigo Internacional de Nomenclatura Botanica) tém numeros haploides »



38

= 9 e n = 6, respectivamente. Contrariamente, os subgéneros Astrophea e Deidamioides
possuem numeros hapléides n = 12 (HANSEN et al., 2006). Diversas variagdes nos nimeros
basicos de cromossomos em passifloras ja foram citados, como x =7, 10, 11, 12, 18 e 42, com
ploidias de até 14x (SOARES- SCOTT et al., 2005; SOUZA et al., 2008). Diante destes fatos,
alguns autores chegam a dividir as passifloras em quatro grupos cariotipicos, representados
porx =6,x =9, x =10 e x = 12, sugerindo varios nimeros cromossdmicos como numero
basico do género Passiflora (SOARES-SCOTT et al.,, 2005). Entretanto, sustenta-se a
hipdtese de que x = 6 € 0 numero cromossomico basico, enquanto que x =9, 10 e 12 seriam
nimeros secundarios, derivados (MELO et al., 2001; MELO; GUERRA, 2003; SOARES-
SCOTT et al.,, 2005; HANSEN et al., 2006; SOUZA et al.,, 2008). As aneuploidias e
poliploidias, relacionadas com eventos evoluciondrios, possivelmente, sdo as responsaveis
pela variacdo do nimero cromossomico (MELO et al., 2001; SOARES-SCOTT et al., 2005;
SOUZA et al., 2008).

A hipotese de perdas cromossdmicas no género pode ser sustentada pela existéncia de
espécies com niimeros cromossdmicos intermedidrios, como em P. foetida L., com 2n = 18,
2n =20 e 2n =22 (HEITZ, 1927; NISHIYAMA; KONDO, 1942; BOWDEN, 1945; JANAKI
AMMAL; DARLINGTON, 1945; HARVEY, 1966; GUERRA, 1986a; SOARES-SCOTT et
al., 2005; SOUZA et al., 2008). Em hibridos sexuados esta instabilidade ¢ muito observada
(LEVIN, 2002), e a eliminacdo cromossdmica em hibridos interespecificos ¢ considerada, por
alguns autores, como uma poderosa ferramenta em programas de melhoramento, facilitando a
produgdo de linhas de adigdo e de substituicdo por meio da eliminagdo cromossomica
diferencial (BAPTISTA-GIACOMELLI et al., 2000).

Em passifloras silvestres, andlises cariotipicas intra e interespecificas indicam variacao
na posicdo do centromero levando a cromossomos metacéntricos e submetacéntricos e
caridtipo simétrico variavel (BEAL, 1973a, b; MAYEDA, 1997, MELO et al., 2001;
SOARES-SCOTT, 1998; SOARES-SCOTT et al., 2005; SOUZA et al., 2003), além de
apresentar variacdo também niimero e comprimento dos cromossomos, variagdes quanto ao
nimero e posicao de satélites, e presenca de constricdo secundaria (BEAL, 1973a; 1973b;
MAYEDA, 1997; SNOW; MACDOUGAL, 1993; SOUZA et al., 2003).

As andlises cariotipicas também podem auxiliar na confirmacdo do sucesso da
hibridacdo, uma vez que a condi¢do hibrida de uma planta pode também ser determinada pelo
nimero somatico de seus cromossomos (SHARMA; GILL, 1983; SETHI, 1989).
Presumidamente, quanto mais similar a constituicdo genética € 0 nimero cromossomico entre

as espécies genitoras, maior a afinidade e chances de obten¢do de hibridos interespecificos
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(LEVIN, 2002). Assim, espécies diploides com niimeros cromossomicos diferentes sdo mais
divergentes e tendem a apresentar menor afinidade (LEVIN, 2002).

Como auxilio a caracterizagdo citogenética do banco de germoplasma de Passiflora da
Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC), na Bahia, bem como para a implanta¢do do
programa de melhoramento visando o uso de espécies silvestres na obtencdo de hibridos
interespecificos ornamentais, o presente trabalho objetivou-se conhecer a homologia
cromossOomica das espécies P. foetida var. foetida L. e P. palmeri Rose var. sublanceolata
Killip, com base em andlises cariotipicas nestes € em sua progénie hibrida F; UESC-HD13. A
progénie F; UESC-HD13 foi resultado do cruzamento sexuado entre P. foetida var. foetida

() x P. palmeri var. sublanceolata (Q).

3.2. MATERIAIS E METODOS

3.2.1. MATERIAL VEGETAL

Foram utilizadas as espécies Passiflora foetida var. foetida L. (Figura 3.1A)
proveniente da UENF - Campos de Goytacazes (RJ), e P. palmeri Rose var. sublanceolata
Killip (Figura 3.1B) doada pela EMBRAPA Cerrados — Planaltina (DF), que vém sendo
mantidas no Banco Ativo de Germoplasma (BAG - Passifloras) da Universidade Estadual de
Santa Cruz (UESC), 39°13°59” de longitude oeste e 14°45°15°” de latitude sul, Ilhéus, Bahia,
Brasil. Foram analisados os hibridos interespecificos resultantes do cruzamento entre P.
foetida var. foetida & x P. palmeri var. sublanceolata § (Figura 3.1C; D). A espécie P.
foetida var. foetida foi selecionada como fonte de germoplasma nesse programa de

melhoramento genético para obten¢do de plantas ornamentais por apresentar pequeno porte,



40

Figura 3.1. Flores de genitores e hibridos F; UESC-HD13 de Passiflora. A) P. foetida var. foetida (2n
= 22); B) P. palmeri var. sublanceolata (2n = 22); C) Individuo UESC-HDI13
representando o grupo de hibridos com 2rn = 22; D) Individuo UESC-HDI13
representando o grupo de hibridos com 2n = 20.
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flores pequenas de pétalas brancas e corona branco-lilas, sendo adequada para ornamentagdo
de interiores. A utilizagdo de P. palmeri var. sublanceolata deve-se a beleza das flores de

pétalas rosas e corona branca, e folhagem delicada, com cor verde vivaz.

3.2.2. HIBRIDACOES INTERESPECIFICAS

Para a obtencdo do hibrido interespecifico, cinco gendtipos do genitor feminino P.
palmeri var. sublanceolata (planta receptora de polen) foram fertilizados utilizando-se um
‘bull’ de polen de cinco genotipos de P. foetida var. foetida. Para o controle da polinizagdo,
os botdes florais em pré-antese dos genitores foram selecionados e protegidos com saco de
papel, evitando a visita de polinizadores ou a fecundag@o por graos de polen carregados pelo
vento, conforme indica Vanderplank (2000). No dia seguinte, realizou-se a polinizagao
controlada uma hora apds a antese para evitar polinizacdes em flores sem curvatura no
estigma por ndo estarem ainda receptivas (SOUZA et al., 2004). As anteras dos botdes em
antese de cada espécie foram coletadas separadamente. Apos a polinizagdo, as flores foram
novamente protegidas até 24 h. O cruzamento foi identificado com etiqueta junto a flor
polinizada contendo os seguintes dados: a espécie doadora de pdlen, a espécie receptora de
pélen e data da hibridagdo. Apds cinco dias, foi observada a permanéncia ou abortamento do
botdo floral e de frutos em inicio de desenvolvimento. Os frutos foram envolvidos por redes
de nylon para evitar danos e perdas. Parte das sementes obtidas dos frutos colhidos foi
semeada em bandejas de isopor de 128 células e utilizando-se substrato organico ou areia, em
casa de vegetacdo. A outra parte vém sendo mantida em refrigeracdo, aproximadamente a
10°C. Todas as sementes representantes de um cruzamento foram consideradas sua progénie.
Os genotipos representantes da progénie F; foram codificados apropriadamente, com a sigla
UESC-HD13. Apds a germinagdo, as plantas hibridas foram transplantadas para vasos

contendo 43L de solo com cerca de 30 a 40 dias de vida.
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3.2.3. ANALISE DO CARIOTIPO

Apices jovens de raizes foram obtidos de estacas dos genitores P. foetida var. foetida
(3) x P. palmeri var. sublanceolata (?) e hibridos ornamentais de plantas ja adultas e
transplantadas para vasos contendo 43L de solo. As amostras foram obtidas de estacas de
cinco gendtipos de cada genitor e de estacas de 10 hibridos diferentes. As amostras foram
processadas de acordo com Souza et al. (2003) com modificagdes. As pontas de raizes foram
lavadas em agua destilada e pré-tratadas com 8-hidroxiquinolina 0,002M em temperatura
ambiente (+ 25°C) por 1h, e a + 4°C por 21h. Em seguida, as pontas de raizes foram lavadas
duas vezes em agua destilada, por 5Smin cada, fixadas em Carnoy (etanol - 4cido acético
glacial 3:1) (JOHANSEN, 1940) por 3h em temperatura ambiente, e, apds uma troca da
solucdo, mantidas no proprio fixador a —20°C por pelo menos 24h. Depois de lavadas, as
pontas de raizes foram hidrolisadas em acido cloridrico a 5N por 25min, em temperatura
ambiente, lavadas novamente e transferidas para o Reativo de Schiff por 1h em ambiente
escuro. Para retirada do excesso de coloragao do citoplasma, as pontas de raizes foram
imersas em agua sulfurada (90uL de K,S,05 1% + 2,5uL H,O + 75uL. HC1 1N; GUERRA;
SOUZA, 2002) por 15min. As amostras foram contra-coradas com carmim 2% e as laminas
foram preparadas pelo método de esmagamento com auxilio de agulhas. A transformagao em
permanentes foi realizada imergindo as laminas em 4cido acético glacial 20%, até a liberagao
da laminula, em etanol 80% e 100% por 10seg cada, e secas a temperatura ambiente. Laminas
¢ laminulas foram montadas em meio Neomount”. As metafases foram observadas em campo
claro com microscopio de luz Olympus CX41 e fotografadas com maquina digital Olympus
C-7070, 7.1 MP acoplada ao microscopio.

A determinagdo do niimero cromossomico foi obtida pela andlise de cinco metéafases
em células integras, por tdxon. As mensuragdes foram realizadas com auxilio do programa
Adobe Photoshop CS (versdo 8.0.1). Foram mensurados o comprimento do brago curto (BC),
braco longo (BL) e satélites (SAT). A partir desses dados, foram obtidos os parametros
citogenéticos que permitiram a identificacdo e caracterizagdo dos cromossomos: 7) relacdao
entre bragos (r = brago longo/braco curto); ii) comprimento total do cromossomo (CT = BL +
BC + SAT); iii) comprimento do lote hapléide (CLH = somatério dos comprimentos
absolutos dos cromossomos metafasicos; LEVAN et al., 1964); iv) comprimento médio dos

cromossomos (¥ = XCT/nimero de cromossomos); v) comprimento relativo dos cromossomos
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(R =[CT = CLH] x 100); vi) indice de assimetria (TF% = somatdrio dos bragos curtos do lote
haploide + CLH; HUZIWARA, 1962); vii) formula cariotipica do niimero somatico. Na
mensura¢do dos cromossomos com satélites, o comprimento destes ndo foi adicionado ao
comprimento do brago cromossomico correspondente, mas sim ao comprimento total do
cromossomo (CUCO et al., 2005). Os homologos foram distinguidos com base na posi¢ao do
centrdmero, tamanho absoluto de cada cromossomo e relagdo de bragos.

Os caridtipos foram arranjados de acordo com o comprimento dos cromossomos, em
ordem decrescente, e com a posi¢ao do centrdmero, de acordo com a nomenclatura de Guerra
(1986b), levando-se em conta a razdo entre bragos: metacéntrico, 1,00 - 1,49;
submetacéntrico, 1,50 - 2,99; acrocéntrico, 3,00 - oc; telocéntrico, o«c. Os satélites foram
classificados segundo Battaglia (1955). Os ideogramas foram confeccionados com base nas
médias simples das mensura¢des cromossOmicas realizadas nas cinco metafases, usando-se o
software Microsoft® Office PowerPoint ® 2003 (Versao 7).

Para a avaliagdo de variacdes cariotipicas intra e interespecificas, utilizou-se o
delineamento inteiramente ao acaso (DIC). O esquema do DIC para os genitores se constituiu
de cinco tratamentos (genotipos parentais diferentes), com duas repeti¢des (clones) de cada
tratamento. Para a progénie F; o esquema do DIC se constituiu em 10 tratamentos (plantas
hibridas diferentes) com duas repeti¢des (clones) de cada tratamento. Os dados foram
submetidos a ANOVA e teste de Tukey (P<0,05) utilizando-se o programa computacional
GENES (CRUZ, 2006).

3.3. RESULTADOS

Os procedimentos adotados na caracterizacdo do niimero cromossOmico permitiram
identificar a formacgdo de dois grupos distintos, um grupo com 2z = 22 e outro grupo com 2n

= 20 cromossomos (Figura 3.2). No grupo com 2n = 22 encontram-se os genitores P. foetida



Figura 3.2. Caracterizagdo do nlimero cromossémico em genitores ¢ hibridos F; UESC-HD13 de
Passiflora. (A) P. foetida var. foetida; (B) P. palmeri var. sublanceolata; (C)
Individuo UESC-HD13 representando o grupo de hibridos com 2n = 22

cromossomos; (D) Individuo UESC-HD13 representando o grupo de hibridos com 2n
= 20 cromossomos. (Barra =5 um).
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Figura 3.3. Amostra bimodal dos hibridos F; UESC-HD13 de Passiflora indicando a existéncia
de dois grupos, com valores centrados em dois pontos diferentes do eixo de valores.
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var. foetida (Figura 3.2.A) e P. palmeri var. sublanceolata (Figura 3.2.B) e alguns individuos
da progénie F; com pétalas rosadas (Figura 3.2.C). Os demais individuos da progénie F,;
analisados foram incluidos no segundo grupo observado, com 2n = 20, com pétalas brancas
(Figura 3.2.D). As metafases com numeros inferiores ao valor modal de 2n =22 (69%) e 2n =
20 (64%) (Figura 3.3) ndo foram analisadas por serem consideradas incompletas. Nos
hibridos com 2n = 20 (2n = 22 - 2) ocorreu a eliminag¢ao de dois cromossomos, ja que nao foi
observado heteromorfismo cromossomico.

Os cromossomos de todos os taxons apresentaram tamanho inferior a 2um de
comprimento, enquanto o ultimo par apresentou tamanho proximo ou inferior a 1um (Tabela
3.1; Figura 3.4). Os valores médios do comprimento absoluto dos cromossomos nas plantas
hibridas foram intermediérios aos valores dos genitores P. foetida var. foetida e P. palmeri
var. sublanceolata. Os valores médios dos cromossomos nos hibridos com 2n =22 e 2n = 20
variaram entre 1,44 e 1,55um (par 1) e 0,82 e 1,11um (pares 11 e 10), respectivamente.
Comparando-se os valores absolutos dos comprimentos cromossomicos, foi observada uma
variagao de 28,1% entre o primeiro e ultimo par cromossdmico nos hibridos 2n = 20, inferior
a diferenca encontrada em hibridos com 2n = 22 cromossomos (59,67%). O genitor feminino
P. palmeri var. sublanceolata apresentou os maiores comprimentos cromossémicos, com
valor médio entre 1,83um (par 1) e 1,18um (par 11) e com pouca variagdo entre o maior e
menor par cromossomico (34,97%), enquanto o genitor masculino P. foetida var. foetida
apresentou maior variagdo entre os pares cromossomicos (48,50%), com comprimentos de
1,81um a 0,73um para os pares 1 e 11, respectivamente.

A andlise de varidncia mostrou haver diferenca significativa (P<0,05) entre os
comprimentos cromossdmicos nos hibridos e nos genitores (Tabela 3.2) e entre cada par
cromossOmico entre os tdxons (Tabela 3.3), ndo havendo diferenca significativa (P<0,05)
entre os cariotipos para taxons. A variagdo do comprimento cromossomico entre o primeiro
o segundo par de homologos foi de 6,34% em P. palmeri var. sublanceolata,17,86% em P.
foetida var. foetida, 4,35% no hibrido com 2n =22, e 1,35% nos hibridos 2n = 20. Nao houve
diferenca significativa (P<0,05) no comprimento cromossdmico entre o primeiro ¢ segundo
par, excetuando-se em P. foetida var. foetida. A comparacdo de médias pelo teste de Tukey
(P<0,05) demonstrou haver diferenca entre os cariotipos analisados (3.1). Nao houve
diferenga significativa (P<0,05) entre pares satelitados de P. palmeri e hibrido (QM = 0,0465)
e entre P. foetida e hibrido (QM = 0,02766).

Os taxons apresentaram cariotipos simétricos, com cromossomos de tamanhos

proximos e centromeros medianos e submedianos, € um par de cromossomos satelitados,
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Tabela 3.2. Resumo da ANOVA para a caracteristica comprimento dos cromossomos em
genitores e dois grupos de hibridos F; UESC-HD13 (2n = 22 e 2n = 20) de

Passiflora
Fontes de variagao GL QM CV(%)
Tratamentos  Erro  Tratamentos Erro
P. foetida var. foetida 10 44 0,5055* 0,0025 4,47
P. palmeri var. sublanceolata 10 44 0,2423* 0,0051 5,06
UESC-HD13 (2n =22) 10 44 0,2184* 0,0072 7,42
UESC-HD13 (2n = 20) 9 40 0,1016* 0,0020 3,25

*Significativo pelo teste F (P<0,05).

Tabela 3.3. Resumo da ANOVA para o comprimento de cada par cromossdmico entre os
genitores e dois grupos de hibridos F; UESC-HD13 (2n = 22 e 2n = 20) de

Passiflora
(Continua)

QM dos Pares Cromossomicos

1 2 3 4 5 6 7 8
Taxon 3 0,179* 0,094* 0,069* 0,121* 0,106* 0,144* 0,144* 0,139*

FV GL

Erro 16 0,0075 0,005 0,002 0,0041 0,002 0,001 0,0030 0,003

CV% 5,20 4,90 3,68 4,74 3,77 3,02 4,70 4,94
*Significativo pelo teste F (P<0,05).

Tabela 3.3. Resumo da ANOVA para o comprimento de cada par cromossomico entre os
genitores e dois grupos de hibridos F; UESC-HDI13 (2n = 22 ¢ 2n = 20) de

Passiflora
(Conclusao)
BV GL QM dos Pares Cromossomicos
9 10 11
Taxon 3 0,140%* 0,153* 1,15%
Erro 16 0,004 0,004 0,006
CV% 6,07 6,87 12,29

*Significativo pelo teste F (P<0,05).
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excetuando-se nos hibridos com 2n = 20. Os cromossomos foram classificados em
metacéntricos e submetacéntricos (Tabela 3.1; Figura 3.4). Os cromossomos submetacéntricos
variaram de um a trés pares, sendo os pares 8 e 9 de P. palmeri e par 6 em P. foetida. Nos
hibridos com 2n = 22, trés pares de cromossomos foram submetacéntricos, 3, 6 € 7, € nos
hibridos com 2n = 20, apenas o par 10.

Os caridtipos evidenciaram variagdo nos genitores e hibridos em relagdo ao par
cromossomico portador da constricdo secundéria. Os satélites foram observados nos bragos
curtos do par 4 em P. palmeri var. sublanceolata, no par 2 em P. foetida var. foetida, € nos
hibridos com 2n = 22 cromossomos (Tabela 3.1). Estes satélites puderam ser classificados
como microssatélites, uma vez que apresentam pequenas dimensdes e com didmetros
inferiores ou iguais ao didmetro do cromossomo portador. Nao foi observada a presenca de
satélites nos cromossomos dos hibridos com 2n = 20.

Os pares portadores de satélites nos genitores, ambos metacéntricos, apresentaram
tamanhos muito proximos, 1,52um em P. palmeri var. sublanceolata (par 4) ¢ 1,4 um em P.
foetida var. foetida (par 2). No hibrido com 2n = 22, o par 2 satelitado mediu 1,38um, nao
sendo possivel identificar a sua origem em relacdo aos genitores. O tamanho do par de
cromossomos satelitados do hibrido variou 6,71% quando comparado ao par satelitado do
genitor masculino, e 8,55% quando comparado ao feminino.

A andlise cariomorfoldgica dos cromossomos revelou diferengas entre genitores e
hibridos para as formulas cariotipicas e CLH. Os caridtipos dos hibridos e genitores
apresentaram indice de assimetria inferior a 47 %. Foi observado que o hibrido com 2n = 20
tem o caridtipo mais assimétrico (46,3 %) (Tabela 3.4).

Foram observadas algumas similaridades entre os caridtipos dos genitores e dos
hibridos. O tamanho cromossomico foi muito similar entre os pares 3 e 8 do hibrido com 2n =
22 e de P. palmeri var. sublanceolata. O sexto (0,988um) e sétimo (1,088um) pares de P.
foetida e do hibrido com 2n = 22, e dos pares 9 e 6 de P. palmeri e hibrido com 2n = 22

também apresentaram comprimentos proximos (Tabela 3.1).
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Tabela 3.4. Formulas cariotipicas, comprimento médio dos cromossomos (%), posi¢ao dos
microssatélites (SAT; braco e cromossomo), comprimento do lote haploide (CLH)
e indice de assimetria cromossomica (TF%) em genitores e hibridos F; UESC-
HD13 de Passiflora

Espécies ffr?;‘f;?ca x(um)  SAT CLH TF%
P. palmeri var.

18m + 4sm 1,42 BC/4 15,53 43,98
sublanceolata
P. foetida var. foetida

20m +2sm 1,12 BC/2 12,33 44,61
UESC-HD13 (2n =22) 16m + 6sm 1,13 BC/2 12,59 41,46
UESC-HD13 (2n = 20) 18m + 2sm 1,36 - 13,64 46,33

*BC: brago curto; m, metacéntrico; sm, submetacéntrico.

3.4. DISCUSSAO

Simples estudos do nimero cromossdmico vém auxiliando na identificagdo do grau de
relacdo entre as espécies (LEVIN, 2002). Em Passiflora o conhecimento fica restrito a cerca
de 30% do total de espécies conhecidas (SOARES-SCOTT et al., 2005; SOUZA et al., 2008).
Os genitores P. foetida var. foetida e P. palmeri var. sublanceolata apresentaram um nimero
cromossdmico incomum (27 = 22) em relagdo a maioria das passifloras ja relatadas
(BOWDEN, 1945; STOREY 1950; BEAL, 1969; 1973a; 1973b; RAVEN, 1975;
MORAWETZ, 1986; SNOW; MACDOUGAL 1993; MELO et al. 2001; MELO; GUERRA,
2003; SOUZA et al., 2003), com nimeros que variam entre 2n = 12, 18, 20 e 24 para a
maioria das espécies. Apesar das variacdoes cromossomicas, ¢ provavel que as espécies
representantes do grupo 2n = 22 sejam aneuploides derivados do nimero cromossomico
secundario de passifloras 2n = 24 (HANSEN et al., 2006).

Ha controvérsias quanto ao nimero cromossdémico de P. foetida L. na literatura, com
relatos de 2n = 18 ((HEITZ, 1927; JANAKI AMMAL; DARLINGTON, 1945), 2n = 20
(NISHIYAMA; KONDO, 1942; STOREY, 1950; GUERRA, 1986a; MELO et al., 2001) e 2n
= 22 (BOWDEN, 1945; HARVEY, 1966) cromossomos. O unico representante de suas 22

variedades com nimero cromossodmico caracterizado € P. foetida L. var. gossypiifolia (Desv.)
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Masters (SNOW; MACDOUGAL, 1993), com 2n = 18 ou 2n = 20. Essa variedade ¢
representante da América Central e possui flores brancas e corona variando do rosa ao branco
(VANDERPLANK, 2000).

Segundo Guerra (1988), um dos principais problemas para a citotaxonomia sdao as
contagens cromossOmicas erroneas citadas na literatura, muitas vezes decorrentes do pequeno
tamanho dos cromossomos de plantas, ou decorrentes de identificacdes botanicas incorretas, e
que podem trazer sérios problemas para a interpretacdo dos dados. Melo et al. (2001)
acreditam que P. foetida apresenta constrigdes secundarias proximais em profase e pré-
metafase que, se confundidas com dois cromossomos, conduzem a erros de interpretacao.
Entretanto, segundo Storey (1950), o nimero cromossémico de 2n = 20 possivelmente surgiu
por aneuploidia (tetrassomia; 2n + 2), a partir de plantas com 18 cromossomos, o que
contradiz a suposicdo de Hansen et al. (2006) de que o grupo com 2n = 22 (nulissomia; 2 - 2)
tenha sido originado do grupo com 2n = 24. De uma forma ou de outra, acredita-se que a
variacao intraespecifica encontrada em P. foetida tenha se originado de aneuploidias durante o
processo evolucionario da espécie. Em P. palmeri var. sublanceolata a mensuracdo do
nimero cromossomico 2z = 22 ¢ inédita.

Semelhantes as espécies silvestres, hA um conhecimento incipiente a cerca da
citogenética dos hibridos atualmente desenvolvidos. Estes estudos consideram que a maioria
dos hibridos obtidos, mesmo aqueles que ndo foram caracterizados, foi originada de
progenitores de 2n = 18, uma vez que os hibridos j& caracterizados envolvem espécies de
interesse agronomico (SOARES-SCOTT et al., 2003; 2005), como em P. edulis Sims. f.
flavicarpa O. Deg. x P. setacea D.C., P. racemosa Brot. x P. coccinea Aubl. e P. alata
Dryander x P. caerulea L., e apesar do grande nimero de hibridos ornamentais registrados
(VANDERPLANK et al., 2003), ¢ praticamente inexistente o conhecimento acerca do seu
nimero cromossodmico.

No processo de hibridacdo interespecifica, ¢ comum ocorrer eliminagdes
cromossOmicas, como observado em hibridos interespecificos de gramineas como em
Hordeum vulgare L. x H. bulbosum L. e Avena sativa L. x A. sterilis L. (GIACOMELLI et al.,
2000) e outros hibridos relatados (ADAMOWSKI et al., 1998; PETERS et al., 1999;
PAGLIARINI; SUAKI, 2003), podendo ser seletiva parcial ou individual, como sao
observados em hibridos de Hordeum, Avena, Brassica, Triticum, Zea e Pennisetum
(SHARMA; GILL, 1983; SUNDBERG; GLIMELIUS, 1991; GERMAND et al., 2005;
TECHIO et al., 2005; 2006; DAVID et al., 2007). A nova constitui¢do gendmica produzida
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pelo processo de hibridagdo pode gerar conflitos intergendmicos, conduzindo a rearranjos
genéticos (RIDDLE; BIRCHLER, 2003), como eliminagdes cromossomicas individuais.

Muito embora a perda de cromossomos seja freqiientemente relacionada a erros
meiodticos, podem ocorrer em diferentes fases do ciclo de vida do hibrido, como resultado de
perda cromossdmica ou de falta de disjuncdo das cromatides durante a primeira divisdo
mitotica do zigoto, podendo ser um processo de duracao varidvel (LINDE-LAURSEN;
BOTHMER, 1993). Algumas hipdteses sobre o processo de eliminagdo cromossomica
podem ser levantadas, como a inativagdo dos cromossomos por nucleases, degradagdo da
cromatina, supressao da fung¢do do centromero nos cromossomos eliminados e assincronia nas
fases do ciclo celular (ADAMOWSKI et al., 1998; SINGH, 2002), incluindo-se também a
influéncia dos fatores ambientais (LINDE-LAURSEN; BOTHMER, 1999). Em hibridos de
H. bulbosum x H. vulgare, por exemplo, os cromossomos foram eliminados poucos dias apds
a fertilizagdo sugerindo a influéncia da temperatura na velocidade da eliminagao
cromossdmica, indicando que as condigdes ambientais podem influenciar na estabilidade do
hibrido (PICKERING, 1985; LINDE-LAURSEN; VON BOTHMER, 1999).

Apesar da compatibilidade gendmica entre os genitores e necessaria para o sucesso na
obtencdo de hibridos interespecificos (OHRI, 1998) foram observadas eliminagdes
cromossdmicas nos individuos analisados da progénie F; UESC-HD13. Levin (2002) cita os
processos de fissdo e fusdo cromossOmica como possiveis responsaveis pala variagdo e
decréscimo do nimero cromossomico. Segundo o autor, estes processos podem promover
quebras cromossomicas que podem inativar cromossomos e diminuir 0 nimero cromossomico
de uma espécie. Os processos de fissdo e fusdo cromossdmicas ficam visiveis no caridtipo das
espécies, formando numero irregular de bragos curtos e longos em relagdo ao original
(LEVIN, 2002), que ndo foram observados nos hibridos UESC-HD13. Dessa maneira,
provavelmente, este processo nao foi o responsavel pela eliminagdo cromossdmica observada.

Redu¢des no niumero cromossomico devido a translocagdes foram relatadas nos
hibridos produzidos entre as espécies de Asteraceae, Chaenactis glabriuscula D.C., C.
stevioides Hook. & Arn. e C. fremontii Gray. Os genitores utilizados nos cruzamentos
possuiam n = 6, enquanto os hibridos produzidos dos cruzamentos C. glabriuscula x C.
stevioides e C. glabriuscula x C. fremontii apresentaram n = 5 cromossomos (LEVIN, 2002).
Translocacdes encontram-se também envolvidas na reducdo do nimero cromossomico de
hibridos F; de Clarckia Pursh (LEVIN, 2002). Os cariotipos dos hibridos F; UESC-HD13

com 2n =20 e 2n = 22 ndo apresentaram marcadores evidentes em relacdo a cariomorfologia
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dos pares submetacéntricos, e, portanto, nao se pode inferir que as dissimilaridades
observadas ocorreram devido a processos que envolvem alteragdes estruturais.

A eliminagdo cromossomica nao foi descrita em outros estudos citogenéticos de
hibridos de passifloras (CUCO et al., 2005). Entretanto, considerando-se que os genitores sao
filogeneticamente proximos, agrupados no mesmo subgénero Dysosmia (KILLIP, 1938), a
eliminagdo cromossdmica seletiva nos hibridos UESC-HD13 ocorreu, provavelmente, devido
as relacdes de parentesco, uma vez que os genitores compartilhariam do mesmo controle
genético para eliminagdo de cromossomos. Ambos genitores P. palmeri var. sublanceolata e
P. foetida var. foetida e hibridos da progénie F; UESC-HD13 apresentaram irregularidades
meioticas, inclusive assincronia no processo de divisao celular (ABREU et al., 2007a; 2007b).
Segundo Abreu et al. (2006) a eliminagdo cromossdmica pode ocorrer em razao a problemas
de propor¢des dos genomas nos hibridos e de controle da expressdo génica. Gildenhuys &
Brix (1961; 1964) observou que o hexaploide de capim-elefante (Pennisetum purpureum
Schum) com milheto (P. glaucum (L.) Brown), induzido pelo tratamento do hibrido triploide
com colchicina, demonstrou instabilidade no nimero cromossémico somatico, com 36 a 49
cromossomos. A duplicacdo cromossdmica induzida pela colchicina neste hibrido triploide
podem ter ocasionado a eliminagdo cromossOmica e as alteragdes no controle genético.
Embora ainda existam davidas sobre como explicar a eliminacdo cromossOmica, os autores
concluiram que a variagdo do numero cromossdomico foi controlada geneticamente
(GILDENHUYS; BRIX, 1961, 1964). Aparentemente, pode-se supor que o controle para
eliminagdo cromossdmica nos hibridos estudados foi nuclear.

As alteracdes cromossOmicas estruturais € numéricas sdo 0s mecanismos citogenéticos
mais comuns na evolucdo das plantas e responsaveis pela ampla variabilidade cariotipica
(LEVIN, 2002), podendo ser identificadas em segregacdes nas progé€nies pelas analises de
seus cariotipos (SYBENGA, 1992). A identificagdo dos tipos de alteragdes cromossomicas
envolvidas nos processos evolutivos dos genitores e formagdo dos hibridos possibilita,
segundo Sybenga (1992), o entendimento das variagdes morfologicas observadas. Em
hibridos interespecificos de uva, Vitis rotundifolia Michx x V. vinifera L. a eliminacao
cromossOomica foi possivelmente a origem das variagdes morfoldgicas observadas (XU; LU,
2004). O genitor feminino Vitis rotundifolia apresentou nimero cromossomico de 2n = 40,
enquanto que no genitor masculino V. vinifera foi observado 2n = 38. Entretanto, a maioria
desses hibridos, com algumas excecdes, apresentou células aneupldides, com 2rn = 39,
atribuindo-se a alteracdo numérica a responsabilidade pelas alteracdes morfoldgicas

observadas (XU; LU, 2004). Em hibridos do género Hordeum ¢ muito comum a eliminagao



55

de cromossomos. Em estudos envolvendo os hibridos Hordeum lechleri (Steud.) Schenck x H.
vulgare L. observou-se hibridos com 2xn = 26 cromossomos, ¢ perda de um cromossomo de H.
lechleri nos hibridos com 2n = 25 (LINDE-LAURSEN; BOTHMER, 1993). Estes hibridos
aneupldides (2n - 1) apresentaram variagdes morfologicas em suas espiculas, acreditando-se
no fato de que a eliminagdo cromossdmica observada seria a responsavel pela variacao
fenotipica (LINDE-LAURSEN; BOTHMER, 1993).

As conseqliéncias fenotipicas das eliminagdes derivam de um efeito de dose atribuida
ao numero de genes e localizacdo do 16cus (BUENO et al., 2001). Nos hibridos F; de UESC-
HDI13 algumas variagdes morfologicas puderam ser observadas. A cor das pétalas e sépalas
variou do branco ao rosa, com filamentos da corona em varios tons de roxo, geralmente,
escuros na base e mais claro no apice, e a cor das folhas variou em tons mais claros ou mais
escuros de verde-musgo e as extremidade as pétalas que variaram de ovais a pontiagudas nas
extremidades (SANTOS et al., 2007). Nos hibridos o didmetro da flor variou de 82,11 a
45,79mm, o comprimento das pétalas variou de 41,40 a 21,80mm, a largura das pétalas variou
de 11,90 a 5,36mm, o comprimento das sépalas variou de 36,24 a 17,86mm, o comprimento
da sépala 12,24 a 5,46mm, o comprimento foliar variou de 145,74 a 81,91mm e largura foliar
variou de 110,43 a 63,84mm (SANTOS et al., 2007).

Tratando-se de individuos provenientes de espécies aldégamas ¢ comum ocorrer tais
variagdes morfoldgicas, podendo cada individuo ser considerado um hibrido singular.
Entretanto, foi observado que a maioria dos individuos de flores brancas apresentou 2n = 20,
enquanto que individuos com flores rosa variegadas apresentaram 2n = 22. Seria provavel
que a eliminacdo cromossOmica fosse a responsdvel pela variacdo morfologica se
considerassemos que os caracteres de heranca ndo sofressem controle poligénico. Em cebola,
por exemplo, a coloragdo dos bulbos ¢ devido a heranga poligénica dos genes Ii, Cc e Rr
complementares (PIKE, 1986; CARDOSO et al., 1995). Considerando tais fatos, acredita-se
que eventos de eliminagdo cromossOmica, somados a heranga e controle poligénico,
contribuiram para as diferencas morfologicas dos hibridos UESC-HD13 para variagdo no
tamanho, cor e forma das flores e folhas (SANTOS et al., 2007). Estudos de heranga genética
envolvendo caracteres morfolégicos e testes com retrocruzamentos, dialelos e produgdo de
novas progénies de hibridos poderiam elucidar ou confirmar a a¢do de heranca poligénica,
como foi comprovado em tomate e cebola (CARDOSO et al., 1995; COSTA et al., 1999).

Apesar da inexisténcia de dados de morfometria cromossdmica para variedades de P.
foetida var. foetida e P. palmeri var. sublanceolata na literatura, pode-se dizer que o padrao

morfologico cariotipico das espécies e hibridos analisados foi 0 mesmo observado para outras
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espécies, como para P. malacophylla Masters, P. morifolia Masters, P. incarnata L., P.
amethystina Mikan, P. edulis Sims. f. flavicarpa O. Deg. e hibridos sexuados de P. edulis f.
flavicarpa x P. setacea D.C.(SOARES-SCOTT, 1998; MELO; GUERRA, 2001; SOUZA et
al., 2003; CUCO et al., 2005; SOARES-SCOTT et al., 2005; SOUZA et al., 2008). A analise
dos valores de relacdo entre os bragos (r), comprimento do lote hapléide (CLH), comprimento
médio dos cromossomos () e indice de simetria cariotipica (TF%), assim como a presenca de
satélites (SAT) visiveis no cariograma (Figura 2) e ideograma (Figura 3), revelou
caracteristicas comuns ao género Passiflora, como caridtipo padrdo de cromossomos com
centromeros medianos e submedianos e variagdo intra e interespecifica quanto a presenca e
posicionamento de satélites (SOARES-SCOTT, 1998; MELO; GUERRA, 2001; SOUZA et
al., 2003; VIEIRA et al., 2004; CUCO et al., 2005; SOARES-SCOTT et al., 2005; SOUZA et
al., 2008). Acredita-se que os cariotipos dentro de um mesmo subgénero ou sec¢do sio
similares (SOUZA et al., 2008), como pdde ser observado no subgénero Granadilla por
Mayeda (1997) com poucas diferencgas entre as espécies analisadas. O mesmo ocorreu entre
os cromossomos dos genitores, incluidos no subgénero Dysosmia (KILLIP, 1938) e na
progénie hibrida ESC-HD13.

As variagdes no comprimento dos cromossomos analisados mostraram-se gradativas,
com apenas um par de cromossomos satelitados também citados por Melo et al. (2001), como
em P. edmundoi Sacco e P malacophylla Masters (SOUZA et al, 2003). Em contraposicdo a
outros estudos realizados (MAYEDA, 1997; SOUZA et al., 2003), os pares 1 ¢ 2 ndo
apresentaram variacdes contrastantes quanto aos comprimentos cromossomicos, como foi
observado em outras espécies, P. alata Dryander, P. gilbertii N.E. Br., P. galbana Masters e
P. quadrangularis L. (MAYEDA, 1997; SOUZA et al, 2003). Assim, pode-se dizer que este
estudo contradiz a hipotese de que a presencga de dois pares cromossomicos de comprimentos
superiores e de dois satélites seria uma caracteristica do género Passiflora (MAYEDA, 1997).
As variagdes interespecificas encontradas entre cromossomos satelitados nos genitores P.
palmeri var. sublanceolata e P. foetida var. foetida, pares 4 e 2, respectivamente, foram
similares as variacdes encontradas nas espécies P. mucronata, P. galbana, P. alata e P.
quadrangularis (SOUZA et al., 2003) pertencentes ao mesmo subgénero.

Para a identificagdo do processo responsdvel por esta variagdo, estudos
complementares de citogenética molecular, principalmente, serdo importantes para melhor
elucidar as relagdes genéticas entre os genitores. Sabe-se que as variagdes cariotipicas
resultam de rearranjos estruturais (LEVIN, 2002; SOUZA et al., 2003), considerados como o0s

principais fatores dos diferentes padroes cromossdmicos encontrados entre as espécies, com
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um percentual adicional sendo acrescentado a ploidia (SYBENGA, 1992; LEVIN, 2002) ¢ a
pressao ambiental (SOUZA et al., 2003). Dentre estes rearranjos, a translocacao reciproca e
inversoes pericéntricas sdo comuns em hibridos, podendo ou nao estar relacionadas com o
tamanho e nimero de cromossomos, sejam reducdes ou adi¢cdes cromossdmicas, € com a
variagdo na localizacdo de pares satelitados e submetacéntricos (LEVIN, 2002). Em duas
variedades de maracujazeiro, P. edulis Sims. f. flavicarpa O. Deg. e P. edulis Sims. f. edulis,
por exemplo, as inversdes pericéntricas foram apontadas como o provavel agente da
diferenciagdo no posicionamento do centrdmero observado no cromossomo 8, ja que nao
houve variagdo entre os comprimentos do lote hapléide (MAYEDA, 1997).

Apesar de ndo ser conclusivo, pode-se supor que translocagdes reciprocas somadas as
inversoes pericéntricas poderiam ser as responsdveis pela variacdo de numero e localizagdao
ocorrida entre os pares submetacéntricos e satelitados (LEVIN, 2002). Como ja observado, os
cromossomos submetacéntricos variaram de um a trés pares. A pequena variacdo observada
entre os pares de homologos submetacéntricos nos hibridos e genitores permitiu inferir que o
sexto par do hibrido com 2n = 22 seja derivado de P. palmeri, enquanto que o sétimo par
deste hibrido poderia ter sido originado de P. foetida. A variagdo no tamanho e razdo entre os
bragos pode ter ocorrido por processos de translocacdes e inversdes (LEVIN, 2002), ja que
pequenas variagdes nos comprimentos dos mesmos foram identificadas. Todos os hibridos F,
UESC-HD13 apresentaram um cromossomo em comum, o par 10 dos hibridos com 2n =20 ¢
o par 3 dos hibridos com 2n = 22.

Devido a prevaléncia de pares metacéntricos e auséncia de grandes diferencas entre
pares cromossdmicos, os indices de assimetria dos taxons do subgénero Dysosmia e hibridos
analisados demonstraram indices em torno de 45%. Entre os genitores do subgénero
Dysosmia analisados, o cariotipo de P. foetida var. foetida foi o mais assimétrico, o que pode
ser explicado pelos eventos de aneuploidias anteriormente relatados (SOARES-SCOTT et al.,

2005).
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3.5. CONCLUSOES

Este trabalho contribuiu para o conhecimento citogenético do subgénero Dysosmia,
com determinagdes do nimero cromossdmico inéditas para duas espécies Passiflora palmeri
var. sublanceolata e P. foetida var. foetida. O subgénero foi caracterizado por caridtipos
simétricos, com cromossomos metacéntricos € submetacéntricos € um par de cromossomos
satelitados. Os representantes deste subgénero apresentaram cromossomos pequenos, com
comprimentos médios inferiores a 2 pm e com variagdo gradual no comprimento dos mesmos.
Os genitores podem ser utilizados em processos de obtencdo dos hibridos por apresentarem
afinidades genOmicas, identificadas pelo nimero cromossémico e cariomorfologia
encontrados nos hibridos F; analisados. Quanto a natureza cariotipica dos hibridos, foi
possivel sugerir a origem de alguns cromossomos desses hibridos. A identificagdo do nimero
cromossomico nos hibridos evidenciou aneuploidia em alguns individuos da progénie. A
dele¢ao de dois cromossomos ocorreu provavelmente por mecanismos nucleares em comum
nos genitores e permitiu a divisao da progénie em dois grupos com nimero cromossdmico
distintos. Os individuos da progénie F; dos hibridos UESC-HD13 foram morfologicamente
distinguiveis, principalmente pela coloragdo de suas pétalas, e tais caracteristicas foram

associadas ao nimero cromossomico.
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CAPITULO I

Avaliacio da Capacidade Reprodutiva nos Genitores Passiflora foetida var.
foetida x Passiflora palmeri var. sublanceolata e Hibridos interespecificos F;
Ornamentais

RESUMO

Foram realizadas analises de comportamento meidtico e pos-meiotico, ¢ de corabilidade e
viabilidade gamética em hibridos interespecificos obtidos do cruzamento P. foetida var.
foetida & x P. palmeri var. sublanceolata @, e respectivos genitores. As andlises de
comportamento meidtico evidenciaram a formagao de bivalentes em genitores (n = 11) e nos
hibridos (n = 11 e n = 10), em mais de 90% das células analisadas, com poucas associagdes de
multivalentes. O indice de recombinacao variou de 22,5% em P. palmeri var. sublanceolata,
23,3% em P. foetida var. foetida, € 21,3% nos hibridos com n = 10 e 23,9% nos hibridos com
n = 11. Nos genitores e hibridos, houve baixo percentual de células com univalentes no
diploteno (profase 1), os quais persistiram até metafase e anafase II. O percentual médio de
células em metafase I com segregacdo irregular foi maior em P. foetida var. foetida, 6,73%.
Para as demais irregularidades observadas P. palmeri var. sublanceolata apresentou o maior
percentual. Constatou-se a presenca de pontes na anafase I, desorientagdo das fibras do fuso
na metafase, anafase e teldfase II, assincronia de divisdo meidtica na metafase e anafase 11, e
células polinucleadas em teldfases I e II. Os taxons analisados apresentaram alto indice
meiodtico, superior a 90%. O maior percentual de produtos pods-meidticos andmalos foi
evidenciado em P. palmeri var. sublanceolata, com 7,28%. A formagdo de triades, poliades,
diades ¢ moénades foram observadas. Os testes histoquimicos demonstraram indices de
corabilidade e viabilidade polinica elevados, com indices médios superiores a 78% em
hibridos e no genitor masculino, o que estd relacionado aos menores valores de
irregularidades encontrados nestes taxons. No genitor feminino apenas 28,19% dos grios de
pélen coraram e mantiveram-se integros. O pareamento regular dos genitores, a formacao de
multivalentes e os padroes de viabilidade permitem indicar os genitores para programas de

melhoramento genético.

Palavras-chave: Hibridos ornamentais, comportamento meiotico, corabilidade do grao de

polen, viabilidade polinica.
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4.1. INTRODUCAO

As passifloras sdo mundialmente conhecidas por seu valor ornamental atribuido,
principalmente, as suas exoticas flores de coloragdo e tamanho variados, com numero
abundante de flores e florescimento mais de uma vez ao ano (VANDERPLANK, 2000;
ULMER; MACDOUGAL, 2004). O valor ornamental de algumas espécies ¢ inerente apenas
em fung¢do da sua folhagem de ampla variedade de formatos, tamanhos e tonalidades de verde
dentro do género (SOUZA; PEREIRA, 2003). As passifloras vém sendo utilizadas na
ornamentacdo de casas de vegetacdo e jardins europeus desde sua introducdo no ‘Velho
Mundo’, por volta do séc. XVII (ULMER; MACDOUGAL, 2004; PEIXOTO, 2005) e ficou
restrita ao uso de espécies silvestres por quase 200 anos, como P. caerulea L. e P. incarnata
L. (PEIXOTO, 2005). O cultivo ornamental de hibridos foi viabilizado somente no séc. XIX,
em 1819, com a obtencdo de P. x violacea Milne, primeiro hibrido interespecifico de
Passiflora relatado.

Desde entdo, diversos hibridos vém sendo produzidos para tal finalidade, destacando-
se em paises da Europa e nos Estados Unidos (FEUILLET et al., 2000; KING, 2000;
VANDERPLANK, 2000; 2002; VANDERPLANK et al., 2003; ULMER; MACDOUGAL,
2004; KING, 2007). Ja no Brasil, principal centro de diversidade do género, o potencial
ornamental destas espécies ¢ quase inexplorado (ELLISON, 1999; PEIXOTO, 2005), apesar
das condig¢des endafoclimaticas e do grande niimero de espécies (PIRES, 2007).

A maioria dos hibridos interespecificos de Passiflora relatados na literatura apresenta
problemas de macho-esterelidade, baixa viabilidade polinica ou dificuldade em florescer
(OTONI et al., 1995; MELETTI; BRUCKNER, 2001; SOARES-SCOTT et al., 2003). A
analise do comportamento meidtico auxilia no esclarecimento destas questdes, principalmente
na avaliag@o do sucesso do cruzamento entre espécies distintas. Considerando que a meiose se
constitui na base citologica da transmissdo das caracteristicas hereditarias e fonte de
ampliacdo da variabilidade genética, andlises meidticas fornecem informagdes importantes

sobre o efeito do parecamento dos cromossomos presentes no hibrido, na recombinagao
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cromossdmica ¢ no grau de irregularidades meidticas e viabilidade gamética esperada
(SOUZA et al, 2003a), uma vez que a estabilidade do genoma ¢ assegurada pelo pareamento e
segregacdo normal dos cromossomos para polos opostos (SHAN et. al, 2007). A perfeita
segregacao dos cromossomos durante a meiose € essencial para assegurar uma divisao celular
normal, garantindo a formagdo de gametas vidveis e, conseqiientemente, a sobrevivéncia da
espécie ou do hibrido. A caracterizagdo do pareamento cromossomico e de recombinagado, €
da viabilidade gamética ¢ uma das etapas fundamentais no compreendimento da estabilidade
genética dos hibridos produzido.

Algumas alteragdes meidticas tém sido freqiientemente descritas para espécies
(SOUZA et. al, 2003a; SOARES-SCOTT et al.,, 2003; 2005) e hibridos somadticos
(BARBOSA; VIEIRA, 1997; SOARES-SCOTT et al., 2003; 2005) e sexuados (SOARES-
SCOTT et al., 2003; 2005) de Passiflora, como a segregacdo irregular dos cromossomos,
pontes cromossOmicas, ocorréncias de univalentes ¢ formacdo em multivalentes,
anormalidades na orientagdo do fuso ¢ assincronismo. As altera¢des ocorridas no decorrer do
processo meidtico freqiientemente acarretam na formacdo de produtos pds-meidticos
anormais, como monades, diades, triades e poliades, ja relatadas em espécies de passifloras
(SOARES-SCOTT et al., 2003; SOUZA et. al, 2003a; SOARES-SCOTT et al., 2005). Estas
anormalidades meidticas implicam na formagao de gametas aneuploides e na formacao de
graos ésteres e inviaveis (SOUZA et al.,, 2003a). Logo, a viabilidade gamética esta
diretamente relacionada ao curso harmonioso da meiose.

De acordo com Kelly et al. (2002) a viabilidade dos graos de polen pode ser medida de
varias maneiras, sendo comum o método de coloracdo e contagem direta. Uma grande
variedade de corantes nucleares e vitais tem sido usada para testar a corabilidade ou a
viabilidade do pdlen. Os mais comumente utilizados sdo o corante de Alexander, Diacetato de
Fluoresceina, azul de anilina em lactofenol e sais do tetrazolio (RODRIGUEZ-RIANO;
DAFNI, 2000; KELLY et al., 2002; SOUZA et al., 2004). A taxa de viabilidade polinica ¢ um
fator importante no melhoramento, conserva¢do e cultivo de plantas, pois em espécies
alégamas, o fluxo génico por meio do grao de pélen aumenta a possibilidade de formagado de
diferentes combinagdes entre alelos, e, em ultima andlise, a ampliagdo da variabilidade
genética (SOUZA et al., 2002).

Considerando o potencial ornamental das passifloras silvestres no uso de
programas de melhoramento, procedeu-se a analise comparativa (LEFRANCOIS et al., 1993)
do comportamento meidtico dos genitores P. foetida var. foetida L. e P. palmeri Rose var.

sublanceolata Killip e de sua progénie hibrida F; UESC-HD13 com potencial ornamental
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visando a decoracao de interiores. A progénie F; UESC-HDI13 foi resultado do cruzamento

sexuado entre P. foetida var. foetida (3) x P. palmeri var. sublanceolata (2).

4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1. MATERIAL VEGETAL

Foram utilizadas as espécies Passiflora foetida var. foetida L. proveniente da UENF -
Campos de Goytacazes (RJ), e P. palmeri Rose var. sublanceolata Killip doada pela
EMBRAPA Cerrados — Planaltina (DF), que vém sendo mantidas no Banco Ativo de
Germoplasma (BAG - Passifloras) da Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC),
39°13°59”° de longitude oeste e 14°45°15"° de latitude sul, Ilhéus, Bahia, Brasil. Foram
analisados os hibridos interespecificos resultantes do cruzamento entre P. foetida var. foetida
& x P. palmeri var. sublanceolata Q. A espécie P. foetida var. foetida foi selecionada como
fonte de germoplasma nesse programa de melhoramento genético para obtengdo de plantas
ornamentais por apresentar pequeno porte, flores pequenas de pétalas brancas e corona
branco-lilas, sendo adequada para ornamentagao de interiores. A utilizacao de P. palmeri var.
sublanceolata deve-se a beleza das flores de pétalas rosas e corona branca, e folhagem

delicada, com cor verde vivaz.

4.2.2. HIBRIDACOES INTERESPECIFICAS

Para a obtencdo do hibrido interespecifico, cinco genotipos do genitor feminino P.
palmeri var. sublanceolata (planta receptora de polen) foram fertilizados utilizando-se um

‘bull’ de polen de cinco genotipos de P. foetida var. foetida. Para o controle da polinizagdo,
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os botdes florais em pré-antese dos genitores foram selecionados e protegidos com saco de
papel, evitando a visita de polinizadores ou a fecundagdo por graos de pdlen carregados pelo
vento, conforme indica Vanderplank (2000). No dia seguinte, realizou-se a polinizacao
controlada uma hora apds a antese para evitar polinizagdes em flores sem curvatura no
estigma por ndo estarem ainda receptivas (SOUZA et al., 2004). As anteras dos botdes em
antese de cada espécie foram coletadas separadamente. Apos a polinizacao, as flores foram
novamente protegidas até 24 h. O cruzamento foi identificado com etiqueta junto a flor
polinizada contendo os seguintes dados: a espécie doadora de polen, a espécie receptora de
polen e data da hibridacdo. Apos cinco dias, foi observada a permanéncia ou abortamento do
botdo floral e de frutos em inicio de desenvolvimento. Os frutos foram envolvidos por redes
de nylon para evitar danos e perdas. Parte das sementes obtidas dos frutos colhidos foi
semeada em bandejas de isopor de 128 células e utilizando-se substrato organico ou areia, em
casa de vegetacdo. A outra parte vém sendo mantida em refrigeragdo, aproximadamente a
10°C. Todas as sementes representantes de um cruzamento foram consideradas sua progénie.
Os gendtipos representantes da progénie F; foram codificados apropriadamente, com a sigla
UESC-HD13. Apds a germinacdo, as plantas hibridas foram transplantadas para vasos

contendo 43L de solo com cerca de 30 a 40 dias de vida.

4.2.3. COMPORTAMENTO MEIOTICO E POS-MEIOTICO

Para as andlises de comportamento meidtico, foram coletados inteiramente ao acaso
botdes florais em diferentes estddios de desenvolvimento de diferentes gendtipos dos
genitores P. foetida var. foetida (3) x P. palmeri var. sublanceolata () e hibridos
ornamentais de plantas ja adultas e transplantadas para vasos contendo 43L de solo. Os botdes
florais foram fixados em Carnoy I (etanol-acido acético glacial 3:1; JOHANSEN, 1940), por 2
a 3h em temperatura ambiente, realizando-se trés trocas durante esse periodo, e mantidos a -
20°C no proprio fixador por no minimo 24h antes das analises. Laminas temporarias foram
preparadas pela técnica de coloracdo e esmagamento (GUERRA, 1999; SOUZA et al. 2003a)
com carmim acético 1%. As fases meiodticas foram analisadas em campo claro com

microscopio de luz Olympus CX41, sendo observadas pelo menos 150 células de cada fase
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meiotica, considerando-se o delineamento inteiramente ao acaso. A freqiiéncia e tipos de
quiasmas foram observados em 106 células por genotipo e os dados obtidos foram utilizados
para o célculo do indice de recombinagdo (IR = [)n° total de quiasmas + n° de células
analisadas] + valor de n), de acordo com Darlington (1958). Para analise da freqiiéncia de
quiasmas, foram considerados grupos com 2n = 20 e 2n = 22 cromossomos dentro da
progénie F;. Os bivalentes uniram-se por um ou dois quiasmas, sendo consideradas
associagdes em bastdo (rod) com um quiasma e associagdes em anel (7ing) com dois quiasmas
(SENDA et al., 2005).

Os produtos pdés meidticos: monades, diades, triades, tétrades e poliades, foram
registrados para o célculo do indice meiodtico (LOVE, 1951), onde % IM = (n° de tétrades
normais x100)/n° de células contadas), realizando-se a contagem dos produtos pds-meidticos
em doze laminas (repetigdes) por espécie e hibridos analisados, sendo amostradas ao acaso
uma antera de botdes florais diferentes por repeti¢ao. Analisaram-se seis gendtipos diferentes
das espécies genitoras e progénie F.

Para o registro fotografico das irregularidades meioticas, laminas temporarias foram
coradas com o fluorocromo DAPI (4’-6’diamidino-2-fenilindol). Anteras de botdes das
espécies P. palmeri var. sublanceolata, P. foetida var. foetida e hibridos UESC-HD13 foram
fixados em “Farmer”. Para preparacdo das laminas, uma antera foi retirada de cada botao,
transferida para uma lamina e macerada com auxilio de agulhas em uma gota de acido acético
a 45%. A preparagao secou ao ar livre. Para fixacdo das células a 1amina, adicionou-se uma
gota do fixador a l1amina, que rapidamente foi aquecida com o auxilio da lamparina. A lamina
permaneceu trés dias protegida da poeira e contaminagdo em caixa escura. Em sala escura,
adicionou-se ao material citologico 2uL. de DAPI (2ug/mL; GUERRA, 1999), 1uL de meio
de montagem (glicerol/Mcllvaine/MgCl,) e 1uL de Vectashield®, cobrindo-se o material com
uma laminula. Apés 24h, as laminas foram observadas em microscopio de epifluorescéncia
Leica DMRA2 em filtro A (excitagao BP 340-380 ultravioleta, espelho dicromatico RKP 400
e filtro de emissdo LP 425 azul) e fotografadas com auxilio da maquina digital Olympus C-

7070, 7.1 MP.
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4.2.4. CORABILIDADE E VIABILIDADE POLINICA

Graos de polen (GP) de flores recém abertas foram coletados e trés testes foram
realizados: i) Teste de viabilidade polinica com corante vital Diacetato de Fluoresceina (DFA)
(HESLOP-HARRISON; HESLOP-HARRISON, 1970), para atividade da esterase e
integridade da plasmalema; os GP foram classificados em viaveis e inviaveis, sendo
considerados vidveis os GP de coloracao esverdeada fluorescente; ii) Teste de corabilidade do
GP com solugdo de Alexander (ALEXANDER, 1969), para reatividade de parede/citoplasma
(azul/vermelho); os GP foram classificados em vidveis, cujos citoplasmas tenham corado e
mantido-se integros, € em inviaveis, sendo classificados em T1 (auséncia de citoplasma), T2
(citoplasma contraido) e T3 (citoplasma pulverizado) (SOUZA et al., 2004; ABREU et al.,
2007); iii) Teste histoquimico com Lugol (JOHANSEN, 1940), utilizado apenas para indicar a
presenca de amido, sendo considerados amilaceos os GP de coloragdo marrom ou azul escuro
(DAFNI, 1992). Para DFA foi acrescentado ao corante 1 pL de vectashield®, ¢ logo apds as
laminas foram mantidas em camara Umida por Smin. As amostras foram observadas ao
microscopio de epifluorescéncia Leica DMRA2 em filtro I3 (excitagdo BP 450-490 azul,
espelho dicromatico RKP 510 e filtro de emissdo LP 515 verde) e fotografadas com auxilio da
maquina digital Olympus C-7070, 7.1 MP. Para as solugdes de Alexander e Lugol, os GP
foram depositados em uma gota do corante, entre lamina e laminula e observados ap6s 2min
em microscopio de campo claro.

Foi analisada, ao acaso, uma antera de cada flor, em quatro flores diferentes por
planta, totalizando-se quatro laminas (repeticdes). Foram amostrados GP de cinco genotipos
diferentes, dos genitores e progénie F;, e mil GP foram contados por lamina, totalizando 20
mil GP por gendtipo e por teste, exceto para o teste com lugol. Cinqgiienta GP viaveis e
inviaveis por genotipo foram mensurados com auxilio de ocular micrométrica (1/100 = 0,01
mm) em objetiva de 40x. Foram realizadas 5 repeticdes e GP danificados ndo foram

considerados.
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4.2.5. ANALISES ESTATISTICAS

Dados referentes a freqiiéncia de quiasmas terminais (QT), intersticiais (QI) e totais
(QTT), de indice meidtico (IM), viabilidade polinica e comprimento do grdo de polen (GP)
foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), considerando-se delineamento
inteiramente ao acaso. Para cada taxon, a comparacao entre as médias do n° QT, QI e QTT, de
viabilidade polinica e comprimento do GP foi realizada pelo teste de Tukey (P<0,05). Foi
analisada a correlacdo de Pearson e regressdo entre irregularidades meidticas e viabilidade
polinica. As andlises foram realizadas com auxilio do programa computacional GENES

(CRUZ, 2006).

4.3. RESULTADOS

4.3.1. MEIOSE E POS-MEIOSE

Nos genitores P. palmeri Rose var. sublanceolata Killip (Figura 4.1.A) e P. foetida
var. foetida L. (Figura 4.1.B) as andlises em dipldteno e, ou diacinese, demonstraram o
pareamento em bivalentes, n = 11 bivalentes (II), na maioria das células analisadas. A
progénie F; obtida do cruzamento entre P. foetida var. foetida & x P. palmeri var.
sublanceolata 9 foi dividida em dois grupos cromossémicos, um grupo com n = 11, sendo
observadas configuragdes de pareamento com 11 II e com 10 II + 2 I (univalentes) (Figura
4.1.C), e outro grupo com 7n = 10, sendo observadas configuragdes de pareamento com 10 11 e
9 I + 2 I (Figura 4.1.D). Apesar da presenca de algumas configuragdes cromossdmicas
irregulares observadas, como de univalentes e multivalentes (§ I + 1 IVou 9 II + 1 IV) em
dipléteno e diacinese, pareamento regular, em bivalentes, foi observado em cerca de 90% das

células analisadas (dados ndo tabelados) nos genitores e hibridos.



Figura 4.1. Comportamento meidtico em genitores Passiflora foetida var. foetida (3) x P.
palmeri var. sublanceolata (9) e hibridos F; UESC-HD13 corados com DAPI. A)
Dipléteno em P. palmeri var. sublanceolata, n = 11; B) Dipléteno em P. foetida
var. foetida, n = 11; C) Diacinese em hibridos F; UESC-HD13 com n = 11,
demonstrando 1011 e 2I (seta); D) Diacinese em hibridos F; UESC-HD13 com n =
10, demonstrando 91I e 21 (seta).
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Houve diferenca significativa (P<0,05) entre os taxons para freqiiéncia de quiasmas
terminais, intersticiais e totais e para o IR entre os genitores P. foetida var. foetida x P.
palmeri var. sublanceolata e hibridos F{ UESC-HD13 com n =11 e com n = 10 (Tabela 4.1),
com predominancia de QT em P. foetida var. foetida e de QI nos hibridos com n = 11. As
médias dos nimeros de QT, QI e QTT diferiram entre si, sendo o IR o mais indicado para

diferenciagdo entre os taxons pelo teste de Tukey (P<0,05) (Tabela 4.1).

Tabela 4.1. Resumo da ANOVA para as caracteristicas quiasmas terminais (QT), quiasmas
intersticiais (QI), quiasmas totais (QTT) e indice de recombinacdo (IR) em
genitores e dois grupos de hibridos F; UESC-HD13 (n =11 e n = 10) de Passiflora

Fontes de Variagao GL QM

QT QI QTT IR
Taxons 3 62,84%* 52,54%* 57,69* 137,01%*
Erro 420 6,71 3,59 2,07 2,07
CV (%) 46,55 29,36 11,97 6,32

* Significativo pelo teste F (P<0,05).

A freqiiéncia média de quiasmas totais (QTT) nas células analisadas de P. palmeri var.
sublanceolata foi de 11,5, destes 4,5 foram quiasmas terminais (QT) e 7,0 quiasmas
intersticiais (QI). Em P. foetida var. foetida a freqiiéncia média de QTT foi de 12,3, destes 6,4
foram QT e 6,0 QI. Os resultados tabelados sugerem que a freqiiéncia de quiasmas nos
hibridos foi influenciada pelos genotipos dos genitores, demonstrando haver grande afinidade
genOmica entre os mesmos. Os valores médios dos indices de recombinacdo (IR) nos

genitores foram intermediérios aos dos hibridos (Tabela 4.1).
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Tabela 4.2. Valores médios do nimero de quiasmas terminais (QT), intersticiais (QI) e totais
(QTT), e indice de recombinacdo (IR) em genitores e hibridos F; UESC-HD13 de

Passiflora
Taxons QT QI QTT IR
P. foetida var. foetida 6,4a 6,0b 12,3b 23,3b
P. palmeri var. sublanceolata 4,5¢ 7,0a 11,5¢ 22,5¢
UESC-HD13 (n=10) 5,5b 5,7b 11,4c 21,3d
UESC-HDI13 (n=11) 5,8b 7,1a 12,9a 23,9a

*Médias seguidas pelas mesmas letras dentro de colunas nao diferem entre si pelo teste de Tukey
(P<0,05).

As andlises de comportamento meidtico permitiram observar estddios normais e
irregulares em células dos genitores e na progénie F; UESC-HD13. As irregularidades se
estenderam desde o diploteno até a formagao de tétrades (Tabela 4.3, 4.4; Figura 4.1, 4.2, 4.3,
4.4). Os tipos e freqiiéncias de irregularidades meidticas sdo apresentados nas Tabelas 4.3 e
4.4. O percentual de irregularidades meidticas foram mais elevados na meiose II. Na meiose I,
a progénie F; de UESC-HD13 apresentou a menor freqiiéncia de irregularidades (22,68%) e,
entre os genitores, P. palmeri var. sublanceolata apresentou os maiores percentuais de
irregularidades (35,53%). P. foetida var. foetida apresentou um percentual de 28,49% de
irregularidades (Tabela 4.3). Na meiose 11, a progénie F; de UESC-HD13 apresentou a maior
freqliéncia de irregularidades (46,31%) (Tabela 4.4).

Tabela 4.3. Valores percentuais médios de células observadas em cada fase da meiose I em
genitores e hibridos F; UESC-HD13 de Passiflora

MEIOSE 1
Irregular (%)
Regular Segregacao Irregular N° de
T4xons (%) Profase] Metafasel Anafasel Pontes  Nucleos®
P. foetida var. foetida 71,51 3,89 6,73 6,17 10,94 0,76
P. palmeri var. 64,47 3,54 3,88 3,69 22,37 2,05
UESC-HD13 77,32 1,87 3,42 3,53 12,54 1,32

*N° de nucleos irregulares: células polinucleadas e com microntcleos.
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Figura 4.2. Comportamento meidtico em genitores Passiflora foetida var. foetida (3) x P.
palmeri var. sublanceolata (9) e hibridos F; UESC-HD13 corados com DAPI. A)
Metafase 1 regular em P. foetida var. foetida; B) Segregacdo Irregular (seta) em
metafase | de P. palmeri var. sublanceolata; C) Anafase I regular em hibrido; D)
Pontes cromossdmicas (seta) em anafase 1 de P. palmeri var. sublanceolata; E)

Telofase I regular em hibrido; F) Telofase I com microntcleo nos hibridos F; UESC-
HD13.




Figura 4.3. Comportamento mei6tico em genitores Passiflora foetida var. foetida (3) x P.
palmeri var. sublanceolata (?) e hibridos F; UESC-HD13 corados com DAPI.
A) Metafase II regular em P. foetida var. foetida;, B) Segregagdo irregular
(seta) em metafase Il nos hibridos F; UESC-HD13;C) Anafase II regular nos
hibridos F; UESC-HD13; D) Assincronia em meiose II com um pélo em
metafase e o outro em anafase nos hibridos F; UESC-HD13.
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Figura 4.4. Comportamento mei6tico em genitores Passiflora foetida var. foetida (3) x P.
palmeri var. sublanceolata (?) e hibridos F; UESC-HD13 corados com DAPI.
A) Anafase II com desorientagdo das fibras do fuso (Fuso tripolar) II de P.
foetida var. foetida; B) Telofase Il regular em hibrido F; UESC-HD13; C)
Teléfase 11 formada por fuso transverso em P. foetida var. foetida; Telofase 11

regular em hibrido; D) Telo6fase 11 polinuclear (5 nucleos) em P. palmeri var.
sublanceolata.
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A segregacao irregular foi observada em meiose I (Figura 4.2.B) e II (Figura 4.3.B).
Os maiores percentuais de segregacdo irregular em meiose I foram observados na metafase
para ambos os genitores P. foetida var. foetida (6,73 %) e P. palmeri var. sublanceolata
(3,88%) (Tabela 4.3). Na meiose II o percentual de segregacdo irregular foi menor quando
comparado a meiose I. Os maiores percentuais de segregacdo irregular em meiose Il foram
observados na metafase II, em 0,69% das células de P. foetida var. foetida, ¢ 0,57 % das
células em P. palmeri var. sublanceolata, e na anafase Il no hibrido, em 0,13% das células
analisadas (Tabela 4.4).

As pontes cromossdmicas (Figura 4.2.D) em anafase foram mais elevadas na meiose I,
quando comparadas a meiose II (Tabela 4.3; 4.4). Apresentaram maiores valores percentuais
na meiose I no genitor P. palmeri var. sublanceolata (22,37%), enquanto que na meiose Il o
percentual nessa espécie foi de 0,29%. P. foetida var. foetida apresentou os menores
percentuais de irregularidades, 10,94% e 0,59% nas meiose 1 e II, respectivamente. Nos
hibridos F; UESC-HD13 os percentuais foram de 12,54% na meiose I e de 1,44% na meiose
I1.

Tel6fases com numero irregular de nticleos (polinucleadas e com micronucleos) foram
observadas com os maiores percentuais na meiose II. Na meiose I o maior valor percentual
Telofases com numero irregular de nucleos (Figura 4.2.F) foi observado em P. palmeri var.
sublanceolata (2,05%) e o menor em P. foetida var. foetida (0,76%). Na meiose II, P. foetida
var. foetida apresentou a maior freqliéncia (10,69%) de células na teléfase com numero
irregular de ntcleos (polinucleadas) e microntcleos (Figura 4.4.D), enquanto que nos hibridos
UESC-HD13 e em P. palmeri var. sublanceolata a freqiiéncia foi inferior a 4,48%.

As células apresentaram fusos transversos (cromossomos posicionados na placa
equatorial em forma de ‘T’) e fusos tripolares (forma de ‘V’) decorrentes das desorientagdes
das fibras do fuso observadas em células na metafase II (Figura 4.4.A) e anafase II. As
desorientagdes das fibras do fuso levaram a formacao de teldfase I com posicao irregular de
nucleos. Esta irregularidade, incluindo seus efeitos em células em telofase 11, foi a de maior
freqiiéncia na meiose II, presente em mais de 30% das células. P. foetida var. foetida
apresentou o maior percentual de células com desorientagdo das fibras dos fusos (16,12%) e
de células na telofase II com posicdo irregular de nucleos (19,87%) (Tabela 4.4; Figura
4.4.C). A desorientacdo das fibras do fuso foi a irregularidade que mais contribuiu para a
formagdo de produtos pos-meioticos irregulares.

A assincronia na divisdo celular foi observada em todas as fases da meiose 11, entre as

etapas de profase/metafase, metafase/anafase (Figura 4.3.D), anafase/telofase. Em P. palmeri
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var. sublanceolata foi observada a maior freqiiéncia de nucleos em assincronia (15,97%),
enquanto que em P. foetida var. foetida foram observadas apenas 4,85% das células com esta
irregularidade (Tabela 4.4).

A formagdo de microntcleos foi incluida na freqiiéncia de numeros irregulares de
nicleos em meiose I e II (Tabela 4.3; 4.4). Foram observados até dois micronucleos em
telofase I e até trés micronucleos em telofase II. Foram consideradas polinucleadas as células
que apresentaram nucleos de tamanhos similares. Foram observados até quatro nucleos de
tamanhos similares em telofase I e até seis nucleos de tamanhos similares em tel6fase II. Nas
meioses I e I, os hibridos apresentaram-se como o tdxon mais estavel, com menor freqiiéncia
de células apresentando irregularidades meidticas. De um modo geral, P. palmeri var.
sublanceolata apresentou um maior percentual de anormalidades meidticas quando
comparado aos hibridos F; e a P. foetida var. foetida.

A andlise de variancia demonstrou haver diferenga significativa (P<0,05) para as

médias de IM% entre genitores e hibridos (Tabela 4.5). Observou-se um alto percentual de

Tabela 4.5. Resumo da ANOVA para a caracteristica indice meidtico em genitores e hibridos
F, UESC-HD13 de Passiflora

Fontes de Variagao GL QM
P. foetida var. foetida 5 2,25
Erro 6 1,97
CV (%) 1,42
P. palmeri var. sublanceolata 5 230,89
Erro 6 72,71
CV (%) 9,44
UESC-HD13 5 17,62
Erro 6 17,19
CV (%) 4,39
Entre taxons 3 220,56*
Erro 33 54,70
CV (%) 7,83

*Significativo pelo teste F (P<0,05).
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Figura 4.5. Comportamento pds-meidtico em genitores Passiflora foetida var. foetida (3) x P.
palmeri var. sublanceolata () e hibridos F; UESC-HD13 corados com DAPI. A) T)
Tétrade regular em hibridos F;, UESC-HD13; B) Poliade em P. palmeri var.
sublanceolata; C) Diade em P. foetida var. foetida ; D) Monade em P. palmeri var.
sublanceolata; E) Triade em hibridos F; UESC-HD13.
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células pos-meioticas normais (Figura 4.5.A). A freqiiéncia de poliades (Figura 4.5.B), diades
(Figura 4.5.C) e monades (Figura 4.5.D) ndo totalizou 2% das células analisadas. A
freqiiéncia de triades (Figura 4.5.E) foi maior, com valores percentuais médios de 7,28% em
P. palmeri var. sublanceolata, 1,30% em P. foetida var. foetida e 5,04% em hibridos. A
baixa freqliéncia dos produtos pds-meidticos irregulares resultou em elevado IM%, com
valores médios percentuais de 92,72 em P. palmeri var. sublanceolata, 98,70 em P. foetida

var. foetida e 94,96 em hibridos UESC-HD13.

4.3.2. CORABILIDADE, VIABILIDADE E TAMANHO DO POLEN

Os graos de polen dos genitores e hibridos F; reagiram positivamente aos trés testes
aplicados (Figura 4.6). A analise de variancia revelou que houve diferenca significativa
(P<0,05) dentro e entre os tdxons, para as caracteristicas viabilidade do podlen, para
corabilidade do pdlen, e para os diferentes tipos de inviabilidade, vazio (T1), contraido (T2) e
pulverizado (T3) (Tabela 4.6). Observou-se diferencas significativas (P<0,05) entre as médias
dos genitores e hibridos (Tabelas 4.7 e 4.8). Os valores de viabilidade polinica, utilizando o
corante vital DFA, foram baixos nos trés taxons, com percentuais médios que variaram de
5,7% a 38,0% (Tabela 4.8).

O polen dos hibridos e respectivos genitores apresentou reacdo positiva ao Lugol,
corando o citoplasma em tons amarronzados, confirmando a presenca de amido como
substancia de reserva (Figura 4.6).

Com o teste utilizando solucdo de Alexander, P. palmeri var. sublanceolata
apresentou os mais baixos indices de corabilidade, menos que 30% dos GP apresentaram
parede e citoplasma integros (Tabela 4.7), enquanto que em P. foetida var. foetida € nos
hibridos F; o percentual médio de corabilidade do polen ficou acima de 70%. Com a solugdo
de Alexander, trés tipos de GP inviaveis foram observados. O maior percentual de GP T1
(vazios) foi observado em P. palmeri var. sublanceolata (45,21%) ¢ de GP T2 (citoplasma
contraidos) foi observado nos hibridos (15,78%). P. foetida var. foetida demonstrou menores
percentuais de GP inviaveis. Os GP invidveis T3, que apresentam citoplasma fragmentado,

totalmente incomum as outras espécies de Passiflora até entdo estudadas, foram observados
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Figura 4.6. Testes com Diacetato de Fluoresceina (DFA), solucdo de Alexander e lugol em
genitores P. foetida var. foetida (A, D, G) e P. palmeri var. sublanceolata (B, E,
H) e hibridos F; UESC-HD13 (C, F, I). A-C) Teste com DFA evidenciando GP
verdes fluorescentes viaveis ¢ ndo fluorescentes inviaveis; D-F) Teste com
solucao de Alexander, com setas indicando GP nao integros, com GP inviavel
contraido (T2) (Figura D), GP inviavel pulverizado (T3) (Figura E) e GP
inviavel vazio (T1) (Figura F); G-I) Teste com lugol, demonstrando reagdo
positiva (coloragdo alaranjada) ao amido e negativa em GP nao integros (seta)
com GP inviavel vazio (T1) e GP inviavel contraido (T2).
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apenas em P. palmeri var. sublanceolata As baixas taxas de corabilidade do polen observadas
em P. palmeri var. sublanceolata foram confirmadas nas anélises com DFA (Tabela 4.8), que
comprovou o maior valor médio percentual de GP inviaveis em P. palmeri var. sublanceolata

(94,30%) e de GP viaveis em P. foetida var. foetida (49,70%).

Tabela 4.8. Valores percentuais médios, minimos (Min) e maximos (Max) de graos de pdlen
(GP) viaveis e invidveis em genitores e hibridos F; UESC-HDI13 de Passiflora
obtidos por meio de teste com Diacetato de Fluoresceina (DFA)

Diacetato de Fluoresceina (%)

Téxons GP Viavel GP Inviavel

Média + dp Min - Max M¢dia + dp Min - Max

P. foetida var. foetida  40,70b + 11,81 29,05 -58,90 59,30a+ 11,81 41,10-70,95

P. palmeri var.
sublanceolata 5,70b + 0,52 5,10-6,50  94,30a+0,52 93,50 - 94,90

UESC-HD13 38,03b £9,52 24,35-4795 61,97a+9,52 52,05-75,65

*Médias seguidas pela mesma letra (dentro de linhas) ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey (P<0,05).

Verificou-se haver diferencas significativas (P<0,05) dentro e entre taxons, para as
caracteristicas comprimento de GP vidveis e invidveis (Tabela 4.9). Observou-se diferencas
significativas (P<0,05) entre as médias dos genitores ¢ hibridos (Tabela 4.10). O comprimento
dos GP vidveis e inviaveis variou entre as espécies, mostrando-se superior nos hibridos F;
(Tabela 4.9). O comprimento médio dos GP viaveis foi superior a 70um nos trés taxons, com o
comprimento maximo de 97,5um na progénie do hibrido UESC-HD13.

Os GP inviaveis T2 apresentaram menor comprimento nos genitores P. foetida var.
foetida (57,5um) e P. palmeri var. sublanceolata (47,5um), quando comparado aos demais
tipos de GP invidveis, enquanto nos hibridos a maioria dos GP invidveis T1 apresentou

menores comprimentos, sendo mais freqiientes aqueles com 65,0um (Figura 4.7).
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Tabela 4.9. Resumo da ANOVA para a caracteristica comprimento dos graos de pdlen (GP)
viaveis e Inviaveis (IN) Tipo 1 (vazio), Tipo 2 (contraido) e Tipo 3
(Pulverizado) em genitores e hibridos F; UESC-HD13 de Passiflora

Fontes de Variagao GL QM — Comprimento dos GP
GP viavel GPINTI GPINT2 GPINT3

P. foetida var. foetida 4 26,73* 17,69% 72,45% -
Erro 245 2,39 4,52 4,75 -
CV (%) 4,96 9,95 8,94 -
P. palmeri var. 4 1267,98* 32,00% 11,57 39,59*

sublanceolata
Erro 245 4,27 3,82 5,41 6,22
CV (%) 7,18 9,16 10,84 11,26
UESC-HD13 4 287,31%* 144,15* 128,35* -
Erro 245 5,64 5,46 3,80 -
CV (%) 7,79 9,21 7,41 _
Entre taxons 2 7,65 26,99* 29,59* -
Erro 12 10,68 1,29 1,41 -
CV (%) 10,85 5,01 4,98 ;

*Significativo pelo teste F (P<0,05).

Tabela 4.10. Valores médios, minimos (Min) ¢ maximos (Méx) dos comprimentos (um) de
graos de polen (GP) vidveis e invidveis Tl (vazio), T2 (contraido) e T3
(pulverizado), em genitores e hibridos F; de Passiflora

Comprimento TAXONS
Caracteristicas GP P_foetida P. palmeri Hibrido F;
GP Viaveis Min - Max 65 —90 50-95 57,50 - 97,50
Média 77,.96a + 4,16 71,88a = 12,37 76,17a + 7,96
GP Inviaveis
T1 Min - Max 25-175 37,5-67,5 35-80
Média 53,41c+5,43 53,33b£5,16 63,43b + 6,92
T2 Min - Max 42,5-175 40 - 75 50 - 87,50
Média 60,94b + 6,03 53,66b = 5,86 65,74b + 6,01
T3 Min - Max NO** 42,585 NO
Média No 55,37b + 6,49 o

* Médias seguidas por letras diferentes (dentro de colunas) diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey (P<0,05). **NO, nao observado.
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4.4. DISCUSSAO

A meiose ¢ caracterizada como um evento de grande estabilidade evolutiva
(PAGLIARINI, 2000), para o qual o controle genético ¢ hierarquico e independente em cada
etapa do processo de divisao (PAGLIARINI, 2000; CAETANO-PEREIRA; PAGLIARINI,
2001). No entanto, mutagdes induzidas ou naturais nestes genes podem alterar o curso regular
da meiose, resultando em produtos meidticos irregulares (PAGLIARINI, 2000; CAETANO-
PEREIRA; PAGLIARINI, 2001). Os genes mutantes que agem durante a pré-meiose, meiose
e pos-meiose foram descritos para Arabidopsis, Zea mays L., Glycine max (L.) Merr., hibridos
de Brachiaria (PALMER et. al, 1992; PAGLIARINI, 2000; CAETANO-PEREIRA;
PAGLIARINI, 2001; MENDES-BONATO et.al, 2006), dentre outros. O controle genético da
meiose ¢ evidenciado pela acdo de muitos genes conhecidos para algumas culturas, como os
genes divergent apindle (dv) e plural abnormalities of meiosis (pamA344) em milho
(CAETANO-PEREIRA et al., 1998), os genes asynapsis (as) e desynapsis (ds) em soja
(BIONE et al., 2002a), e os genes synaptic (synl) e aspartokinase (askl) em Arabidopsis
(BAI etal., 1999; YANG et al., 1999).

Os hibridos interespecificos por apresentarem em seu nucleo diferentes genomas,
mesmo sendo genomas similares, apresentam ciclos celulares impares podendo nao ocorrer
sincronia entre os genomas durante o ciclo de divisdo celular, e, por isso, conduzir a
anormalidades meidticas, afetando diretamente o potencial reprodutivo da planta (LOPES,
2006). Devido o controle genético que ocorre durante a androsporogénese, este processo
celular ¢ suscetivel a mutagdes naturais. Assim, em cada etapa da pré-meiose, meiose € poOs-
meiose, formas recessivas de genes podem ocorrer (LOPES, 2006), conferindo efeito anomalo
aos genes. Os mutantes meidticos sdo, principalmente, identificados por meio de
anormalidades meidticas, por evidéncias genéticas e pelos percentuais de germinagdo de
polen e de 6vulos abortados, e, em geral, mutantes meioticos apresentam herangca monogénica
e sdo identificados na geragdo segregante (SINGH, 2002).

Em passiflordceas, o comportamento meidtico foi caracterizado inicialmente por
Storey (1950) e Beal (1969a, 1969b), seguido por diversos estudos em espécies silvestres
(OLIVEIRA, 1996; SOUZA et al., 2003a; SOARES-SCOTT et al., 2003) e hibridos sexuados
(SOARES-SCOTT et al., 2003) e somaticos (BARBOSA; VIEIRA, 1997, BARBOSA, 1998;
SOARES-SCOTT et al., 2003). Na progénie F; UESC-HD13 foram analisados hibridos com



91

numeros gaméticos distintos, » = 10 ou n = 11 cromossomos. Analises meidticas precedentes
a este estudo indicaram o pareamento normal de 10 II em P. foetida L. e P. foetida var.
fluminensis Roem. (BEAL, 1969a). Entretanto, a caracterizacdo do genitor masculino P.
foetida var. foetida L. com n = 11 pode ser referendada por estudos de Bowden (1945) e
Storey (1950).

Em espécies com genomas similares, o pareamento cromossomico ¢ completo ou
quase completo em seus hibridos (RISSO-PASCOTTO et al., 2005), como observado nos
hibridos F, de Passiflora desse estudo. Em hibridos interespecificos de Triticum, por
exemplo, as espécies silvestres 7. monococcum L e T. urartu Thiim. ex Gandilyan possuem
genomas A e exibem sete bivalentes em seus hibridos, havendo, portanto, pareamento
completo (PAIVA, 2006). A configuracdo de pareamento em bivalentes observada nos grupos
de hibridos n» = 10 e n = 11 reflete haver homologia entre os genomas dos genitores,
confirmando a existéncia de similaridades estruturais ¢ genomicas entre eles (RILEY, 1966;
TECHIO; DAVIDE, 2007).

O conhecimento da similaridade dos genomas ¢ importante para estimar a freqiiéncia
de recombinagdo que pode ocorrer entre os hibridos interespecificos e inferir sobre relagdo de
parentesco filogenético entre espécies genitoras e suas relagcdes gendmicas (KING et al.,
1999), fornecendo informagdes necessarias para programas de introgressdao de genes de
interesse (GALE; MILLER, 1987; SINGH, 2002). Dessa maneira, a habilidade de hibridar ¢
demonstrada pela afinidade entre os genomas genitores (MAC CONNEL; KAMEMOTO,
1993; CHRISTOPHER et al., 1995), e a homologia/homeologia cromossdmica torna-se
necessaria para a selecao de gendtipos hdbeis ao cruzamento interespecifico (OHRI, 1998).
Pode-se tomar como exemplo as espécies genitoras do hibrido P. edulis Sims. f. flavicarpa O.
Deg. x P. setacea D.C. que apresentaram a maioria das células com bivalentes indicando a
existéncia da homologia cromossdmica entre os genitores (SOARES-SCOTT et al., 2003).

A estabilidade genética observada nos hibridos e genitores ¢ estabelecida pela
formag¢do de quiasmas e manutencdo dos bivalentes, necessaria para a segregagao regular dos
cromossomos (SYBENGA, 1992). A formacdo e freqiiéncia de quiasmas estdo sujeitos ao
controle poligénico (REES; THOMPSON, 1956, 1958; REES, 1961; BAKER et al., 1976;
PAGLIARINI, 1980), de dominancia completa (PAGLIARINI et al., 1986), principalmente
de genes sindpticos (BIONE et al, 2002b) e de genes que codificam as proteinas requeridas a
quebra do DNA, reparo e recombinagdo das bases (ROEDER, 1997; CARYL et al., 2003).

Elevado grau de pareamento entre os cromossomos garante que o conjunto de ambos

os genitores pode ser permutado (KING et al., 1999). A freqiiéncia de quiasmas tem sido
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utilizada como indicador de parentesco entre as espécies e do grau de recombinagdo genética
em uma populacao (STEBINS, 1958; PAGLIARINI; POZZOBON, 2004). A média do
nimero de quiasmas totais nas células indicou a existéncia de pelo menos um quiasma por
bivalente, o que assegura a ampliacdo da variabilidade genética nas espécies genitoras,
confirmada por Souza et al. (2003a). Os quiasmas intersticiais sdo indicadores de
recombinac¢do, enquanto que os terminais asseguram a perfeita disjuncao e segregacdo dos
cromossomos homologos, possuindo pouco efeito na taxa de recombinacdo (LOPES, 2006).
Os resultados desse estudo confirmaram a predominancia de quiasmas intersticiais, que
puderam ser observados em outras espécies de Passiflora silvestres como P. alata Dryander,
P. amethystina Mikan, P. capsularis L. e P. cincinnata Mast. (SOUZA et al., 2003b).

A variagdo observada na freqiiéncia de quiasmas estd relacionada a capacidade de
combinagdo entre espécies, como observado em linhagens de Zea mays L. (PAGLIARINI et
al., 1986; PAGLIARINI, 2000). Como resultado de agrupamento de dois genomas distintos,
os hibridos possuem uma gama de possibilidades de combinagdes alélicas em relagdo aos
genomas dos genitores. Logo, ¢ esperado para progénie F, o estabelecimento de maior
nimero de combinagdes alélicas, e com o avango da produg¢do de novas progénies, uma
reducdo. Em hibridos interespecificos de Capsicum, por exemplo, a freqii€éncia de quiasmas
na progénie F, foi inferior a observada pela progénie F;, resultado direto do processo
evolutivo que diminuiu a homologia entre os cromossomos dentro desta progénie (SHAW,
1972; RAO et al, 1992). A formagdo de multivalentes em F; e a predominancia de
univalentes na progénie F, de Capsicum (RAO et al., 1992) ¢ uma evidéncia direta dessa
hipdtese nessa espécie.

Apesar de baixa, a freqliéncia de multivalentes sugere pequenas introgressoes
cromossomicas de uma espécie para outra, como observados nos hibridos de P. edulis Sims. f.
flavicarpa O. Deg. x P. setacea D.C. (SOARES-SCOTT et al., 2003). Aliado a estes fatos, os
resultados referentes a freqiiéncia de quiasmas e indice de recombinagdo sugerem que houve
recombinacdo dos cromossomos das espécies genitoras nos hibridos, principalmente naqueles
que apresentaram 0 mesmo nimero cromossomico que seus genitores, atestando que alelos de
interesse podem ser incorporados.

De acordo com alguns autores, hd uma relacdo positiva entre a eliminagao de
cromossomos ¢ a distdncia genética entre as espécies, formando hibridos F; interespecificos
usualmente estéreis, com auséncia de pareamento e de sincronia no ciclo celular
(PAGLIARINI; POZZOBON, 2004). Embora os genitores da progénie de hibridos F; UESC-

HD13 sejam filogeneticamente proximos e agrupados no mesmo subgénero Dysosmia
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(KILLIP, 1938), foi observada eliminacdo cromossomica em parte dos individuos desta
progénie. Delecdo cromossdmica ¢ um fendmeno comum entre hibridos interespecificos,
podendo ser total ou parcial de um dos genomas genitores como conseqiiéncia da condi¢ao
hibrida, ou seja, ocorre um desajuste entre os genomas de espécies diferentes (LEVIN, 2002).
Dessa maneira, a eliminagdo cromossdomica pode ocorrer devido as relagdes de parentesco,
uma vez que os genitores compartilhariam do mesmo controle genético para eliminacao de
cromossomos (ABREU et al., 2006).

As aneuploidias sdo freqiientemente decorrentes de erros meidticos como resultado de
nao-disjungdo cromossdmica durante a primeira e, ou segunda, divisdes meidticas (SINGH,
2002). Processos de nao-disjungdo e segregacdo irregular comuns aos taxons analisados
podem estar relacionados ao processo de aneuploidia observadas em parte da progénie F; dos
hibridos UESC-HD13. Outros mecanismos de elimina¢do cromossdomica ja foram descritos
para outras espécies, como a forma¢ao de micronucleos, segregagdo irregular de homdélogos
ou cromatides-irmas em metafases e anafases, supressao da fun¢do do centrdmero nos
cromossomos, assincronia nas fases do ciclo celular (ADAMOWSKI et al., 1998; SINGH,
2002) e translocacdes cromossomicas (LEVIN, 2002), estando também sujeito a influéncia
dos fatores ambientais (LINDE-LAURSEN; VON BOTHMER, 1999). Segundo Adamowski
et al. (1998), o processo regular da androsporogénese até a diacinese, com formacdo de
bivalentes, ¢ comum em tdxons com ocorréncia de aneuploidias.

Genes envolvidos na transmissdo de sinais para a formacdo das fibras dos fusos sdo
igualmente importantes para o curso harmonioso da meiose (CAETANO-PEREIRA;
PAGLIARINI, 2001), orientando corretamente os cromossomos na placa metafasica e
conduzindo a perfeita segregacdo para os pdlos. Durante a pré-metdfase os microtiibulos se
organizam em planos bipolares, emitindo sinais genéticos para a formacdo do aparato das
fibras dos fusos. Mutacdes nesses genes causam falhas na formagao das fibras e prejudicam a
disjuncdo cromossdémica (PALMER et al.; 1992; CAETANO-PEREIRA; PAGLIARINI,
2001). Alteragdes ambientais também podem influenciar na expressdo de genes durante a
meiose (SOUZA et al., 2003a). A acdo conjunta de genes dv na orientacdo anormal dos fusos
meidticos em Zea mays L. (CAETANO-PEREIRA; PAGLIARINI, 2001; SHAMINA et al.,
2000) e em hibridos interespecificos de Brachiaria (MENDES-BONATO et al., 2006), além
de mutantes sindpticos e de disjun¢do e segregacdo cromossdmica, suportam a hipotese da
acao destes genes como possivel causa destas irregularidades.

Anormalidades envolvendo as fibras do fuso podem resultar ainda em graos de polen

reduzidos em tamanho (SOUZA et al., 2003b), tendo influéncia direta na viabilidade polinica.
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Pode-se dizer ainda, que a nao orientagdo dos bivalentes conduzem a formagdo de
micronucleos (LOVE, 1951), citocinese incompleta e formacao de poliades, triades e
monades. A acdo de genes dv promove a divergéncia das fibras dos fusos nos polos celulares
em meiose Il (CAETANO-PEREIRA; PAGLIARINI, 2001).

A segregacao irregular dos cromossomos homologos para os pdélos € um evento
comum observado em passifloras silvestres (STOREY, 1950; OLIVEIRA, 1996; SOARES-
SCOTT et al., 2003; SOUZA et al., 2003b; 2004) e hibridos sexuados (SOARES-SCOTT et
al., 2003) e somaticos (BARBOSA; VIEIRA, 1997; BARBOSA, 1998; SOARES-SCOTT et
al., 2003), que induz a perda de material genético e origina gametas aneuploides. As espécies
silvestres e hibridos interespecificos analisados neste estudo demonstraram a presenca de tal
irregularidade em ambos ciclos meiodticos. As causas dessas anomalias irregulares podem ser
diversas, estando diretamente relacionadas aos quiasmas e complexo sinaptonémico (CS), e
conseqiiente presenca de univalentes, formados nos estagios finais da profase I. A formagao
de univalentes sugere a acdo de genes de controle sob o CS, os genes mutantes as
(assinapticos) e ds (dessinapticos) comuns em plantas (BIONE et al., 2002b) e que anulam ou
reduzem o pareamento cromossdmico (BIONE et al., 2002b, 2002c). De acordo com Peirson
et al. (1997), em mutantes assindpticos os univalentes sdo incapazes de agrupar-se no plano
metafasico, encontrando-se dispostos ao acaso no citoplasma. Mutantes dessinapticos estdao
relacionados a segregacdo irregular observadas em anafase II, onde univalentes conseguem
manter a coesdo entre as cromatides até o momento da disjun¢do (BIONE et al., 2002a).

O assincronismo observado em meiose II, onde se tem dois grupos cromossdmicos em
diferentes fases meioticas pode ter sido causado por despolimerizacao das fibras do fuso nos
p6los das células, como sugere Souza et al. (2003a) em P. edmundoi Sacco. A acdo de genes
mutantes askl-1, por sua vez, podem também causar a producdo de tétrades com niimero e
tamanho variavel de micrésporos, devido contetdos diferentes de DNA (YANG et al., 1999).
Acredita-se no fato de que genes ASK/ controlam a separagcdo dos homoélogos em Arabidopsis
pela degradagdo ou remocdo de proteinas especificas requeridas pelo complexo
sinaptonémico.

A formagdo de pontes cromossémicas, por sua vez, foi a irregularidade mais comum
da MI nos genitores e na progénie de hibridos, e ja foi relatada para espécies silvestres e
hibridos somaticos de passifloras, como em P. amethystina Mikan e P. edulis Sims. f.
flavicarpa O. Deg. + P. amethystina (BARBOSA; VIEIRA, 1997). Uma possivel causa desta
irregularidade nos hibridos e espécies silvestres pode ser atribuida a translocagdes e inversoes

paracéntricas que ndo envolvem quebras na regido centromérica e causam redugdo da



95

fertilidade (LEVIN, 2002). Geralmente, inversdes cromossOmicas que envolvem o
centromero (inversdes pericéntricas) nao originam irregularidades meioticas (LEVIN, 2002).
Como ja observados em estudos meidticos de hibridos triploides entre capim-elefante
(Pennisetum purpureum Schum, 2n = 2x = 28) e milheto (P. glaucum (L.) Brown, 2n = 2x =
14) (SETHI et al., 1970; PAIVA, 2006), a ocorréncia de pontes cromossdmicas ¢ atribuida,
principalmente, as inversoes paracéntricas (SYBENGA, 1992). Assim, no caso dos hibridos
analisados e genitores silvestres, provavelmente, as pontes estdo associadas ao ciclo quebra-
fusdo-ponte e a inversdes paracéntricas. Segundo Levin (2002) a formagdo de pontes e a
segregacdo irregular podem incidir sobre a fertilidade dos hibridos com uma relagdo
inversamente proporcional (LEVIN, 2002). Processos como translocagdes reciprocas e
inversdes paracéntricas podem originar pontes em andfase e interferir sobre a segregacao
cromossOmica, além de reduzir a fertilidade em hibridos de espécies com o mesmo nimero
cromossomico (LEVIN, 2002).

Os estudos de comportamento meidtico em Passiflora tém evidenciado altos indices
meidticos, indicativo de estabilidade meidtica, mesmo com a ocorréncia de irregularidades
(STOREY, 1950; OLIVEIRA, 1996; BARBOSA; VIEIRA, 1997; BARBOSA, 1998;
SOARES-SCOTT et al., 2003; SOUZA et al., 2003a), como foi observado neste este estudo.
A segregacao irregular em metafase e anafase, anormalidades na orientacdo do fuso e
assincronismo sdo anormalidades encontradas nas passifloras e hibridos, e que formam
produtos também anormais, como diades, triades e poliades, microgametas, e células
aneupldides e poliploides (BARBOSA; VIEIRA, 1997; SOARES-SCOTT et al., 2003;
SOUZA et al., 2003a). Aliadas a estas irregularidades meioticas, o fracasso ou falhas da
citocinese podem resultar em produtos pos meidticos com dois, trés, cinco e seis células
(PAGLIARINI, 2000). Dois genes, identificados em Zea mays L., podem perturbar a
citocinese, o gene va (variable sterile) e e/ (enlogate) (BEADLE, 1932; RHOADES;
DEMPSEY, 1966). A formagao de monades neste estudo pode ser um resultado da auséncia
de citocinese no final da meiose II, e as falhas na citocinese associadas as irregularidades
meiodticas podem ter formado as diades, triades e poliades observadas.

No geral, as taxas de irregularidades meioticas foram inferiores ao nimero de células
normais observadas, o que indicou ter havido pontos restritos de chekpoint ou eventos de
reconstituicao celular, durante a meiose I. Mecanismos similares foram observados em
espécies silvestres de Passiflora (SOUZA et al., 2003a, 2003b). Love (1951) afirma que o
IM% ¢ um indice de regularidade do comportamento meidtico e que plantas com indice

meidtico em torno de 90% a 100% podem ser consideradas citologicamente estaveis, assim, 0



96

elevado IM% permitiu considerar os tdxons analisados neste estudo como organismos
estaveis citologicamente. Os hibridos de P. edulis Sims. f. flavicarpa O. Deg. x P. setacea
D.C. também mostraram-se estaveis, apesar das irregularidades observadas (SOARES-
SCOTT et al., 2003).

O padrio de tamanho GP observado nas espécies em estudo foi semelhante ao
estudado por Souza et al. (2004). Excetuando-se P. palmeri Rose var. sublanceolata Killip,
GP tipo T1 (vazio) apresentou maiores indices e menores comprimentos que GP tipo T2
(contraido), sugerindo que GP vazios possam ter sido originados por anomalias na segregacao
cromossdmica na microsporogénese ¢ que irregularidades durante a fase poOs-meiodtica
estariam envolvidas na inviabilidade polinica observada em GP contraidos (SOUZA et al.,
2004). Assim como GP T2 (contraidos), acredita-se que os GP T3 (pulverizados) foram
originados durante a microgametogénese (pos-meiose), sugerindo a agdo de fatores genéticos
pOs-meiodticos e possiveis fatores abiodticos. Além de estudos realizados com espécies
silvestres de Passiflora por Souza et al. (2004), estudos em hibridos somaticos
interespecificos realizados por Barbosa e Vieira (1997) e hibridos somaticos estudados por
Storey (1950) confirmam essa hipotese. Os estudos realizados em P. alata Dryander x P.
caerulea L., P. racemosa Brot. x P. coccinea Aubl. ¢ P. maliformis L. x P. caerulea
indicaram que a completa esterilidade observada nos hibridos ocorreu devido as
irregularidades meioticas (STOREY, 1950).

Assim como relatado por Barbosa e Vieira (1997) para hibridos somadticos de
Passiflora edulis Sims. f. flavicarpa O. Deg. + P. amethystina Mikan, e respectivos genitores,
um baixo percentual de irregularidades foi observado nos taxons analisados. Nesses hibridos
somaticos, a relagdo entre a viabilidade polinica e anormalidades meidticas foi alta e negativa.
Nos hibridos UESC-HD13 o padrdo foi 0 mesmo. A meiose I mostrou ter maior interferéncia
na viabilidade gamética (BARBOSA; VIEIRA, 1997). Em hibridos F, de Heilanthus
observou-se que a fertilidade diminuiu com o aumento do numero de translocacdes (LEVIN,
2002). Em passifloras a relagdo entre o percentual de irregularidades meioticas foi
inversamente proporcional a viabilidade polinica em meiose 1. A interferéncia da meiose II
sob a viabilidade foi menor, assim como para os hibridos Passiflora edulis f. flavicarpa + P.
amethystina (BARBOSA; VIEIRA, 1997). Assim, anomalias ocorridas durante o primeiro
ciclo de divisdo meiodtica, associada a fatores ambientais (LALONDE et al., 1997; SOUZA et
al., 2002), seriam as principais responsaveis pela inviabilidade gamética observada em P.
palmeri Rose var. sublanceolata Killip, o que destaca o potencial dessa espécie como genitor

feminino em cruzamentos interespecificos de passifloras. A influéncia das irregularidades da
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meiose II sobre a viabilidade polinica foi menor, que caracteriza a menor freqiiéncia de GP
contraidos.

As instabilidades cromossdmicas podem produzir gametas com numero cromossomico
variavel, com adi¢do ou reducdo do nimero cromossdmico, formando gametas com tamanhos
diferentes e estéreis, mas muitas vezes funcionais. Os GP vidveis apresentaram comprimentos
que variaram cerca de 50 a 97um entre as espécies, comprimentos superiores a outros estudos
realizados (SOUZA et al., 2004). Devido a essa ampla varia¢do, e aos fatores genéticos
envolvidos na meiose e viabilidade, a freqiiéncia de GP vidveis em P. palmeri Rose var.
sublanceolata Killip e hibridos foi irregular.

Os GP de podlen dos genotipos de Passiflora reagiram positivamente ao Lugol,
confirmando sua caracteristica amildcea, como relatada anteriormente por Souza et al. (2004).
Os hibridos apresentaram o mesmo padrdo amildceo de ambos os genitores, tipicos de plantas
entomofilas (DAFNI, 1992; SOUZA et al., 2004). A presenca de GP amildceo ¢ uma
conseqiiéncia direta da evolugdo, pois € metabolicamente mais acessivel para o
desenvolvimento do tubo polinico, proporcionando ocorréncia de fertilizagdo (SOUZA et al.,

2004).

4.5. CONCLUSOES

O grau de homologia entre as espécies genitoras pode ser estabelecido, ndo somente
pela andlise do pareamento cromossdmico, mas também pela estimativa e andlise das
anormalidades meidticas nos hibridos. As espécies envolvidas no cruzamento comportaram-se
de maneira similar durante o processo meidtico. O elevado grau de pareamento cromossomico
e formacdo de quiasmas observado nos grupos de hibridos » = 10 e n = 11, permitiu
reconhecer o grau de relagdo genética entre os genitores P. palmeri var. sublanceolata e P.
foetida var. foetida. A inviabilidade gamética foi relacionada a erros meidticos, que produzem
gametas anormais e nao funcionais, como em P. palmeri var. sublanceolata onde a meiose
irregular conduziu a uma queda na viabilidade polinica. Sugere-se que as alteragdes na
segregacdo cromossOmica durante a meiose I foram as principais responsaveis pelas taxas de
viabilidade polinica nas espécies de Passiflora analisadas, ja que houve maior porcentagem de
polen T1. A viabilidade polinica em P. foetida var. foetida destaca o seu potencial na

utilizacdo como genitor masculino em programas de melhoramento, assim como a espécie P.



98

palmeri var. sublanceolata para a sua utilizagdo em programas de melhoramento como
genitor feminino. O hibrido UESC-HD13 pode ser considerado citologicamente estavel e
viavel. A formagdo de alguns multivalentes indica que houve recombinagao dos cromossomos
dos genitores nos hibridos e que alelos de interesse puderam ser incorporados na progénie F;.
Os dados referentes ao processo meidtico e viabilidade polinica permitiram indicar o uso dos
genotipos analisados em programas de melhoramento para a produgdo de hibridos que visem

a introgressao de genes de caracteres desejaveis ao mercado de plantas ornamentais.
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CAPITULO 111

Androsporogénese e Androgametogénese associadas ao tamanho do botao
floral e da antera nos genitores Passiflora foetida var. foetida x P. palmeri
var. sublanceolata e hibridos F,; ornamentais

RESUMO

Estudos da gametogénese masculina envolvendo a associacdo dos diferentes estadios de
divisdo meiotica (androsporogénese) e pos-meiodtica (androgametogénese) tem se tornado
freqiiente, fornecendo subsidios para pesquisas com cultura de anteras. O estudo foi
conduzido com o objetivo de estudar a relagdo entre os tamanhos do botdo floral e da antera
em relacdo aos estaddios da androsporogénese e androgametogénese em espécies silvestres de
passifloras de potencial ornamental e hibridos F; interespecificos, além de caracterizar os
diferentes estadios da androgametogénese, a fim de gerar informacdes que possam auxiliar
programas de melhoramento genético. Verificaram sobreposi¢des entre os tamanhos dos
botdes e anteras e os estdgios de metafase e anafase I, telofase I, metafase e anafase II, e
telofase II. As andlises permitiram apenas a diferenciacdo em quatro classes diferentes,
profase I, meiocitos com células nos estadios de metafase I a telofase 11, tétrade, androsporos
e androfitos I. Botdes e anteras foram indicativos para monitorar os estadios da
androgametogénese. Para a caracterizacdo do desenvolvimento dos gametofitos (GP) a
variavel fundamental foi distdncia do nucleo a parede da célula. Foram encontradas
sobreposi¢des entre estas variaveis de tamanho do botdo e da antera, comprimento e largura
da célula, demonstrando nao haver associa¢do entre os estadios de desenvolvimento do
gameto6fito, com indices inferiores a 0,52%, pelo indice de correlagio de Pearson. A
ocorréncia de androfitos binucleados de tamanhos simétricos e com um ou dois micronucleos
foram consideradas anomalias devido a baixa freqiiéncia (inferior a 7,5%). Os taxons foram
caracterizados por apresentar androfitos I até o momento da antese, com freqiiéncia superior a
90% nas anteras. Nao houve associa¢do entre as diferentes sec¢des da antera e estadios de

desenvolvimento da androgametogénese, ocorrendo sobreposi¢des entre estas variaveis.

Palavras-chave: Androgénese, hibridos interespecificos, androsporos, androfitos.
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5.1. INTRODUCAO

O género Passiflora L. tem aproximadamente 520 espécies atualmente conhecidas
(CERVI, 2005), com mais de 200 espécies originarias do Brasil (SEMIR; BROWN, 1975;
LOPES, 1994; SILVA; SAO JOSE, 1994; BERNACCI et al., 2003; VIANA et al., 2003). As
passifloras sio mundialmente conhecidas por seu valor agronomico e ornamental (HANSEN
et al., 2006), com cerca de 685 hibridos ornamentais registrados (VANDERPLANK et al.,
2003; KING, 2007). Sao escassos os estudos relacionados ao desenvolvimento dos gametas
em espécies de passifloras, com apenas 1% das espécies caracterizadas (GARCIA et al.,
2002), entre elas P. edulis Sims f. flavicarpa O. Deg., P. caerulea L., P. mooreana Hook, P.
foetida L., P. chrysophylla Chod., P. misera HBK. e P. suberosa L. (GARCIA et al., 2002;
SOUZA et al., 2002). Nao ha relatos de estudos similares em hibridos de passifloras.

Tentativas freqiientes de monitorar o processo de divisdo meidtica para associar o
tamanho do botao floral e da antera aos estadios meidticas e pds-meidticas t€m sido realizadas
por varios autores (SOUZA et al.,, 2002; LAUXEN et al., 2003; PICOLI et al., 2003;
RODRIGUES et al., 2007). Fator importante para o sucesso de pesquisas que envolvem a
técnica de cultura de anteras ¢ conhecer o estadio ideal de desenvolvimento das anteras a
serem cultivadas, de maneira que este estadio contenha os andrdsporos ou andréfitos I e II em
uma fase de desenvolvimento de melhor resposta androgenética, que, geralmente, sdo os
andrésporos recém liberados da tétrade meidtica (KALTCHUK-SANTOS; BODANESE-
ZANETTIN, 2002). Grando & Moraes Fernandes (1993) sugerem que o potencial
embriogénico dos gameto6fitos pode ser determinado tanto no periodo da meiose como no
periodo da pré-mitose nos andrésporos, pois nestes dois momentos esta célula ainda teria
metabolicamente caracteristicas esporofiticas, o que permite a diferenciagdo do gametofito em
embrido e posterior formacao de uma planta.

O curso normal da androgametogénese, para a maioria das angiospermas, finaliza na
forma¢do de androfitos binucleados, formados por uma célula vegetativa e uma célula

generativa. Segundo Kaltchuk-Santos & Bodanese-Zanettini (2002), o andrésporos, apos sua



108

liberacao da tétrade, possui um citoplasma rico em ribossomos € com numerosos pequenos
vactolos (SANGWAN; CAMEFORT, 1982). Estas células sdo caracterizadas, basicamente,
por possuir apenas um nucleo haploide, no caso de espécies diploides, ndo-polarizado
(central) e indiferenciado. No curso normal do desenvolvimento dos gametofitos, os
androsporos passam por transformagdes citoplasmaticas e nucleares induzidas pela transcri¢cao
de genes caracteristicos da geracdo gametofitica e ambiente intralocular. Ocorre a
coalescéncia dos vacutolos resultando na formacdo de um vacuolo central, evento tipico de
diferencia¢do celular, e conseqiiente polarizagdo do nucleo (posicionamento lateral). E,
paralelamente, o material genético desse nucleo hapléide ¢ duplicado e tem-se entdo um
nucleo totalmente homozigoto para todos os alelos. Esses eventos caracterizam a tomada da
rota gametofitica, ou seja, o andrdésporo vai virar andréfito. O androéfito I € entdo caracterizado
por uma célula uninucleada, vacuolizada e, portanto, polarizada (RODRIGUES, 2004).

A migragdo do nucleo constitui uma etapa chave da androgametogénese, uma vez que,
em seguida se da a primeira divisdo mitédtica assimétrica, onde as cromatides separam-se
equitativamente em dois novos nucleos haploides (RODRIGUES, 2004), com distribuigao
desigual do citoplasma nas células-filhas, células vegetativa e generativa, estruturalmente e
funcionalmente diferentes, mas com o mesmo conteiido genético (KALTCHUK-SANTOS;
BODANESE-ZANETTINI, 2002). Nesse momento, se tem o andréfito II (binucleado e
bicelular). Ha espécies ainda em que o andréfito apresenta a segunda mitose antes da emissao
do tubo polinico, formando androéfitos tricelulares (RODRIGUES, 2004). A segunda mitose
do polen envolve apenas o nucleo generativo, dando origem as células espermaticas de
morfologia similar que serdo as responsaveis pela fecundacao do saco embrionario, enquanto
que a célula vegetativa permanece quiescente, ndo sofrendo segunda divisdo mitotica
(KALTCHUK-SANTOS; BODANESE-ZANETTINI, 2002), e responsavel pela formagdo do
xenofito (endosperma). A defini¢do e conhecimento de tais processos sdo de consenso geral
para a manipulagdo destas células em programas de cultura de anteras que ansiam a
ontogénese de plantas.

Esse estudo foi realizado visando associar o tamanho do botdo floral e da antera com a
androsporogénese e androgametogénese, para direcionar a coleta dos botdes florais no estudo
da formacdao e desenvolvimento do gametéfito masculino, bem como caracterizar a
androgénese em hibridos F; UESC-HDI13 com potencial ornamental e genitores P. foetida
var. foetida L. e P. palmeri Rose var. sublanceolata Killip, a fim de gerar informagdes que

possam auxiliar programas de melhoramento genético. A progénie F; UESC-HDI13 foi
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resultado do cruzamento sexuado entre P. foetida var. foetida () x P. palmeri var.

sublanceolata (?).

5.2. MATERIAIS E METODOS

5.2.1. MATERIAL VEGETAL

Foram utilizadas as espécies Passiflora foetida var. foetida L. proveniente da UENF -
Campos de Goytacazes (RJ), e P. palmeri Rose var. sublanceolata Killip doada pela
EMBRAPA Cerrados — Planaltina (DF), que vém sendo mantidas no Banco Ativo de
Germoplasma (BAG - Passifloras) da Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC),
39°13°59”° de longitude oeste e 14°45°15”° de latitude sul, Ilhéus, Bahia, Brasil. Foram
analisados os hibridos interespecificos resultantes do cruzamento entre P. foetida var. foetida
4 x P. palmeri var. sublanceolata Q. A espécie P. foetida var. foetida foi selecionada como
fonte de germoplasma nesse programa de melhoramento genético para obtengdo de plantas
ornamentais por apresentar pequeno porte, flores pequenas de pétalas brancas e corona
branco-lilas, sendo adequada para ornamentacdo de interiores. A utilizacdo de P. palmeri var.
sublanceolata deve-se a beleza das flores de pétalas rosas e corona branca, e folhagem

delicada, com cor verde vivaz.

5.2.2. HIBRIDACOES INTERESPECIFICAS

Para a obtencdo do hibrido interespecifico, cinco genotipos do genitor feminino P.
palmeri var. sublanceolata (planta receptora de polen) foram fertilizados utilizando-se um
‘bulk’ de polen de cinco genotipos de P. foetida var. foetida. Para o controle da polinizagdo,

os botdes florais em pré-antese dos genitores foram selecionados e protegidos com saco de
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papel, evitando a visita de polinizadores ou a fecundacgao por graos de pdlen carregados pelo
vento, conforme indica Vanderplank (2000). No dia seguinte, realizou-se a polinizagao
controlada uma hora apds a antese para evitar polinizacdes em flores sem curvatura no
estigma por ndo estarem ainda receptivas (SOUZA et al., 2004). As anteras dos botdes em
antese de cada espécie foram coletadas separadamente. Apds a polinizagdo, as flores foram
novamente protegidas até 24 h. O cruzamento foi identificado com etiqueta junto a flor
polinizada contendo os seguintes dados: a espécie doadora de polen, a espécie receptora de
pélen e data da hibridacdo. Apos cinco dias, foi observada a permanéncia ou abortamento do
botdo floral e de frutos em inicio de desenvolvimento. Os frutos foram envolvidos por redes
de nylon para evitar danos e perdas. Parte das sementes obtidas dos frutos colhidos foi
semeada em bandejas de isopor de 128 células e utilizando-se substrato organico ou areia, em
casa de vegetagdo. A outra parte das sementes obtidas vém sendo mantida em refrigeragao,
aproximadamente a 10°C. Todas as sementes representantes de um cruzamento foram
consideradas sua progénie. Os genotipos representantes da progénie F; foram codificados
apropriadamente, com a sigla UESC-HD13. Apds a germinagdo, as plantas hibridas foram

transplantadas para vasos contendo 43L de solo com cerca de 30 a 40 dias de vida.

5.2.3. MENSURACAO DO TAMANHO DO BOTAO FLORAL E DA ANTERA
ASSOCIADOS AOS ESTADIOS DA ANDROSPOROGENESE E
ANDROGAMETOGENESE

Botdes florais de diferentes tamanhos foram coletados ao acaso e fixados em Carnoy I
(etanol - acido acético glacial 3:1; JOHANSEN, 1940), por 2 a 3h em temperatura ambiente,
realizando-se trés trocas durante esse periodo, e mantidos a -20°C no proprio fixador por no
minimo 24h. No momento do preparo da lamina, os comprimentos dos botdes com bracteas e
das anteras a serem maceradas foram mensurados com auxilio de paquimetro digital
Mitutoyo. Uma antera foi retirada de cada botdo, transferida para uma lamina e mantida em
acido acético 45% por Smin. O 4cido foi retirado com papel de filtro e as células foram
coradas com uma gota de carmim acético 1% (SOUZA et al. 2003). A antera foi macerada

com auxilio de agulhas e as andlises das fases meidticas foram realizadas em campo claro
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com microscopio de luz Olympus CX41. Foram analisados 80 botdes florais, com 10
repeticoes de cada fase meiotica. A freqiiéncia de células com dois e trés nticleos foi obtida da
analise em quatro botdes florais diferentes e 100 células por taxon. As analises foram

realizadas em campo claro com microscopio de luz Olympus CX41.

5.2.4. OBSERVACAO DA POSICAO NUCLEAR DURANTE A
ANDROGAMETOGENESE ASSOCIADA AOS TAMANHOS DO BOTAO FLORAL
E DA ANTERA

Para a caracterizagdo da posi¢do do nucleo durante o desenvolvimento do grao de
polen (GP), foram analisados botdes florais fixados (procedimento do item 5.2.2) medindo de
5,15 a 36,40mm, em fases de andrdsporos e androfitos. No preparo da lamina foram obtidos
os dados de comprimento do botdo e da antera para associagdo com a posi¢do nuclear. As
anteras foram transferidas para lamina e mantidas em acido acético 45% por Smin., excisadas
em carmim acético 1%, de acordo com a técnica de coloragdo e esmagamento (SOUZA et al.
2003), e seladas com esmalte incolor. Medidas do comprimento (CG; eixo polar) e largura
(LG; eixo equatorial) do gametofito, e da distdncia do nlcleo a parede desta célula (DN)
foram obtidas com auxilio de ocular micrométrica (mm), observados em objetiva de 40x. As
andlises foram realizadas em campo claro com microscopio de luz Olympus CX41 e
fotografadas com maquina digital Olympus C-7070, 7.1 MP acoplada ao microscopio. Foram
analisados 50 botdes florais por taxon, observando-se uma antera por botdo. Em cada lamina,

15 células foram mensuradas, totalizando 750 células por taxon.
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5.2.5. OBSERVACAO DA POSICAO NUCLEAR DURANTE A
ANDROGAMETOGENESE ASSOCIADA A DIFERENTES SECCOES DA ANTERA

Botdes que apresentaram nas andlises anteriores maiores dissimilaridades entre as
posicdes nucleares foram selecionadas para as analises de correlacdo entre as seccdes da
antera e a posi¢ao nuclear em GP. Cada uma das tecas da antera foi separada e seccionada em
quatro partes equivalentes (Figura 5.1). Para cada taxon, foram analisados quatro botdes
florais em androgametogénese. Foram analisadas 15 células por seccdo da antera, totalizando
120 células por antera, e 480 células por tdxon. As laminas foram preparadas pela técnica de
coloracdo e esmagamento (SOUZA et al. 2003) e seladas com esmalte incolor. Foram
tomadas medidas do comprimento (CG), largura (LG) e distancia do nacleo a parede do
gametofito (DN) das células associadas a cada sec¢do da teca. As andlises foram realizadas
em campo claro com microscéopio de luz Olympus CX41, com auxilio de ocular micrométrica

(mm) sob objetiva de 40x (Figura 5.1).

5.2.6. ANALISE ESTATISTICA

Os dados referentes ao comprimento dos botdes e das anteras, relativos a cada estadio
da androsporogénese e androgametogénese foram submetidos a andlise de varidncia
(ANOVA) e comparados pelo teste de Tukey (P P<0,05), utilizando-se o delineamento
inteiramente ao acaso. Analises de correlagdes de Pearson também foram efetuadas. As

andlises foram realizadas com o programa GENES versdo 2006.4.1 (CRUZ, 2006).
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Figura 5.1. Metodologia aplicada no estudo de correlagdo do tamanho do botdo e antera,
posicdo nuclear e loculo da antera, durante desenvolvimento do GP. (A-B)
Comprimento da antera e analise das tecas da antera, seccionadas em quatro
partes equivalentes; (C) Medidas de comprimento, largura e maior distdncia do
nucleo (MDN) para inferir o estdgio de desenvolvimento do GP; (D-F)
Desenvolvimento regular do GP; (D) GP em estagio inicial de desenvolvimento
com nucleo situado na regido mediana; (E) GP em estagio intermediario de
desenvolvimento com ntcleo situado na regido submediana; (F) GP em estagio
final de desenvolvimento com nucleo situado proximo & parede do GP; (G-I)
Desenvolvimento irregular do GP; (G) GP dois nucleos de mesmo tamanho; (H)
GP com um microntcleo; (I). GP com dois microntucleos.
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5.3. RESULTADOS

5.3.1. RELACAO ENTRE O TAMANHO DO BOTAO FLORAL E DA ANTERA E OS
ESTAGIOS DA ANDROSPOROGENESE

Os comprimentos dos botdes variaram entre 4,12 a 35,26mm em P. palmeri Rose var.
sublanceolata Killip, 0,74 a 13,22mm em P. foetida var. foetida L., e 1,01 a 28,06mm nos
hibridos UESC-HD13. Os comprimentos das anteras variaram entre 1,61 a 9,58mm em P.
palmeri var. sublanceolata, 0,65 a 4,18mm em P. foetida var. foetida, ¢ 0,48 a 8,16mm nos
hibridos UESC-HD13 (Tabela 5.1). A analise de variancia demonstrou haver diferenga
significativa (P<0,05) entre os estadios de desenvolvimento e as varidveis de comprimento do
botdo e antera (Tabela 5.2). As médias do tamanho de botdo e antera diferiram pelo teste de
Tukey (P<0,05) (Figura 5.2 - 5.4), sendo, entretanto, mais indicativo o uso do tamanho de
antera para diferenciag@o entre a androsporogénese e androgametogénese.

O teste de Tukey (P<0,05) permitiu inferir cinco classes de comprimento para o
desenvolvimento do gameta masculino: i) Préfase I; ii) Meidcitos (metafase I a telofase 11);
iii) Tétrades; iv) Androsporos; v) Andréfitos I. Para os estadios de androsporogénese, meiose I
e II e tétrades, foram observados valores proximos no comprimento do botdo e antera.
Sobreposi¢des de tamanhos entre os estadios metafase/anafase 11, telofase I, metafase/anafase
I, telofase II foram observados em P. palmeri var. sublanceolata (Figura 5.3), com valores
médios de 5,99 (min.) e 6,99mm (méax.) (Tabela 5.1).

O genitor masculino P. foetida var. foetida e hibridos seguiram o mesmo padrido,
apresentando valores gradativos nas classes de comprimento. Sobreposi¢des no comprimento
médio dos botdes florais entre os estadios de metafase/anafase I, telofase I, metafase/anafase
II e telofase II desses taxons também foram observadas, com valores médios de 2,68 a
2,73mm em P. foetida (Figura 5.2) e de 5,97 a 5,98mm nos hibridos UESC-HD13 (Figura
5.4).
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Figura 5.2. Média dos valores de botdo floral e antera em fun¢do da androgénese do
gameta masculino de P. foetida var. foetida (*Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, P<0,05).
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Figura 5.3. Média dos valores de botdo floral e antera em fun¢do da androgénese do

gameta masculino de P. palmeri var. sublanceolata (*Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, P<0,05).
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Figura 5.4. Média dos valores de botdo floral e antera em funcdo androgénese do

gameta masculino do hibrido F; UESC-HD13 (*Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, P<0,05).
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Tabela 5.2. Resumo da ANOVA dos estadios de desenvolvimento do grao de pdlen dos
genitores e hibridos F; UESC-HDI13 de Passiflora associado aos valores
maximos ¢ minimos ¢ médios dos comprimentos de botdo e antera, em mm

QM
f,‘:;f;;aie GL P foctidavar. foctida " 'ulgfcf}’fcee’z ar UESC-HDI3
Botao Antera Botao Antera Botao Antera
Estadios 7 373,0189* 85,8287* 739,8290* 76,8593* 434,7877* 92,9186*
Erro 72 0,7196 0,1068 11,1490 0,7496 8,7089 0,6390
CvV 27,43 17,32 38,1 19,95 42,36 22,88

*Significativo pelo teste F (P<0,05).

O comprimento da antera sofreu variacdes similares durante o desenvolvimento do GP
(Tabela 5.1). O genitor feminino P. palmeri var. sublanceolata apresentou maior variagao
quando comparados ao genitor masculino P. foetida var. foetida e hibridos, que apresentaram
tamanhos gradativos. Sobreposi¢des no comprimento médio das anteras em P. palmeri var.
sublanceolata foi observada entre os valores 3,04 a 3,53mm de comprimento nos estadios de
metafase/anafase I, telofase I, metafase/anafase II e telofase II. Nos hibridos UESC-HD13,
sobreposigdes no comprimento médio das anteras ocorreu desde os estddios de
metafase/anafase I até teléfase II. Em P. foetida var. foetida a variagdo no comprimento das
anteras entre estadios da meiose I e II foi muito pequena, com valores entre 1,6lmm em
metafase/anafase I e 1,64mm em telofase II.

As relagdes entre o tamanho do botdo floral e antera e os estddios de desenvolvimento
dos gametofitos obtidos para os hibridos UESC-HDI13, P. palmeri var. sublanceolata ¢ P.
foetida var. foetida indicaram auséncia de sincronismo nos estadios de divisdo celular da
androsporogénese nos individuos, determinando a presenca de diferentes fases meioticas
dentro de um mesmo comprimento de botdo e antera. Em contraposi¢do, os valores médios
obtidos para tamanho do botdo e antera foram indicativos de diferencia¢do dos estadios
pertencentes a androgametogénese (androsporos e androfitos) nos trés taxons.

As espécies genitoras e hibridos apresentaram correlacdo significativa (P<0,05)

(Tabela 5.3) entre o comprimento de botdo e de antera, com indices de 0,87% a 88% de

probabilidade.
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Tabela 5.3. Anélise de Correlagdes de Pearson entre as variaveis comprimento do botao (CB)
e comprimento da antera (CA) em genitores e hibridos F; UESC-HD13 de

Passiflora
Espécies Observagdes COV(xy) Correlacao de Pearson
P foetida var. foetida 7,73 0,87*
P. palmeri var. sublanceolata 80 9,06 0,88*
UESC-HD13 7,08 0,87*

* Significativo pelo teste T (P<0,05).

Os gametofitos foram caracterizados como uninucleados, com freqiiéncia de células
superior a 90% nos taxons (Tabela 5.4). Foram considerados irregulares os gameto6fitos com
dois nucleos simétricos (Figura 5.5D) e aqueles com um ou dois micronucleos (Figura 5.5E-

F). A freqliéncia destas irregularidades foi inferior a 8% (Tabela 5.4) nos taxons, com maior

freqiiéncia em P. palmeri var. sublanceolata.

Tabela 5.4. Freqiiéncia (%) do numero de ntcleos observados em células de andrdsporos e
andréfitos em genitores e hibridos F; UESC-HD13 de Passiflora

, Numero de Numeros de nucleos (%)
Téaxons x
observagoes 1 2 3
P. foetida var. foetida 95,0 5,0 0
P. palmeri var. sublanceolata 400 91,5 7,5 1,0
UESC-HD13 97,0 3,0 0

5.3.2. RELACAO DO TAMANHO DO BOTAO FLORAL E DA ANTERA E A
POSICAO NUCLEAR DURANTE A ANDROGAMETOGENESE

Os valores médios do comprimento de botdo (CB) e da antera (CA), comprimento

(CQ) e largura (LG) do gametofitos e da distancia do nucleo (DN) a parede encontram-se
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Figura 5.5. Desenvolvimento regular e irregular dos gametofitos em
genitores e hibridos F; UESC-HD13 de Passiflora. (A)
Androsporos em P. foetida var. foetida; (B) Androfito I com
nicleo na posicdo submediana em P. palmeri var.
sublanceolata; (C) Andréfito I com nticleo proximo a parede
nos hibridos UESC-HD13; (D) Andréfito com nucleos de
mesmo tamanho (seta) nos hibridos UESC-HDI13; (E)
Androfito com um microntcleo (seta) em P. foetida var.
foetida; (F) Androéfito com dois micronucleos (seta) em P.
palmeri var. sublanceola.
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apresentados na Tabela 5.5. A andlise de variancia demonstrou haver diferenca significativa
(P<0,05) entre os estadios de desenvolvimento e as variaveis de comprimento do botdo e
antera, do comprimento e da largura do gametofito, e da distdncia de nicleo a parede desta
célula (Tabela 5.6). As médias destas variaveis diferiram pelo teste de Tukey (P<0,05) nos
taxons analisados (Tabela 5.5). As espécies genitoras ¢ hibridos ndo apresentaram associacao
significativa (P<0,05), pela anélise de Correlacdo de Pearson, entre as variaveis. Os indices
foram inferiores a 0,52% pela andlise de correlacdo de Pearson.

A partir do tamanho médio dos gametofitos dos genitores e hibridos (Tabela 5.5)
inferiu-se a posi¢do mediana de cada gameto6fito e o valor médio para cada estadio de
desenvolvimento (Figura 5.6). A posicao do nucleo em relagdo a parede nos androfitos variou
entre 37,21pum em hibridos F; UESC-HD13 e 29,48um em P. foetida var. foetida. A migragao

e, conseqiiente, formag¢ao dos androéfitos foi caracterizada por valores.

Tabela 5.5. Valores médios, maximos ¢ minimos do comprimento do botdo (CB) e da antera
(CA) (mm), largura (LG) e comprimento (CG) do gametofito (um) e da distancia do
nucleo (DN) a parede do gametofito (um) em genitores e hibridos F; UESC-HD13

de Passiflora
Variaveis  ©- foetida var. foetida i‘ullj?alr’?ceerol IZ?Z' UESC-HD13
Min-Max Média+tdp Min-Max Média+dp Min-Max Média=dp

CB 5,15-13,56 9,4c¢+2,38 6,37-36,40 14,55b+£6,61 6,39 -28,16 19,44b + 3,95
CA 3,01 -4,16 49d+0,35 449-8,75 642c+121 3,87-921 6,6lc+1,15
CG 67,5-90 7939a+58 25-87,5 5828a+11,53 67,5-92,5 79,05a+6,17
LG 65-87,5 78,92a+588 25-67,5 5747a+11,44 52,5-92,5 78,52a+ 6,49
DN 0-42,5 1995b+13,1 0-37,5 13,44b+10,51 0-42,5 18,57b+132

* Médias seguidas pela mesma letra na mesma linha ndo diferem entre si significativamente pelo teste
de Tukey (P<0,05).
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Tabela 5.6. Resumo da ANOVA do comprimento do botdo (CB) e da antera (CA) (mm),
largura (LG) e comprimento (CG) do gametofito (um) e da distancia do nucleo
(DN) a parede do gamet6fito (um) em genitores e hibridos F; UESC-HDI13 de

Passiflora
GL P. foetida var. foetida | Pemeri var UESC-HD13
FV sublanceolata
QM 0 QM 0 QM 0
Tratamento Brro —-ir = rrro “V7 TRaT, ERRO ©V7° TRAT. ERRO CV7°
CB 46,32* 3,59 4,86 55,16* 4,26 11,23 37,04* 5,68 6,81
CA 39,85* 6,81 5,23 29,87* 4,58 10,06 35,64 497 6,72
239,45
* s *
CG 49 700 44,55*% 2,64 5,13 * 5,99 10,49 35.43* 4,04 6,36
LG 1134 261 512 2205 5095 1061 38,75 450 676
MD 89,95 22,94 61,75 69,21* 14,20 70,08 68,18* 25,07 67,42

* Significativo pelo teste F (P<0,05).

Houve sobreposi¢cdes nos comprimentos de botdo e antera nos tdxons analisados, ndo
permitindo associagdes as outras variaveis (comprimento, largura e distdncia do nucleo a
parede do gametofito). P. palmeri var. sublanceolata apresentou os menores valores de
comprimento, largura e distdncia do ntcleo a parede do gametofito. P. foetida var. foetida e
hibridos UESC-HD13 apresentaram valores médios similares de comprimento e largura, em
torno de 79um, e distancia do nucleo a parede do gametofito, variando de 19 e 18um,
respectivamente (Tabela 5.5).

A técnica aplicada com carmim 1% para identificar e caracterizar o desenvolvimento
dos gametofitos nas espécies genitoras e hibridos F; UESC-HDI13 permitiu caracteriza-los
como células uninucleadas (Figura 5.5). Com base nas analises de comprimento e largura do
gametofito e da distancia do ntcleo a parede desta célula estabeleceu o que seria o ponto
central de cada grido (Tabela 5.7). Os gametofitos foram dividido em trés classes de acordo
com a posi¢do nuclear, em mediano (Figura 5.5A), submediano (Figura 5.5B) e final (Figura
5.5C). Os androsporos sdo assim caracterizados por apresentar nucleos com distancia média a
parede da célula em 29,48um em P. foetida var. foetida, de 36,37um em P. palmeri var.
sublanceolata e de 37,21 um nos hibridos F; UESC-HD13. Os androfitos I apresentaram uma
distancia média que variou, entre as classes submediana e final, entre 29,67 a 10,48um em P.
foetida var. foetida, entre 31,46 a 13,75um em P. palmeri var. sublanceolata e entre 32,44 a

12,93 um nos hibridos F; UESC-HD13. Nao foi observada a ocorréncia de androfitos II.
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37.21a —e— P.foetida
—a— P. palmeri
36.37a —e— UESC-HD13

13.75¢

12.93¢
10.48b

Mediano Submediano Final

Posi¢do nuclear dos gametofitos em genitores e hibridos F; UESC-HD13 de
Passiflora associada a distancia média do nucleo a parede do GP (*Médias
seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Tabela 5.7. Valores médios das variaveis comprimento (CG) largura (LG) e distancia do
nicleo (DN) a parede do gameto6fito em relacdo a posicdo do nucleo (pm) em

genitores e hibridos F; UESC-HD13 de Passiflora

P. palmeri var. UESC-HD13

Posicdo do P. foetida var. foetida sublanceolata

nucleo

CG LG DN CG LG DN CG LG DN
Mediana 67,26a 7722b 78,93a 36,37a 74,31a 2948a 80,73a 81,34a 37,21a
Submediana 64,87b 80,31a 78,61a 30,00b 76,63a 29,67a 77,92b 76,79b 32,44b
Final 64,21b 76,25b 74,72b 13,75¢ 62,36b 10,48b 74,33¢ 71,45¢ 12,93¢

* Médias seguidas pela mesma letra na mesma linha nao diferem entre si significativamente pelo teste de Tukey
(P<0,05).

A relacdo de comprimento e largura do gamet6fito foi maior nos hibridos e em P.
foetida var. foetida (Tabela 5.7). Os valores médios de comprimento sofreram sobreposigdes
entre as posigdes medianas e final em P. palmeri var. sublanceolata e entre as posicoes
submediana e final em P. foetida var. foetida. Os valores médios de largura mostrou-se
similar em P. foetida var. foetida e sobrep0s em P. palmeri var. sublanceolata entre as
posicdes mediana e submediana. Nos hibridos UESC- HD13 nao houve sobreposi¢do dos
valores de comprimento e largura. A relacdo dos estagios de desenvolvimento do GP e a
distancia do nacleo a parede do gametofito foi similar entre o genitor feminino P. palmeri var.

sublanceolata e os hibridos.

5.3.3. RELACAO DA POSICAO NUCLEAR DURANTE A
ANDROGAMETOGENESE ASSOCIADA A DIFERENTES SECCOES DA ANTERA

Nao houve relagcdo entre os estagios de desenvolvimento do GP e as secc¢des das
anteras (16culos 1, 2, 3 e 4). Foram observadas sobreposi¢des entre os léculos nos valores
médios de comprimento e largura e distancia do ntcleo a parede do gametofito nos trés tdxons
analisados (Tabela 5.8). Logo, ndo houve distincdo no desenvolvimento do GP entre as

diferentes sec¢oes da antera nos taxons.
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A anélise de variancia demonstrou nao haver diferenca significativa (P<0,05) entre os
loculos e as variaveis de comprimento, largura e a maior distancia do nucleo a parede do
gametofito. Nao houve correlacdo significativa (P<0,05) pelo teste T entre o posicionamento
do l6culo e a maior distdncia do ntcleo a parede do GP em P. palmeri var. sublanceolata, P.

foetida var. foetida e hibridos UESC-HD13, com indices inferiores a 0,09%.

5.4. DISCUSSAO

A busca pela relacdo entre o tamanho da antera e botdo floral e os estidgios da
androsporogénese e androgametogénese do grdo de pdlen tem sido relatada para varias
espécies, ja que a relagdo propicia subsidios para estudos de androsporogénese e cultura de
anteras in vitro (WILLCOX et al., 1990). Existe uma caréncia desses estudos em passifloras,
sendo conhecido apenas os estudos realizados por Souza et al (2002) em maracujazeiro
amarelo (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa O. Deg.). A identificacdo do estdgio meidtico
com base apenas no tamanho do botdo e antera ndo foi possivel em nenhum dos tdxons
analisados, assim como observado por Souza et al (2002).

A auséncia de sincronismo nos estagios da androsporogénese e os comprimentos de
botdo e antera encontrada nos hibridos e espécies genitoras foram relatados em outros
géneros, como Capsicum, Glycine e Coffea (ANDRADE et al., 1996; LAUXEN et al., 2003;
PICOLI et al., 2003). Em Capsicum, por exemplo, as sobreposi¢cdes ocorreram em ambos 0s
ciclos meiodticos em trés classes de botdo analisados, com diferenciagdo nos estagios de
androgametogénese entre as ultimas classes de tamanho e morfologia do botdo (PICOLI et al.,
2003). Os valores de tamanho do botdo e antera observados nos taxons podem ser usados
apenas para a discriminagdo dos estdgios da androgametogénese, androsporos e androfitos,
como observado em Passiflora edulis Sims f. flavicarpa O. Deg (SOUZA et al., 2002) e
cultivares de Coffea arabica L. (ANDRADE et al., 1996).

A assincronia nos estagios de divisdo celular observados nos taxons analisados sugere
a ocorréncia de diversos fatores, como possiveis alteragdes de fatores como temperatura, luz e
condi¢cdes de estresses a planta (LTIFI; WENZEL, 1994; LUZ et al., 1995; PICOLI et al.,

2003). As condic¢des de manejo das plantas podem alterar o processo da meiose, considerando
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que possiveis situagdes de estresse podem influenciar (PICOLI et al., 2003). Vagera (1990)
acredita que os desvios das relagdes entre os estagios meidticos e tamanhos e morfologia do
botao floral ocorrem em plantas doadoras de pdlen de Capsicum sob condi¢des de cultivo em
casa de vegetacdo. Nessas plantas sob cultivo protegido, um dos agentes responsaveis pela
assincronia foi a temperatura (KRISTIANSEN; ANDERSEN, 1993). As espécies genitoras de
Passiflora analisadas encontraram-se sob cultivo protegido em condi¢ao de viveiro, podendo
haver uma possivel correlacdo entre a condicdo de cultivo e assincronia nos estagios de
divisdo e tamanho do botao floral.

Assincronias nos estagios inicial, médio e final da androgametogénese ¢ os tamanhos
de botdo e antera também foram confirmados por outros autores (SUNDERLAND, 1974;
YIN et al., 1982; YE et al., 1994; LAUXEN et al., 2003; PICOLI et al., 2003).
Diferentemente de outras culturas, onde os estagios da androgametogénese estao relacionados
com a divisdo mitotica do nucleo em células generativa e vegetativas e a migracao aos polos
celulares (KALTCHUK-SANTOS; BODANESE-ZANETTINI, 2002; LAUXEN et al., 2003),
os androfitos das espécies genitoras do subgénero Dysosmia e dos hibridos F; UESC-HD13
foram caracterizados por apresentar apenas um nucleo. A técnica utilizada com carmim
acético 1% permitiu visualizar apenas um nucleo na maioria das células analisadas, fato que
se contrapoe aos estudos realizados por Souza & Pereira (2000) e Garcia et al. (2002). Estes
autores estudaram o desenvolvimento de microsporidngios fixados com o auxilio da
microscopia eletronica. Por esta técnica, observou-se a presenca de androfitos maduros
binucleados nas espécies analisadas: P. edulis f. flavicarpa, P. caerulea L., P. mooreana
Hook. (subgénero Passiflora), P. foetida L., P. chrysophylla Chod. (subgénero Dysosmia), P.
misera HBK. e P. suberosa L. (subgénero Decaloba) (SOUZA; PEREIRA, 2000; GARCIA et
al., 2002).

Devido a baixa freqiiéncia de pdlens binucleados simétricos nos taxons, caracterizou
os estagios do desenvolvimento do gametofito com base no comprimento, na largura ¢ na
distancia do nucleo a parede desta célula. Os gametofitos binucleados simétricos foram
associados a um comportamento irregular, juntamente com aqueles com um ou dois
micronucleos. Segundo Kaltchuk-Santos & Bodanese-Zanettini (2002) o polen binucleado
simétrico ¢ formado apds uma divisdo equacional, cujo resultado sao duas células idénticas do
tipo vegetativo. Sua origem deve-se, basicamente, a ndo formagao do vactolo ou modificagao
no eixo de divisdo da célula (KALTCHUK-SANTOS; BODANESE-ZANETTINI, 2002).
Presume-se que o potencial androgenético deste tipo de polen deve-se & manutencdo de

determinantes esporofiticos (mMRNA e ribossomos) em seu citoplasma (KALTCHUK-
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SANTOS; BODANESE-ZANETTINI, 2002). Desta forma, o pdlen resultante de divisao
simétrica poderia ser definido como uma estrutura embriogénica induzida (ZHAO et al.,
1996).

Semelhantes aos resultados encontrados nos taxons analisados, em estudos com
Phaseolus vulgaris L. foram considerados atipicos os androfitos que apresentavam dois
nucleos simétricos € aqueles que apresentaram dois a trés nucléolos de diametros iguais ou
diferentes (RODRIGUES et al., 2007), entre outros tipos atipicos. Nesses estudos, em um
mesmo botdo foram observados estagios unicelulares e bicelulares. As alteragdes encontradas
foram resultantes, possivelmente, de falhas da meiose e até mesmo de ocasionais duplica¢des
cromossomicas, indicando certo grau de instabilidade na meiose da cultivar analisada
(RODRIGUES et al.,, 2007). A formacdo de microntcleos ou nucléolos de diferentes
tamanhos nos andréfitos das espécies genitoras e hibridos (Figura 5.6) estaria, dessa maneira,
associada a conducdo irregular da meiose. Foram observadas processos de nao disjuncao
cromossdmica e segregacao irregular aos polos das células durante os estagios de metafase e
anafase da meiose I e II de ambas espécies genitoras, P. palmeri var. sublanceolata e P.
foetida var. foetida, e hibridos UESC-HD13 (ABREU et al., 2007). Eventos de ndo disjun¢ao
e segregacdo irregular nos taxons analisados podem estar associadas a presenca de genes
mutantes, relatados anteriormente para outras culturas (PALMER et. al, 1992; PAGLIARINI,
2000; CAETANO-PEREIRA; PAGLIARINI, 2001; BIONE et al., 2002; MENDES-
BONATO et al., 20006).

A presencga dos androfitos binucleados simétricos nos taxons poderia também estar
relacionada a fatores externos que promoveriam a divisdo mitotica precoce (REYNOLDS,
1997; KALTCHUK-SANTOS; BODANESE-ZANETTINI, 2002). O estresse abiotico, por
exemplo, parece ser um dos sinais para iniciar o processo androgenético, uma vez que as
proteinas de estresse sdo detectadas durante a inducdo da embriogénese haploide
(KALTCHUK-SANTOS; BODANESE-ZANETTINI, 2002). Tais proteinas seriam
responsdveis pela reprogramacdo da célula e pela protecdo a condicdo estressante
promovendo a formacdo de dois nucleos (KIVIHARJU; PEHU, 1998). Em Glycine max (L.)
Merr., androfitos binucleados sdo considerados, por Kaltchuk-Santos et al. (1997) e Liu &
Zhao (1986), como uma rota androgénica importante, bem como androfitos bicelulares
simétricos, como citado por Wilson et al. (1978) e Maheshwari et al. (1982). Nessa cultura,
nos botdes florais sujeitos a baixa temperatura ocorre um aumento no nimero de andrdsporos
que se dividem em duas células iguais (BOUHARMONT, 1977; WILSON et al., 1978).

Kaltchuk-Santos et al. (1993) observaram em G. max uma baixa freqiiéncia de androfitos
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binucleados atipicos sugerindo, ainda, que esses graos poderiam surgir a partir da primeira
mitose simétrica em polens tipo P (HEBERLE-BORS; REINERT, 1979).

Em estudos com Hordeum vulgare cv. Akka a ocorréncia de androfitos dimorficos
(andmalos) foi associada a localizagdo na por¢do basal da antera (DALE, 1975). Nesse
estudo, procurou-se associar os loculos da antera, ao longo do comprimento dos
microsporangios, € os estagios de migragdo do nucleo a parede dos gametdfitos. Nao se
observou correlacdo entre as diferentes sec¢oes da antera aos estagios de desenvolvimento no
GP dos taxons de passifloras analisados. Em grao de pdélen do clone CP76 de Anacardium
occidentale L. (Anacardiaceae), assim como nos taxons de passifloras analisados em graos
normais e anOmalos, os grdos andmalos foram presente em todo o microsporangio

(OLIVEIRA et al., 2001).

5.5. CONCLUSOES

Nas espécies P. palmeri var. sublanceolata ¢ P. foetida var. foetida, ambos do
subgénero Dysosmia, e hibridos F; UESC-HD13, as fases meioticas da androsporogénese e
fases da androgametogénese ndo puderam ser associadas aos tamanhos de botdo e antera.
Para futuros trabalhos com cultura de anteras ‘in vitro’ indica-se a coleta de botdes florais a
partir 5,44 mm em P. palmeri var. sublanceolata, 2,73 mm em P. foetida var. foetida ¢ 5,03
mm nos hibridos UESC-HD13, observando-se que o tamanho dos botdes florais e anteras nao
sdo critérios indicativos de boa fase androgenética. Entretanto, estas espécies e hibridos
podem ser utilizados em pesquisas de cultura de anteras em que ¢ necessaria a manipulacao da
célula gamética uninucleada em programas e melhoramento.

Os GP das espécies e hibridos at¢ o momento da antese foram caracterizados como
uninucleados. A presenca de células com dois nticleos foi considerada uma anomalia; uma
divisdo celular precoce devido a fatores genéticos ou abidticos. A presenga de micronucleos
foi associada a segregacdo irregular ¢ ndo disjuncdo cromossOmica, eventos irregulares

observados durante o processo meidtico em outros estudos.
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CAPITULO IV

Efeitos do Sombreamento nas Caracteristicas Fotossintéticas nos Hibridos
Interespecificos F; Ornamentais entre Passiflora foetida var. foetida x
Passiflora palmeri var. sublanceolata

RESUMO

O conhecimento dos efeitos do sombreamento sobre as caracteristicas fotossintéticas de
passifloras hibridas ornamentais ¢ importante para se determinar niveis 6timos de irradiancia
para o cultivo destas plantas na ornamentagdo de interiores, assim como para subsidiar
estudos sobre o crescimento e desenvolvimento de plantas. O objetivo deste trabalho foi
avaliar os efeitos de trés niveis de sombreamento sobre as caracteristicas fotossintéticas de
dois hibridos F; de passifloras ornamentais (UESC-HD13-141 e UESC-HD13-133) entre
Passiflora foetida var. foetida x Passiflora palmeri var. sublanceolata previamente
selecionados por sua beleza intrinseca. Niveis mais elevados de sombreamento sob os
hibridos resultou em decréscimos menos acentuados na taxa fotossintética (4), na condutancia
estomatica (g;) e na transpiracdo (E) foliar, indicando a adaptagdo de ambos os hibridos a
ambientes sombreados. A razdo Ci/C, apresentou valores inferiores nos hibridos
condicionados ao nivel de 75% de sombreamento. Os valores médios de F\/Fy, em ambos 0s
hibridos foram similares e ficaram compreendidos entre 0,75 e 0,85, que ¢ indicativo da
eficiente conversdo da energia luminosa em nivel de PS2. Os valores médios de Fj nos
hibridos foram superiores a 200 e foram indicativos da energia de dissipagdo (fluorescéncia)
no complexo antena Os parametros derivados das curvas de saturacdo de luz e as elevadas
taxas de 4, gs ¢ E de ambos os hibridos nos tratamentos de 75% se sombreamento demonstra
a capacidade de aclimatagdo dessa espécie a ambientes com baixa RFA. Os hibridos
apresentam caracteristicas de plantas tolerantes a sombra podendo, desta maneira, serem

utilizadas para a ornamentacao de interiores, em locais com pouca iluminagdo natural.

Palavras-chave: Radiacdo fotossinteticamente ativa, taxa fotossintética liquida, condutancia

estomatica, transpiracao foliar, emissao de fluorescéncia.
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6.1. INTRODUCAO

Entre os diversos componentes do ambiente, a luz ¢ primordial para o crescimento e
desenvolvimento das plantas, ndo s6 por fornecer energia para a fotossintese, mas, também,
por fornecer sinais que regulam seu desenvolvimento por meio de receptores de luz sensiveis
a diferentes intensidades, qualidade espectral e estado de polarizacdo (ZANELLA et al.,
2006). Dessa maneira, modificagdes nos niveis de irradidncia aos quais uma espécie estd
adaptada e em crescimento podem condicionar diferentes respostas fisiologicas em suas
caracteristicas bioquimicas, anatomicas e de crescimento (ATROCH et al., 2001). Diversos
estudos tém evidenciado a plasticidade fisiologica de algumas espécies vegetais em relagao a
radiagdo fotossinteticamente ativa (RFA) disponivel por meio de avaliacdes de crescimento
inicial em relacao aos diferentes niveis de sombreamento (ALMEIDA et al., 2005).

Em qualquer ambiente, natural ou artificial, o RFA varia temporal e espacialmente,
induzindo as plantas a desenvolverem mecanismos de aclimatagdo e plasticidade a variagdo
destes regimes de luz (ZHANG; CHEN, 2003). Os baixos niveis de irradidncia ocasionam
estresses nas plantas, gerados pela diminui¢do da taxa de assimilagdo de CO,, decréscimo na
produgdo de carboidratos e diminui¢do no crescimento ¢ desenvolvimento destas plantas
(LAMBERS et al., 1998). Entretanto, as plantas desenvolveram véarias estratégias para
enfrentar tais estresses. Adaptacdes na morfologia, anatomia e fisiologia das plantas
submetidas as condi¢des de sol e sombra tém sido relatadas na literatura (ZANELLA et al.,
20006).

O crescimento e a adaptacdo da planta a diferentes condicdes de ambiente estdo
relacionados com a sua eficiéncia fotossintética, sendo associados, entre outros fatores, aos
teores de clorofila foliar (ALMEIDA et al., 2005) ¢ a atividade da Rubisco (TAIZ; ZEIGER,
2004). Diversos fatores externos e internos afetam a biossintese de clorofilas, por isso, os seus
teores foliares podem variar de maneira significativa. Entre estes fatores, a luz ¢ essencial a
sua sintese (WHATLEY; WHATLEY, 1982). A clorofila estd sendo constantemente

sintetizada e destruida (foto-oxidacdo) em presenca de luz, porém, sob intensidades de
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radiacdes luminosas mais elevadas ocorre maior degradacao, e o equilibrio ¢ estabelecido a
uma concentracao mais baixa. Neste sentido, folhas de sombra possuem concentragao maior
de clorofila b do que as folhas de sol (KRAMER; KOZLOWSKI, 1979). O sucesso na
adaptagdo de uma espécie em ambientes com baixa ou alta irradiancia pode ser baseado em
quanto ¢ eficaz e na rapidez com que os padroes de alocacdo e comportamento fisioldogico sao
ajustados em ordem, para maximizar a aquisi¢cao de recursos em um ambiente (DIAS-FILHO,
1997). As folhas desenvolvidas sob baixa irradidncia devem ser capazes de capturar a luz
disponivel no ambiente em que se desenvolvem e converté-la em energia quimica com a
maior eficiéncia possivel (PIRES, 2008).

As principais varidaveis observadas nas medigoes da fluorescéncia da clorofila a sdo:
fluorescéncia inicial (Fy), fluorescéncia maxima (F,), fluorescéncia variavel (Fy), rendimento
quantico maximo do PSII (F,/Fp), taxa relativa de transporte de elétrons (ETR), quenching
fotoquimico (qP) e quenching nao-fotoquimico (qN). O F, representa a emissdo de
fluorescéncia das moléculas de clorofilas a excitadas no centro de reagdo abertos e do
complexo coletor de luz do PS2 (MATHIS; PAILLOTIN, 1981; KRAUSE; WEISS, 1991). O
Fp, indica a completa reducdo da quinona A (Qa) a partir da incidéncia de um pulso de luz no
centro de reagdo Qa, gerando fluorescéncia maxima (SILVA et al., 2001; 2006).

O sombreamento artificial proporcionado pelo uso de telas pretas de polipropileno
reduz a luminosidade no interior dos ambientes protegidos e atenua as altas temperaturas.
Essa técnica promove a diminuicdo da radiacdo solar e conseqiientemente reduz a
fotossintese, além de proporcionar um aumento da radia¢do na faixa do infravermelho, que
chegaria em excesso até as plantas. Alem disso, alguns tipos de sombreamento podem reduzir
a taxa de renovagdo do ar do ambiente protegido, diminuindo o efeito da reducdo da
temperatura interna (MATALLANA-GONZALEZ; MONTERO-CAMACHO, 1993).

Hibridos de passifloras vém sendo utilizados para ornamentagao desde o séc. XIX em
cercas, muros e pérgulas (VANDERPLANK, 2000; PEIXOTO, 2005) sendo conhecido
atualmente cerca de 685 hibridos de passifloras registrados (VANDERPLANK et al., 2003,
KING, 2007) e sdo amplamente cultivados nos paises da Europa e no EUA. No Brasil o
cultivo de Passiflora ornamental é praticamente inexistente (PEIXOTO, 2005) devido
principalmente a um fator cultural ou inexisténcia de programas especificos para obtencao e
divulgagdo deste potencial. Estes hibridos sdo possivelmente cultivados em vasos e em
ambientes protegidos, como o hibrido P. ‘Jara’ (PEIXOTO, 2005). Entretanto, estudos a cerca
do comportamento fisiolégico de passifloras ornamentais tropicais adaptadas a ambientes de

interiores sdo escassos. Dessa maneira, visando o conhecimento na relagdo dos ambientes
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sombreados e sua influéncia no cultivo de hibridos F; de passifloras ornamentais, este estudo
teve como objetivo principal avaliar os efeitos de trés niveis de sombreamento sobre as
caracteristicas fotossintéticas de dois hibridos de Passiflora foetida var. foetida x Passiflora

palmeri var. sublanceolata, previamente selecionados por sua beleza intrinseca.

6 2. MATERIAIS E METODOS

6.2.1. MATERIAL VEGETAL E CONDICOES DE CULTIVO

Foram utilizadas como material de estudo clones de dois hibridos ornamentais, UESC-
HD13-141 e UESC-HD13-133, resultantes do cruzamento entre P. foetida var. foetida L.3 x
P. palmeri var. sublanceolata Killip 9, previamente selecionados por sua beleza intrinseca.
Os clones foram obtidos de plantas mantidas em sombreamento artificial no Campus da
Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC), localizado no municipio de Ilhéus, BA,
39°13°59”° de longitude oeste e 14°45°15”° de latitude sul. Os clones foram cultivados em
vasos de ceramica e cimento com capacidade de 43L, contendo como substrato solo, matéria
organica e areia lavada na propor¢ao de 3:1:1, com bambus como suportes para as plantas. A
adubac¢do foi realizada a cada 90 dias com 3,9g de uréia, 34,3g de fosfato monoamonico
(MAP) e 15g de cloreto de potassio. A cada 15 dias aplicou-se uma solugao de
micronutrientes e uréia (23,3 g/L). Para controle de nematdide aplicou-se 30g de Furadan®
por vaso. Foram realizadas aplicacdes de Sevin® 480 SC para o controle da lagarta Agraulis

vanillae vanillae.
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Figura 6.1. Curso diurno da radiagdo fotossinteticamente ativa
(RFA), temperatura e umidade relativa do ar, em
cada ambiente sombreado, medidos ao nivel da
extremidade superior das plantas entre 8 ¢ 18h.
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O experimento foi conduzido, no periodo de novembro de 2007 a maio de 2008. O
sombreamento artificial foi obtido com telas plasticas pretas do tipo ‘sombrite’ fixadas em
armagdes de madeira com dimensdes de 5x5x2m’ para cada nivel de luz, sob condi¢des de
campo. Estas estruturas propiciaram a incidéncia de 25, 50 e 75% de sombreamento. Os
valores da radiagdo fotossinteticamente ativa (RFA), temperatura ¢ umidade relativa do ar
foram medidos ao nivel da extremidade superior das plantas e obtidos com um sensor de
radiacdo luminosa S-LIA-M003 acoplado a uma estagdo climatolégica Hobo Micro Station
Data Logger (Onset, EUA) (Figura 6.1). Os dados correspondentes as varidveis climaticas de
radiagdo global, temperatura média, umidade relativa do ar (UR) e precipitagdo, referentes ao
periodo do experimento, foram fornecidos pela Estacdo Micrometeoroldgica da UESC

localizada proxima as instalagdes do experimento (Tabela 6.1).

Tabela 6.1. Varidveis climaticas referentes ao periodo experimental (novembro de 2007 a

maio de 2008)
A Radiagdo Global =~ Temp. Média UR Precipitagao
Més/Ano (W/m?) °C) (%)  Pluviométrica (mm)

Novembro/2007 188.764,3 23,7 84,8 401,8
Dezembro/2007 246.965,4 23,5 87,8 251,8
Janeiro/2008 353.862,4 26,3 80,9 200,2
Fevereiro/2008 949.3967,0 24,5 88,0 690,2
Marg¢o/2008 1042.5366,0 23,4 89,4 424.6
Abril/2008 1100.0933,8 23,6 94,6 1168,8

Maio/2008 980.6659,0 23,4 88,9 65

6.2.2. HIBRIDACOES INTERESPECIFICAS

Para a obtencdo do hibrido interespecifico, cinco genétipos do genitor feminino P.

palmeri var. sublanceolata (planta receptora de pdlen) foram fertilizados utilizando-se um
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‘bulk’ de polen de cinco gendtipos de P. foetida var. foetida. Para o controle da polinizagao,
os botdes florais em pré-antese dos genitores foram selecionados e protegidos com saco de
papel, evitando a visita de polinizadores ou a fecundagdo por graos de polen carregados pelo
vento, conforme indica Vanderplank (2000). No dia seguinte, realizou-se a polinizacao
controlada uma hora apds a antese para evitar polinizagdes em flores sem curvatura no
estigma por ndo estarem ainda receptivas (SOUZA et al., 2004). As anteras dos botdes em
antese de cada espécie foram coletadas separadamente. Apds a polinizagdo, as flores foram
novamente protegidas até 24 h. O cruzamento foi identificado com etiqueta junto a flor
polinizada contendo os seguintes dados: a espécie doadora de polen, a espécie receptora de
polen e data da hibridacao. Apds cinco dias, foi observada a permanéncia ou abortamento do
botdo floral e de frutos em inicio de desenvolvimento. Os frutos foram envolvidos por redes
de nylon para evitar danos e perdas. Parte das sementes obtidas dos frutos colhidos foi
semeada em bandejas de isopor de 128 células e utilizando-se substrato organico ou areia, em
casa de vegetacdo. A outra parte das sementes obtidas vém sendo mantida em refrigeragao,
aproximadamente a 10°C. Todas as sementes representantes de um cruzamento foram
consideradas sua progénie. Os genotipos representantes da progénie F; foram codificados
apropriadamente, com a sigla UESC-HD13. Apds a germinagdo, as plantas hibridas foram

transplantadas para vasos contendo 43L de solo com cerca de 30 a 40 dias de vida.

6.2.3. TROCAS GASOSAS FOLIARES

As medic¢des de trocas gasosas foliares foram realizadas aos 170 dias apds a exposi¢ao
dos clones ao sombreamento, entre 8 e 12h, em folhas maduras, utilizando-se um sistema
portatil para medi¢des de fotossintese LI-6400 (Li-Cor, EUA), equipado com uma fonte de
luz artificial 6400-02B RedBlue. As curvas de saturacdo de luz foram obtidas para os clones
dos dois hibridos em estudo (UESC-HD13-141 e UESC-HD13-133) cultivados nos trés niveis
de sombreamento (25, 50 e 75%), em sete niveis de radiag@o fotossinteticamente ativa (RFA)
(0, 25, 50, 100, 300, 600 ¢ 800pmol fotons m™s™), iniciando-se a seqiiéncia do valor superior
para o inferior. O fluxo de CO; foi ajustado, mantendo-se uma concentracdo de 380umol mol’

! no interior da cAmara. As taxas de fotossintese liquida (4) e de transpiracdo (E) por unidade
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de area foliar e a condutancia estomatica ao vapor de dgua (gs) foram estimadas a partir dos
valores da variagao de CO; e da umidade no interior da cadmara, determinados pelo analisador
de gases por infravermelho do referido aparelho. A razdo entre as concentragdes interna e
atmosférica de CO, (Ci/C,) também foi calculada. Ajustes para as curvas de saturacdo de luz
foram realizados mediante um modelo de regressdo ndo-linear para equagdes exponenciais.
Para a construgdo das curvas de resposta da taxa fotossintética liquida (4) a radiagao
fotossinteticamente ativa (RFA), foi usada a seguinte equagdo: 4 = Amax (1 — exp (-a
RFA/Amax)) — R4, onde Apmax € a taxa fotossintética maxima em irradiancia de saturagdo, o a
eficiéncia quantica aparente e Ry a taxa respiratoria na auséncia de luz. R4 corresponde a
leitura realizada quando RFA = Oumol fétons m™ s™. (IQBAL et al., 1997): A partir dos
valores ajustados, foi calculada a irradidncia de compensagdo (/rra), pela equacdo [rpa =

Rd/(l .

6.2.4. EMISSAO DE FLUORESCENCIA DA CLOROFILA

A cinética de inducdo da fluorescéncia da clorofila foi acompanhada simultaneamente
com as medi¢des de trocas gasosas foliares, utilizando-se o sistema portatil de medi¢ao de
fotossintese Li-Cor LI-6400 com camara foliar modelo LI-6400-40. Antes das medi¢oes de
fluorescéncia, colocou-se um clipe na folha para que a mesma permanecesse no escuro por
um periodo de 30 minutos e os centros de reagdes dos fotossistemas 1 (PS1) e 2 (PS2) da fase
fotoquimica da fotossintese adquirissem a condi¢do de oxidados. Durante as medi¢des de
fluorescéncia foram obtidas automaticamente a fluorescéncia inicial (Fp), fluorescéncia
maxima (F,) e o rendimento quantico maximo do PS2 (F,/F), considerados como
indicadores mais precisos dos efeitos de estresses ambiente sobre a fotossintese (BALL et al.,

1994; LICHTENTHALER et al., 1996; MAXWELL; JOHNSON, 2000).
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6.2.5. ANALISE ESTATISTICA

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado em fatorial 3' x
24 correspondente aos trés niveis de sombreamento (25, 50 e 75%) e aos dois hibridos
(UESC-HD13-141 e UESC-HD13-133), respectivamente, com quatro repeti¢des (clones) para
cada hibrido. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e os
valores médios comparados pelo teste de Tukey (P < 0,05), utilizando o programa GENES

Versdo 2006.4.1 (CRUZ, 2004).

6.3. RESULTADOS

Os valores médios para as curvas de resposta da fotossintese liquida (4) a radiacao
fotossinteticamente ativa (RFA) dos hibridos UESC-HD13-141 e UESC-HD13-133 aos trés
niveis de irradiancia estdo apresentadas na Figura 6.2. A Tabela 6.2 apresenta as varidveis
derivadas das curvas de saturagdo de luz (Amax, R4, I Rra € @) para ambos os hibridos. Nao
houve diferenca significativa (P< 0,05) para os valores de Ansx nos niveis de sombreamento
25 e 50% para o hibrido UESC-HD13-141. Em contrapartida, ndo se verificou diferenca
significativa (P<0,05) entre os valores de Ansx nos niveis de sombreamento 25 e 75% no
hibrido UESC-HD13-133. O mesmo foi entre os niveis de sombreamento e as variaveis Rq e
a. Nao houve diferenca significativa (P< 0,05) entre as variaveis fotossintéticas para os dois
genotipos de hibridos interespecificos F; ornamentais submetidos aos trés niveis de
sombreamento.

O hibrido interespecificos F; UESC-HD13-141 apresentou valor maximo de Ap.x no
tratamento com 50% enquanto que o valor maximo para o hibrido UESC-HD13-133 foi
observado no sombreamento de 75%. Os valores maximos de R4 € /rpa, €m ambos 0s
hibridos interespecificos F;, foram encontrados sob 50% de sombreamento. Baixos valores de
Amax © Ry foram observados no hibrido UESC-HD13-133, quando comparados ao hibrido
UESC-HD13-141 (Tabela 6.2).
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Tabela 6.2. Valores médios das varidveis fotossintéticas derivadas das curvas de saturacao de
luz para os hibridos interespecificos F; ornamentais de passifloras, UESC-HD13-
141 e UESC-HD13-133, cultivadas em trés niveis de sombreamento, aos 170 dias
apos a aplicagdo dos tratamentos

*
Hibrido Tratamento Amax Rq Trea a

pmol m?s™ umol pmol™

25% 2441 +572a 1,55+0,59 b 2637+878b 0,06+0,004 a
HD13-141 50% 2544+482a 220+1,45a 31,55+16,44a 0,07+0,02 a

75% 20.08+2,57b 2.16+0,68a 28,40+6,00b 0,08+0,02a

CV (%) 16,78 20,81 24,56 11,09
25% 1891 +3,10a 1,64+0,84a 2737+9,16¢c 0,06+0,02a
HDI13-133 50% 12,62+283b 1,72+0,26a 33,12+934a 0,05+0,01 a
75% 1923 £4,18a 1.62+0,29a 30,18 +13,48b 0,06+0,02 a

CV (%) 20,37 36,84 31,33 26,17

*Amax = taxa fotossintética maxima em irradidncia de saturagdo, Ry = taxa respiratoria na
auséncia de luz, Irpa = irradidncia de compensag¢do e o = eficiéncia quantica aparente.
*Médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(P<0,05).

Houve diferenga significativa (P<0,05) para as variaveis 4, g, E e C/C, entre niveis
de sombreamento. Por outro lado, ndo se observou diferengas significativas (P<0,05) entre os
gendtipos. O teste de Tukey demonstrou haver diferenga significativa (P<0,05) entre os
parametros referidos. Os maiores valores de A para os hibridos UESC-HD13-141 e UESC-
HDI13-133 foram de 20,06 e 1522umol CO, m”s’ nos niveis de 50% e 75% de
sombreamento, respectivamente (Tabela 6.3). Tais valores caracterizam ambos hibridos como
espécies tolerantes ao sombreamento.

Ocorreu aumento de gy ¢ E paralelamente com o incremento do nivel de
sombreamento, atingindo valores maximos nos niveis de 75% (Tabela 6.3), cujos valores
superiores de E foram observados para o hibrido UESC-HD13-133. Em geral, ambos

hibridos apresentaram valores de Ci/C, mais elevados no nivel de 75% de
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Figura 6.2. Curvas de resposta da taxa fotossintética liquida (4; pmol CO, m? s™) a
radiagdo fotossinteticamente ativa (RFA; umol fétons m? s') em hibridos
interespecificos F; ornamentais de passifloras, UESC-HD13-141 e UESC-
HD13-133, cultivadas em diferentes niveis de sombreamento, aos 170 dias ap6s

a aplicacao dos tratamentos.
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sombreamento, ao passo que os valores minimos foram observados no nivel de 25% para

UESC-HD13-141 (C/C, = 0,79) e no nivel de 50% para UESC-HD13-133 (Cy/C, = 0,71).

Tabela 6.3. Valores médios da taxa fotossintética liquida (4), condutancia estomatica (gs),
taxa transpiratoria foliar (E) e razio entre a concentracdo intercelular e ambiente
de CO, (C/C,) em hibridos interespecificos F; ornamentais de passifloras,
UESC-HD13-141 e UESC-HDI13-133, cultivados em trés niveis de
sombreamento, aos 170 dias apos a aplicagdo dos tratamentos, em RFA>600umol
fotons m? 7!

A gs E
Hibrido Tratamento 5 C/C,
umol CO, m”?s’ mol HOm™s' mmol HO m?s™

25% 19,26 £0,74 a* 0,18 £0,03 b 268+0,13b 0,79+0,19b
HD13-141 50% 20,06 £0,39 a 0,21+0,06b 2,83+024a 081+0,18b
75% 15,37+0,72 b 0,35+0,18 a 285+0,60a 1,02+0,81a

CV (%) 27,28 42,13 34,31 56,92
25% 14,62 £0,54 a 0,15+0,09b 2,30+0,14b 0,78+0,29 a
HD13-133 50% 9,78+ 0,47 b 0,09 +0,01 ¢ 1,49+0,09¢ 0,71+0,32a
75% 15,22+0,74 a 0,32+0,05a 3,58+0,68a 0,88+0,12a

CV (%) 24,57 34,36 30,11 23,06

*Médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas néo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Os valores de F\/F;, ndo apresentaram diferencas significativas em relagao aos niveis

de sombreamento em ambos hibridos, com valores mais elevados nos hibridos sob 75% de

sombreamento (Figura 6.3A). Os valores médios de F\/F,, para o hibrido UESC-HD13-141

foram de 0,79 em 25%, 0,80 em 50% e 0,82 em 75% de sombreamento, ao passo que para o

hibrido UESC-HD13-133 foram de 0,80 em 25 e¢ 50% e 0,82 em 75% de sombreamento.

Como observou ambos os valores foram muito similares e ficaram compreendidos entre 0,75

e 0,85. Em contrapartida, houve diferenca intergenotipica para os valores de Fy e F,, (P<0,05)

entre os niveis de sombreamento (Figura 6.3B). Os valores médios de Fy para o hibrido

UESC-HD13-141 foram de 254,8 em 25%, 223,6 em 50% e 228 em 75% de sombreamento,

enquanto que para o hibrido UESC-HD13-133 os valores variaram de 252,3 em 25%, 265 em
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Figura 6.3. Variaveis de emissao de fluorescéncia da clorofila rendimento quantico maximo
do PS2 (F/Fn), fluorescéncia inicial (Fyp) e fluorescéncia maxima (F,) em
hibridos interespecificos F; ornamentais de passifloras, UESC-HD13-141 e
UESC-HD13-133, cultivadas em diferentes niveis de sombreamento, aos 170
dias apos a aplicagdo dos tratamentos. Valores médios de trés repeti¢des.
*Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Tukey

(P <0,05).
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50% e de 240,8 em 75% de sombreamento. Os valores de Fy, variaram de 1258 em 25%, 1170
em 50% e 1243 em 75% de sombreamento para o hibridos UESC-HD13-141, enquanto que
para o hibrido UESC-HD13-133 observou-se os valores médios de 1275 em 25%, 1322 em
50% e 1355 em 75% de sombreamento (Figura 6.3.C).

6.4. DISCUSSAO

O comportamento fisiologico de passifloras ornamentais adaptadas a ambientes de
interiores foi estudado recentemente por Pires (2008), visando conhecer a relacdo dos
ambientes sombreados e sua influéncia no cultivo e nas caracteristicas fotossintéticas de
passifloras ornamentais. No geral, o conhecimento dos efeitos do sombreamento sobre a
fisiologia das passifloras tém se restringido as espécies de potencial agrondmico e seu efeito
sobre a produtividade nessas espécies. Nao tém-se conhecimento desses estudos para hibridos
de Passiflora potencialmente ornamentais.

Os hibridos F; UESC-HD13 puderam ser caracterizados como plantas adaptadas a
sombra, referendados pelo valor maximo da fotossintese liquida (4) no nivel mais sombreado
(75%), que indica que menores quantidades de RFA sdo requeridas por esses hibridos para
alcangar 0 Amax (TAIZ; ZEIGER, 2004). Valores mais elevados de Ama.x € R4 para o hibrido
UESC-HD13-141 observado em nivel de 50% de sombreamento sdao indicativos da
plasticidade fisioldgica deste hibrido a adaptar-se em ambientes com menor intensidade de luz
(PIRES, 2008).

A fotossintese de plantas de ambientes sombreados requer a maximizagdo da
quantidade de energia que lhe ¢ disponibilizada com pequenas perdas de carbono (CO;) pela
respiracdo (ZHANG, et al., 2003; TAIZ; ZEIGER, 2004). Por isso, algumas plantas de
sombra apresentam adaptagcdes no aparato fotossintético, alterando a razdo PSI1/PS2 ou
mudando as antenas de captacdo de luz associadas aos fotossistemas, visando manter um
equilibrio no fluxo de energia por meio desses dois fotossistemas. J4 em outras plantas de
sombra, em vez de alterar a razdo entre os fotossistemas, estas adicionam mais clorofila ao
complexo de antenas do PS2 (TAIZ; ZEIGER, 2004). Os valores reduzidos de /rra € de Ry4

sdo relatados por alguns autores como resposta aos processos de aclimatacdo ao ambiente
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sombreado (MORAIS et al., 2003). Este padrao foi observado por Pires (2008) nas espécies
de Passiflora estudadas, P. palmeri Rose var. sublanceolata Killip., P. suberosa L. e P.
morifolia Mast., assim como nos hibridos UESC-HD13-141 e UESC-HD13-133 analisados
no presente estudo.

Alteragdes na condutancia estomatica (g;) observadas em ambos os hibridos estdo
relacionadas com variagdes de RFA. Os estdmatos se abrem em resposta ao aumento da
intensidade de luz (BURROWS; MILTHORPE, 1985) como controle da perda de 4dgua e da
assimilagdo de CO, pelas plantas para a manutencao da taxa fotossintética (TAIZ; ZEIGER,
2004). A diminui¢do de g5 pode restringir a taxa de fixacdo de CO,, com a conseqiiente
diminui¢do da concentragdo de CO, nas cavidades subestomaticas e nos espacos intercelulares
(JEKINS; WOOLHOUSE, 1981), levando a um decréscimo nos valores de 4. Em estudos
realizados com espécies silvestres de Passiflora, Pires (2008) evidenciou a fotoinibi¢do em P.
palmeri var. sublanceolata, genitor feminino dos hibridos UESC-HD13-141 ¢ 133. Esta
espécie foi caracterizada por Pires (2008) como uma planta adaptada ao sombreamento. Como
pode ser observado nos hibridos, valores elevados de g; foi associada a altos valores de 4,
observada também por Morais et al. (2003) em cafeeiros que apresentaram decréscimos
rapidos de 4 sob radiagdo solar intensa e temperatura elevada, principalmente em decorréncia
do fechamento dos estomatos.

Em plantas mais sombreadas, espera-se um menor valor de g, e reduzidas quantidades
de estomatos, havendo uma relagdo muito estreita no controle E. Alteragdes nos valores de E
ocasionam variagdes em diversos processos fisioldgicos, como a temperatura ¢ potencial
hidrico foliar (FARQUHAR; SHARKEY, 1982; FARQUHAR; WONG, 1984). As elevadas
temperaturas as quais as plantas encontraram-se expostas nos meses de aclimatagdo podem
estar diretamente relacionadas as elevadas taxas de transpiragdo encontradas nos ambientes
com 75% de sombreamento.

A razdo Ci/C,, em condi¢des favoraveis, tende a permanecer constante para um grande
nimero de espécies (FARQUHAR; SHARKEY, 1982; FARQUHAR; WONG, 1984). Os
valores de Ci/C, variam de acordo ao habitat e possuem um tendéncia de apresentar valores
inferiores em espécies menos sombreadas. Pires (2008) observou menores valores de Ci/C,
em P. suberosa, considerada planta adaptada ao sol, e maiores valores nas espécies
caracterizadas como tolerantes a sombra, P. morifolia e P. palmeri var. sublanceolata. Este
mesmo padrao foi observado para ambos hibridos F; UESC-HD13.

As medidas de trocas gasosas foliares sdo importantes para determinar as taxas

fotossintéticas, mas ndo sdo eficientes para avaliar os efeitos deletérios nos cloroplastos,
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ocasionados pelas diversas formas de estresse abidtico. Uma alternativa seria a avaliacdo da
eficiéncia fotoquimica da fotossintese, obtida por meio das diversas variaveis da fluorescéncia
da clorofila a. O rendimento da fluorescéncia da clorofila revela o nivel de excitagdo de
energia no sistema de pigmentos que dirige a fotossintese e fornece subsidios para estimar a
inibi¢do ou o dano no processo de transferéncia de elétrons do fotossistema 2 (PS2)
(BOLHAR-NORDENKAMPF et al., 1989).

De um modo geral, os valores de Fp,, no hibrido UESC-HD13-133 foram relativamente
superiores com o decréscimo da irradidncia, mostrando-se superiores no nivel de 75% de
sombra. Valores inferiores observados no nivel menos sombreado (25%) deste hibrido
caracteriza deficiéncias de fotorredu¢ao da Qa, que podem estar associadas a inativagao de
PS2 nas membranas tilacoidais, afetando dirctamente o fluxo de elétrons entre os
fotossistemas (BULKHOV at al., 1999). Maiores variacdes de F,, para o hibrido UESC-
HD13-141, n3o obedeceram um padrdo comum, sugerindo maior susceptibilidade desse
hibrido a variacao da irradiancia. Além disso, diferencas nos valores de F, entre os hibridos
podem demonstrar variagcdes nas propriedades dos aceptores de elétrons de PS2, causadas por
mudangas conformacionais induzidas pelo estresse no principal constituinte do complexo
protéico, a proteina Dy, que forma o PS2 (BULKHOV at al., 1999).

O valor fluorescéncia inicial (Fy) apresentou valores elevados nos hibridos UESC-
HD13-141 e UESC-HD13-133 cultivados no nivel de 25% de sombra, o que indica uma
possivel deficiéncia no aceptor Qa. Segundo Hipkins & Baker (1986) a fluorescéncia inicial
(Fo) ¢ independente e uma referéncia para a determinacdo das outras varidveis da
fluorescéncia, e seus valores podem aumentar caso o centros de reagdo do PS2 esteja
comprometido ou se a transferéncia da energia de excitacdo do complexo antena para os
centros de reagio esteja prejudicada (BOLHAR-NORDENKAMPF et al, 1989). Pode ainda
ser alterado por estresses que causam alteragdes estruturais nos pigmentos fotossintéticos do
PS2 (ADAMS; PERKINS, 1993) e por temperaturas supra-0timas que incrementam
drasticamente os valores de Fy (BJIORKMAN; DEMMING, 1987). Na indugdo do sinal, o Fy
¢ somente observado, quando antes da iluminagdo, o aceptor Qa estiver completamente
oxidado (centro de reagdo aberto) (KRAUSE, WEISS, 1991). Dessa forma, o Fy e Fy,
corroboram com a relacdo entre uma possivel deficiéncia no aceptor Qa e niveis mais
elevados de irradiancia (CONROY et al, 1986).

Sob condi¢do de baixa irradiancia, elevados rendimentos quanticos (quantidade molar
de O, liberado ou CO, fixado por cada mol de fotons absorvidos pelo aparelho fotossintético,

ou F/Fy, = (Fu-Fo)/Fn), cerca de 97% da energia dos fotons absorvidos, sdo usados no
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processo fotoquimico (produzir ATP e NADPH+H"), 2,5% sdo transformados em calor e
0,5% sao reemitidos como fluorescéncia (BOLHAR-NORDENKAMPF; OQUIST, 1993).
Entretanto, se os centros de reacdo estiverem fechados, 95 a 97% da energia absorvida podem
ser dissipada na forma de calor e 2,5 a 5,0% na forma de fluorescéncia (BOLHAR-
NORDENKAMPF; OQUIST, 1993).

Quando uma planta estd com seu aparelho fotossintético intacto, a razao F,/F,, deve
variar entre 0,75 ¢ 0,85 (BOLHAR—NORDENKAMPF et al., 1989), enquanto que a redugdo
de F,/F,, reflete a presenca de dano fotoinibitério nos centros de reacdo do PSII, em resposta a
algum estresse abiotico (BJORKMAN; DEMMING, 1987; LICHTENTHALER et al., 1992;
BALL et al., 1994; MAXWELL; JOHNSON, 2000, PIRES, 2008). A manuten¢do de taxas
fotossintéticas mais elevadas tem um custo energético superior, sendo vantajosa somente sob
condi¢des de alta irradiancia (MOONEY; GULMON, 1979), onde a quantidade de Rubisco e
de centro de reagdo de PS2 aumentam com a expansdo do complexo coletor de luz de PS2
(HIKOSAKA; TERASHIMA, 1995). Os valores de F,/F,, observados nos hibridos, assim
como espécies silvestres de passifloras ornamentais em estudos realizados por Pires (2008),
evidencia que houve uma conversdo eficiente da energia de radiacdo luminosa em nivel de
PS2 na produgdo de ATP e NADPH+H", com valores inferiores relacionados ao aumento de
RFA disponivel. Os valores de F,/F,, apresentaram-se mais altos no nivel de 75% de
sombreamento, o que vem a ratificar a adapta¢do dos hibridos UESC-HD13- 141 e UESC-

HD13-133 aos niveis de sombra.

6.5. CONCLUSOES

As variaveis derivadas das curvas de saturacao de luz e as elevadas taxas de 4, gse £
dos hibridos UESC-HD13-141 ¢ UESC-HD13-133 no tratamento de 50% e 75% de sombra,
respectivamente, demonstraram a capacidade de aclimatagdo destes hibridos a ambientes de
irradiancia moderada e baixa irradiancia. Os hibridos avaliados apresentaram respostas a
variacao de irradiancia tipicas de plantas tolerantes a sombra. Este estudo pioneiro do efeito

do sombreamento nas caracteristicas fotossintéticas de passifloras hibridas fornecem
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informacdes valiosas para subsidiar o cultivo dos hibridos ornamentais de passifloras em

ornamentacao de interiores.
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7. CONCLUSOES GERAIS

Este trabalho contribuiu para o conhecimento das varidveis citogenéticas,
embrioldgicas e fotossintéticas dos genitores Passiflora foetida var. foetida x Passiflora
palmeri var. sublanceolata, incluidos no subgénero Dysosmia, € hibridos F; ornamentais, com
determinag¢des do niimero cromossdmico inéditas para duas variedades Passiflora palmeri
var. sublanceolata e P. foetida var. foetida. O subgénero foi caracterizado por cariotipos
simétricos, com cromossomos metacéntricos e submetacéntricos € um par de cromossomos
satelitados, com 2n = 22. O elevado grau de pareamento cromossdmico e formacdo de
quiasmas observado nos grupos de hibridos n = 10 e n = 11, permitiu reconhecer o grau de
relagdo genética entre os genitores P. palmeri var. sublanceolata e P. foetida var. foetida. A
formacdo de graos de polens inviaveis foi correlacionada a erros meidticos. Os dados
referentes ao comportamento carioldlogico, processo meidtico e viabilidade polinica, e
caracterizagdo do desenvolvimento do grao de pdlen permitem indicar o uso dos genétipos
analisados em processos de obtencdo de hibridos ornamentais € em programas de
melhoramento por meio da manipulacdo de cultura de anteras. Paralelamente, os hibridos
foram caracterizados como plantas adaptadas a baixas intensidades de luz. As respostas das
caracteristicas fotossintéticas ao sombreamento forneceram informacdes valiosas para
subsidiar o cultivo dos hibridos ornamentais de passifloras para a ornamentacao de interiores

sob condi¢des artificiais.
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