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RESUMO

A maioria das espécies do género Passiflora possui interesse agronomico, destacando-
se Passiflora edulis Sims f. flavicarpa como a espécie comercial mais cultivada e P.
cincinnata como uma espécie importante em programas de melhoramento genético. O
presente trabalho objetivou caracterizar citogeneticamente a espécie P. edulis f.
flavicarpa, diferentes acessos de P. cincinnata ¢ dois individuos hibridos provenientes
deste cruzamento através de métodos de coloragdo convencional, comportamento
meidtico, viabilidade polinica, padrao de bandas CMA/DAPI e distribuicao dos sitios de
DNAr 458 por hibridizagdo in situ. As espécies progenitoras e seu respectivo hibrido
apresentaram 2n=18 cromossomos, cariotipo simétrico e nucleo interfasico semi-
reticulado. O comportamento meiotico e a viabilidade polinica foram normais nas
espécies progenitoras, porém o individuo hibrido 1 mostrou maior frequéncia de
irregularidades meiodticas e baixa viabilidade de pdlen em comparagdo ao individuo 2,
que apresentou comportamento meiotico normal, segregacao regular e alta viabilidade
polinica. Ambas as espécies mostraram dois pares de sitios de DNAr 45S e dois pares
de bandas CMA/DAPT". Os individuos hibridos mantiveram o numero e a posi¢ao dos
sitios e bandas das espécies progenitoras, diferindo nos pares cromossomicos de
localizagdo e na ocorréncia de heteromorfismo no tamanho dos sitios de DNAr 45S de
um dos pares do individuo 1. Os resultados apresentados no hibrido mostraram

estabilidade no nimero cromossOmico.

Palavras chave: Passifloraceae, hibridizacao, FISH, heterocromatina e fluorocromos.
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1. INTRODUCAO
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1. Introducao

O género Passiflora L. apresenta cerca de 530 espécies, a maioria originaria
dos neotropicos, compreendendo trepadeiras herbaceas ou lenhosas, assim como ervas
ou arbustos, com gavinhas (Ulmer & MacDougal, 2004; Hansen et al., 2006),
aproximadamente 140 delas nativas do Brasil (Cervi, 2006). Passiflora edulis f.
flavicarpa Deg., conhecida como maracuja-amarelo ou maracuja-azedo, ¢ uma espécie
amplamente cultivada, representando cerca de 95% dos pomares de Passiflora, devido a
qualidade dos seus frutos, vigor, produtividade e rendimento em suco (Meletti &
Briickner, 2001). E uma espécie nativa e pode ser encontrada na borda das matas de
florestas imidas do litoral e brejos de altitude. Por outro lado, Passiflora cincinnata
Mast., comumente denominada de maracuja verde, maracuja do mato ou maracuja de
boi, ocorre principalmente em capoeiras e vegetacdo secundaria das caatingas, agreste e
brejos de altitude do Nordeste, principalmente Alagoas e Bahia (Cervi, 1997), e também
em Pernambuco e Paraiba (Melo et al., 2001). Embora nao tenha a importancia
comercial de P. edulis, a espécie ¢ consumida como frutifera, sendo comercializado em
feiras livres, principalmente no sertdo de Pernambuco e na Bahia. As plantas sdo
vigorosas, apresentando genes de resisténcia a estresses bidticos e abioticos.

As duas espécies sao incluidas por Killip (1938), Cervi (1997) e Feuillet &
MacDougal (2003) na série Passiflora do subgénero Passiflora, por apresentarem folhas
simples, 3-5 lobadas, bracteas inteiras, flores grandes e coloridas, filamentos da corona
formando duas ou mais séries, opérculo encurvado e ovario estreitando-se em direcao
ao apice. De acordo com Melo & Guerra (2003), as duas espécies pertencem ao grupo
cromossOmico trés, caracterizado por apresentar x=9 e quatro sitios de DNAr 458,
sugerindo que as espécies sdo citologicamente proximas. Todavia, no citado trabalho
foram estudadas apenas uma populacdo de cada espécie o que ndo permite inferir a
ocorréncia de polimorfismos intraespecificos para as duas espécies. Estudos envolvendo
um maior numero de populacdes de Passiflora (Melo et al. 2001; Melo, 2002) assim
como em outros géneros, como por exemplo, Callisia da familia Commelinaceae
(Ovalle, 2007), tétm demonstrado que esse tipo de variabilidade carioldgica nao € raro.
Esse tipo de informagdo ¢ importante para se ter uma idéia da variabilidade
cromossOmica numérica e estrutural, contribuindo para o entendimento da evolucdo
cromossOmica, relagdes filogenéticas, bem como em programas de melhoramento

envolvendo hibridizag¢des interespecificas (Brasileiro-Vidal et al. 2005).
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A partir da década de 1980, as técnicas de coloragdo diferenciada tém
permitido uma diferenciacao longitudinal dos cromossomos através do bandeamento C,
bandeamento com fluorocromos (revisado por Guerra, 2000) e a hibridizacao in situ
com sondas de DNA, principalmente DNA ribossomal. As técnicas de bandeamento
cromossOmico permitem reconhecer a heterocromatina (principalmente DNAr e DNA
sat¢lite altamente repetitivo). A chamada heterocromatina constitutiva, ou
heterocromatina total, ¢ detectada através técnica do bandeamento C (Guerra, 1983),
que consiste na eliminagdo parcial do DNA eucromatico e retencdo do DNA
heterocromatico, que apos coloracdo com Giemsa, ¢ marcada no cromossomo como
bandas diferenciadamente coradas. Por outro lado, as técnicas de coloragdo com
fluorocromos permitem diferenciar a heterocromatina em termos de composicao de
pares de base. Neste caso, o fluorocromo 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), cora
preferencialmente as regides ricas nos pares de base AT, enquanto a cromomicina A;
(CMA,), as regioes ricas em GC (Guerra, 2000).

Por outro lado, a hibridiza¢ao in situ é uma das técnicas mais recentes na
citogenética e tem sido aplicada na caracterizagdo de espécies vegetais, localizando
regides especificas das mais variadas espécies silvestres ou cultivadas. De acordo com
Guerra (2004) esta técnica permite o pareamento de sequéncias de DNA e RNA a
acidos nucléicos localizados no interior das células (sequéncia alvo). Para a detecgdo
das sequéncias hibridizadas, os fragmentos de DNA ou de RNA sdo marcados,
funcionando como uma sonda. Sendo assim, os hibridos sonda/alvo podem ser de
DNA/DNA, DNA/RNA ou RNA/RNA. Em seu conjunto, essa técnica permite um
maior detalhamento dos cariotipos, proporcionando distinguir estruturalmente citotipos
algumas vezes com mesmo numero e morfologia cromossdmica como em Citrus
(Carvalho et al., 2005) e grupos aparentemente monofiléticos, como em Passiflora
(Melo e Guerra, 2003).

O presente trabalho visou investigar a variabilidade cromossomica em P.
edulis f. flavicarpa, em seis acessos de P. cincinnata e dois individuos hibridos
provenientes do cruzamento dessas duas espécies, através da coloragdo convencional
com Giemsa em mitose ¢ meiose, da viabilidade polinica, do padrao de bandas
CMA/DAPI e distribuigao dos sitios de DNAr 45S por hibridiza¢ao in situ, visando

reconhecer as relagdes genéticas.
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2. REVISAO DE LITERATURA
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2.1- Taxonomia

2.1.1- A familia Passifloraceae Juss.

A familia Passifloraceae compreende trepadeiras herbaceas ou lenhosas,
freqlientemente arbustos, com gavinhas axilares originadas de modificacdo das
inflorescéncias; suas folhas sdo sempre alternas, espiraladas, simples ou raramente
compostas, freqiientemente lobadas, com ou sem estipulas (Killip, 1938; Judd et al.,
1999; Souza & Lorenzi, 2005). Em geral possuem glandulas nectariferas no peciolo ou
lamina, sendo que a sua forma, nimero e posi¢do sdo caracteristicas taxondmicas
importantes na separacao entre espécies e grupos de espécies (Vanderplank, 1996). As
flores tém uma ampla gama de cores e sdo geralmente bissexuais, com simetria radial. A
corona consiste de uma até varias linhas de filamentos, projecdes ou membranas, e
nasce no apice da superficie interna do hipanto, sendo usualmente colorida, o que atrai
polinizadores. H4 um disco nectarifero na base do hipanto. Os frutos sdo do tipo cépsula
ou baga, com arilos ao redor das sementes, geralmente sendo dispersas por passaros
(Killip, 1938; Judd et al., 1999).

Anteriormente, as passiflordceas pertenciam a ordem Violales,
principalmente pela placentagdo parietal (Cronquist, 1988). Para outros autores
pertenceria a ordem Passiflorales, tribo Passiflorae e familia Passifloraceae, esta com
18 géneros e 630 espécies, com distribuicdo principalmente nos tropicos da América,
Asia e Africa (Vanderplank, 1996; Barbosa, 1998). Atualmente a familia integra a
ordem Malphigiales, e com base em estudos filogenéticos, a mesma € considerada
monofilética, perfazendo um total de 20 géneros e cerca de 650 espécies (APG II,
2003). Judd et al. (1999) afirmaram que a monofilia de Passifloraceae ¢ sustentada
basicamente pela presencga da corona nas flores.

A familia Passifloraceae estd dividida em duas tribos, Paropsieae e
Passiflorieae (Escobar, 1988; Cervi, 1997; Cervi, 2006). As espécies da tribo
Paropsieae, arbustos e arvores sem gavinhas, sdo considerados representantes de um
complexo basal parafilético na familia. Passiflorieae, ao contrario, ¢ claramente
monofilética, evidenciado por seu hébito escandente, gavinhas axilares e flores
especializadas (Judd et al., 1999). Cervi (1997) descreveu a tribo Paropsieae, sendo
composta por seis géneros: Androsphonia Stapf, Viridivia J. H. Hemsl. e Verdc.,
Smeathmannia Sol. ex R. BR., Barteria Hook. f., Paropsiopsis Engl. E Paropsia

Noronha ex Thouars. Segundo o mesmo autor, a tribo Passiflorieae € representada por
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14 géneros: Adenia Forssk, Ancistrothyrsus Harms, Basananthe Peyr., Crossostemma
Planch. ex Hook., Deidamia E. A. Noronha ex Thouars, Dilkea Mast., Hollurngia K.
Schum., Efulensia C. H. Wright, Mitostemma Mast., Passiflora L., Schelecterina
Harms, Tetrapathaea (DC.) Rchb., Tetrastylis Barb. Rodr. e Tryphostemma Harv.
Porém, Cervi (2006) relata que a tribo Passiflorieae estad representada no continente

americano por quatro géneros, entre os quais se destaca o género Passiflora.

2.1.2- O género Passiflora L. e as espécies Passiflora edulis f. flavicarpa

Deg. e Passiflora cincinnata Mast.

O género Passiflora L. apresenta cerca de 530 espécies, compreendendo
trepadeiras herbaceas ou lenhosas, bem como ervas ou arbustos, com gavinhas axilares
(Ulmer & MacDougal, 2004; Hansen et al., 2006). Possui hastes cilindricas ou
quadrangulares, muito ramificadas, angulosas, suberificadas, glabras, que em algumas
espécies, podem apresentar-se pilosas e atingir de 5 a 10 m de comprimento (Killip,
1938). Especificamente no Brasil, a importancia deste género se revela na representagao
de 140 espécies aproximadamente (Cervi, 2006). O mesmo autor, em sua revisdo do
género Passiflora para o Brasil, realizou 25 descrigdes de espécies e sinonimizagdes
apos o ano 1950.

As folhas sdo alternas, simples e de morfologia bastante variavel (Judd et al.,
1999; Ulmer & MacDougal, 2004; Farinazzo & Salimena, 2007). As flores de
Passiflora possuem caracteristicas marcantes do género e diferem dos demais géneros
por apresentarem cinco estames, cinco pétalas, cinco sépalas e androgin6foro ereto com
estames de extremidades livres e trés estigmas (Cervi, 1997). Na maioria das espécies,
as flores apresentam heterostilia, autoincompatibilidade, protandria, que favorecem a
polinizacdo cruzada (Ruggiero, 1987; Rego et al., 1999). Com isso, a polinizagdao
depende de agentes polinizadores, principalmente de grande porte, como as
mamangavas, vespas, mariposas, borboletas e morcegos (Sazima & Sazima, 1978;
Varassin et al., 2001). Os frutos sdo bagas e indeiscentes. As sementes sdo
comprimidas, reticuladas, escavadas ou alveoladas (Farinazzo & Salimena, 2007).

Devido a relativa complexidade taxondmica do género, a literatura apresenta
trés classificacdes baseadas em caracteristicas morfologicas, a de Killip (1938), Feuillet
& MacDougal (1999) e a de Feuillet & MacDougal (2003) com pequenas modificacdes.

No sistema de classificagdo de Killip (1938), sdo propostos doze géneros, sendo quatro



COELHO, M. do S. E. Caracterizagdo citogenética de Passiflora edulis f. flavicarpa Deg., P. cincinnata Mast. e seu hibrido
interespecifico.

no Novo Mundo (Dilkea, Mitostemma, Tetrastylis e Passiflora) e oito no Velho Mundo
(Adenia, Crossostemma, Deidamia, Hollrungia, =~ Machadoa, Schlechterina,
Tetrapathaea e Tryphostemma), sendo esse sistema o mais aceito. O autor relata ainda
que o género Passiflora ¢ composto por 22 subgéneros e estes, subdivididos em se¢des
e ou/séries.

A classificacdo proposta por Feuillet & MacDougal (1999), sugeriu
alteracoes no sistema de classificacio de Killip (1938), propondo uma nova
classificagdo infragenérica para Passiflora, indicando a utilizagdo de apenas quatro
subgéneros no lugar dos 22 propostos anteriormente por Killip (1938). Estes autores
relataram que a nova divisao define melhor as relagdes filogenéticas dentro do género
Passiflora, sendo os subgéneros de Killip reorganizados da seguinte maneira: a)
Astrophea, com cerca de 55 espécies e ndo modificado em relagdo a sua classificagcdo
original; b) Deidamioides, com 16 espécies agrupando trés subgéneros, uma se¢io € o
género Tetrastylis; c) Decaloba, com mais de 200 espécies incluindo sete dos
subgéneros de Killip compreendendo principalmente espécies com x=6; e d) Passiflora,
com mais de 220 espécies pertencentes aos subgéneros Adenosepala, Tacsoniopsis,
Dysosmia ¢ Dysosmioides do sistema de Killip, e representadas principalmente por
espécies com Xx=9 cromossomos.

Outros estudos levaram a uma nova organizagdo taxonOmica do género
Passiflora, propondo-se a utilizagdo de apenas quatro subgéneros: Astrophea,
Deidamioides, Decaloba e Passiflora. Estes subgéneros apresentam os seguintes
numeros cromossomicos: Decaloba x=6, Deidamioides x=12, Astrophea x=12 ¢
Passiflora x=9 (Feuillet & MacDougal, 2003; MacDougal & Feuillet, 2004).

Por outro lado, a espécie P. edulis Sims f. flavicarpa Deg., conhecida como
maracuja-amarelo ou maracuja-azedo, caracteriza-se como trepadeira sub-lenhosa,
glabra, com folhas trilobadas. As flores sdo axilares e solitarias, hermafroditas, brancas
com franja roxa. Filamentos da corona sdo purpura na base e brancos no apice, que se
abrem a partir do meio dia e fecham a noite. A baga ¢ globosa, com numerosas
sementes ovais, reticuladas e pretas (Lima & Cunha, 2004).

A espécie P. cincinnata Mast., comumente denominado de maracuja do
mato (Cervi, 1997), ¢ uma espécie perene e pode chegar até 4,5 m de comprimento, com
gavinhas espiraladas com 6,0-12 cm de comprimento e 0,1 cm de didmetro. Os frutos
sdo bagas, ovoides com 5,0-6,0 cm de didmetro. As sementes tém 0,6 x 0,3 cm de

diametro, sdo ovais e negras (Nunes & Queiroz, 2001). A abertura das flores nos
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acessos de P. cincinnata avaliados por Aradjo (2007), iniciou a partir das 5 horas da
manha e permaneceram abertas até o final da tarde.

Conforme Oliveira & Ruggiero (2005), dentro dos acessos de P. cincinnata,
tem-se plantas vigorosas, flores grandes que se impdem pela beleza e colorido vivo, em
outros acessos, a folhagem e as flores ndo apresentam tanto brilho.

Para Aratjo (2007) e Aratjo et al. (2008), as passifloraceas apresentam
expressiva variabilidade para varios caracteres de interesse agrondmico em uma unica
espécie. Dentre eles, pode-se observar que a viabilidade do pdlen variou entre os
acessos, assim como a produ¢do de frutos, ambos os caracteres que devem ser
considerados em programas de melhoramento de maracujazeiro. O mesmo autor relata
os caracteres que mais contribuiram para a diversidade genética da espécie, foram:
massa total de frutos (42,29%), viabilidade do polen (8,62%), area foliar (7,17%),
niamero de glandulas nas bracteas (5,88%), diametro das hastes (4,99%), massa dos
frutos (4,03%), massa de 100 sementes (3,56%), nimero de glandulas foliares (2,82%) e
comprimento das bracteas (2,64%), que juntos, representaram 82% da variabilidade

existente entre os acessos avaliados.

2.2— Origem e Distribuicio Geografica

O género Passiflora € originario da regido Neotropical, possuindo cerca de
530 espécies com distribuicdo desde a Argentina, ao longo da América Central e
México, e sul dos Estados Unidos (Hansen et al., 2006), tendo no Centro-Norte do
Brasil, o maior centro de distribuigao geografica (Lopes, 1991). Porém, no Brasil possui
uma ampla variabilidade genética deste género, com aproximadamente 140 espécies
(Cervi, 20006).

O género Passiflora, mais comum da familia Passifloraceac na flora
brasileira, pode ser encontrado principalmente em bordas de florestas por todo pais
(Souza & Lorenzi, 2005). No mundo, ¢ encontrado nas areas mais quentes da América
com algumas espécies na Asia e Australia e uma espécie em Madagascar (Killip, 1938).

A espécie P. edulis ¢ originaria do Brasil, embora haja discordancia quanto a
origem da forma amarela. Esses materiais foram disseminados do Brasil para outras
partes do mundo (Oliveira et al., 1994). Segundo Cunha & Krampe (1999) o maracuja
amarelo (P. edulis Sims f. flavicarpa Deg.) ¢ uma planta de clima tropical com ampla

distribuicao geografica, encontrando no Brasil excelentes condigdes ecologicas para seu
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cultivo. J& a espécie P. cincinnata Mast., ocorre preferencialmente em capoeiras e
vegetacdo secundaria das caatingas, agreste e brejos de altitude do Nordeste,
principalmente Alagoas e Bahia (Cervi, 1997), e também em Pernambuco e Paraiba

(Melo et al., 2001).

2.3— Importancia Econdmica

Os cultivos comerciais de Passiflora em quase todo o pais baseiam-se em
uma unica espécie P. edulis f. flavicarpa - maracujad-amarelo ou azedo (Meletti et al.,
2005). O Brasil destaca-se como o maior produtor mundial desse maracuja,
representando 95% dos pomares, devido a qualidade dos seus frutos, vigor,
produtividade e rendimento em suco (Meletti & Briickner, 2001; Ferreira, 2005). Em
1999, foram cultivados cerca de 35.000 ha com essa fruteira (Agrianual, 2002), o que
faz do Pais o maior produtor mundial, sendo a regido Nordeste do Brasil a produtora
responsavel por 44% da produ¢do, com uma érea cultivada de 17.306 ha e cerca de
214.467 t anuais, destacando-se os Estados da Bahia, Ceara e Sergipe como o0s maiores
produtores (Agrianual, 2006).

Segundo Inglez de Souza & Meletti (1997), no género Passiflora destacam-
se 50-60 espécies que produzem frutos comestiveis. Em menor escala, com importancia
bastante regionalizada e comercializacdo restrita, sdo cultivados o maracuja-doce (P.
alata Dryand.), o maracuja-roxo (P. edulis Sims), o maracuja-melao (P. quadrangularis
L.), o maracuja-suspiro (P. nitida Kunth.) e o maracuja de boi (P. cincinnata).

De acordo com Souza & Meletti (1997), muitas das espécies de Passiflora
sdo cultivadas pelas propriedades alimenticias, medicinais e ornamentais,
principalmente pela qualidade de seus frutos. E os frutos, além de consumidos in natura,
sdo usados para fazer sucos, doces, refrescos e sorvetes. Segundo Bernacci et al. (2002)
e Meletti & Maia (1999) o maracuja-amarelo tem maior importancia comercial devido a
qualidade dos frutos, a divulgacdo junto aos consumidores e aos rendimentos
industriais. J4 o maracuja-doce (P. alata), apesar da menor representatividade, atinge
precos unitarios mais expressivos nos segmento de frutas frescas.

O maracujazeiro ¢ cultivado, ainda, com fins medicinais, para extracao de
substancias quimicas de propriedades farmacéuticas como a passiflorina ou maracujina

que ¢ um calmante natural, sendo um sedativo encontrado nos frutos e folhas (Souza &



COELHO, M. do S. E. Caracterizagdo citogenética de Passiflora edulis f. flavicarpa Deg., P. cincinnata Mast. e seu hibrido
interespecifico.

Meletti, 1997), nas propriedades como vermifugo e febrifugo e também nos efeitos
diuréticos, antiblenorragicos, hipndticos e abortivos para o gado (Oliveira, 1987).

Além das propriedades alimenticias e medicinais, outro mercado que esta em
expansdo ¢ o da floricultura. Atribuindo o valor ornamental pelas belas flores que a
planta produz que exercem atrag¢do pelo seu tamanho, pela exuberancia de suas cores e
pela originalidade de suas formas (Souza & Meletti, 1997). Com isso, diversas
variedades e hibridos interespecificos vém sendo desenvolvidos no género Passiflora
para fins ornamentais, despertando o interesse de muitos produtores, pelas belas flores
(Vanderplank, 1996).

Segundo Aragjo et al. (2006) os frutos de P. cincinnata e P. setacea DC., ja
sao comercializados nas feiras livres nas cidades do interior, sendo estas espécies de
ocorréncia espontinea nas caatingas do Semi-Arido. A produgdo ainda é proveniente do
extrativismo e de dreas cultivadas em escala doméstica. Este tipo de atividade comeca a
crescer com a produ¢do de doces e geléias nas industrias de beneficiamento instaladas
nos municipios de Curaga, Uaud e Canudos, no estado da Bahia.

Embora P. cincinnata, ndo tenha a importancia comercial de P. edulis, a
espécie € consumida como frutifera, sendo comercializado em feiras livres,
principalmente no sertio de Pernambuco e na Bahia. E uma espécie potencialmente
importante em programas de melhoramento genético, ja que a mesma ¢ resistente a seca

e a Epicauta atomaria, uma bactéria, ¢ aos nematdides do género Meloidogyne

(Oliveira & Ruggiero, 1998).

2.4— Contribuicoes da Citogenética Vegetal a Taxonomia e ao

Melhoramento

As andlises citogenéticas podem trazer contribui¢des indispensaveis no
sentido de aumentar a eficiéncia das estratégias de conservagdo ¢ mesmo de trabalhos
de melhoramento com a espécie. Estas pesquisas tém contribuido para o estudo da
evolugdo, principalmente porque os cromossomos constituiem o proprio material
genético, o que os torna significativos para o rumo evolutivo das espécies. Cada
cromossomo ou par de cromossomos representa um papel decisivo no desenvolvimento
de um individuo. Por isso, 0 nimero de cromossomos e as variantes que cada um deles
apresenta, dentro de uma espécie, sdo dados importantes para a determinacao da posi¢ao

filogenética e taxonomica (Guerra, 1988), tanto dentro de taxons inferiores quanto em
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niveis superiores (Guerra, 1990). A caracterizacdo precisa do cariotipo tem
fundamental importancia quando o objetivo ¢ comparar cariologicamente espécies
diferentes ou analisar a variagao entre individuos da mesma espécie. Um dos parametros
mais utilizados para a caracterizagdo citologica de uma espécie ¢ o numero
cromossdmico (Pedrosa et al., 1999). Para Sybenga (1998), a citogenética fornece
informacdes indispensaveis para a manipulacdo das plantas. Neste contexto, 0 nimero
cromossdmico ¢ um dos parametros mais utilizados para a caracterizagao citoldgica de
uma espécie que, aliado a outros caracteres citologicos, fornece informagdes para o

entendimento das alteragdes genéticas envolvidas.

2.4.1- Comportamento Meidtico

A meiose ¢ considerada o mais importante evento entre 0os processos de
diferenciacdo dos organismos, sendo o principal responsavel pelo sucesso evolutivo da
reproducao sexuada em eucariotos (Holliday, 1984). Na meiose, sao produzidas células
haploides que permitem que, apds a fecundagdo, o nimero de cromossomos permanega
igual ao dos pais. E durante a meiose que ocorre também a recombinagdo dos genes,
evento de maxima importancia na adaptacao das populacdes e evolucao dos seres vivos
(Guerra, 1988).

O processo meidtico envolve duas divisdes, sendo em geral a primeira
caracterizada por uma fase e longa na préfase I e por ser reducional, ou seja, originando
células com numero cromossomico haploide, mas com a quantidade de DNA ainda
duplicada. Da segunda divisao, muito parecida com a divisdo mitdtica, resultam células
haploides com o contetido de DNA reduzido (Alberts et al., 2002). A andlise do
processo meidtico permite observar e identificar eventos que podem ser utilizados em
estudos evolutivos e na constru¢do de mapas citogenéticos. Por exemplo, rearranjos
cromossdmicos podem ser detectados por configuragdes resultantes do pareamento dos
cromossomos homdlogos e sdo importantes para verificar a viabilidade das células e
detectar a origem polipléide ou hibrida do material (Fukui & Nakayama, 1996).

Muitos dos genes relacionados a esterilidade tém agdo pré-meiotica, pois
podem induzir a formacdo de anteras sem poélen, enquanto outros tém acdo poOs-
meidtica, ou seja, o polen ¢ formado, mas ndo se desenvolve (Alcochete, 2005). Como
pode ser constatado por Moraes (2007), que o fenomeno da esterilidade masculina ¢

dado por um complexo sistema de regulagdo génica.
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Palma-Silva et al. (2004) analisaram o comportamento meiotico e a
viabilidade polinica de 15 espécies pertencentes aos géneros Vriesea Beer e Aechmea
Ruiz e Pav. (Bromeliaceae). Todos os taxa mostraram pareamento regular dos
bivalentes, assim como, segrega¢do regular cromossdmica durante a meiose, o que pode
ser confirmado pelo elevado indice de viabilidade polinica (88%). Porém, univalentes
na metafase I, cromossomos extras e divisdo precoce dos centromeros em metafase 11
também foram observados.

Loguercio e Battistin (2004) estudando nove acessos de Syzygium cumini L.,
observaram que ambos 0s acessos possuem comportamento meidtico normal, com
indice meidtico acima de 91%. As diferencas durante os eventos da meiose I, da meiose
II, da formacdao de tétrades e da viabilidade do polen refletem a ocorréncia de
variabilidade genética dentro da espécie. Por outro lado, Moraes (2007) analisando o
comportamento meiodtico no género Hypericum L. verificou irregularidades meidticas,
como forma¢do de multivalentes, cromossomos ndo alinhados na placa equatorial
durante a metéafase I e de retardatarios na anafase.

Analisando a meiose em cultivares de Manihot esculenta Crantz, Carvalho e
Guerra (2002) verificaram em seis delas (Pingaré, IPA 9602, Cruvela, Tucunaré¢, BGM
1159 e Maracand) meiose normal, com 18 bivalentes na metafase I e segregacao regular
dos cromossomos em anafase I e II.

O estudo da estabilidade meidtica, juntamente com a analise da viabilidade
do grao de podlen, permite indicar o potencial para cruzamentos da planta, fornecendo
subsidios para usos futuros em programas de selecdo, cruzamento e producdo de

sementes viaveis (Vargas et al. 2004).

2.4.2- Viabilidade do Pdlen

A viabilidade do pdlen ¢ um parametro de grande importancia no estudo de
plantas, pois, além de evidenciar a potencialidade reprodutora masculina da espécie,
contribui em estudos taxondémicos, ecoldgicos, palinologicos, fornecendo informagdes
basicas para a aplicagdo pratica na conservagao genética, bem como na agricultura, para
o planejamento de algum tipo de melhoramento ou cultivo (Alexander, 1980; Arroyo,
1981 e Guinet 1989). Para Penaloza (1995) a determina¢do da viabilidade do poélen, ¢é
fundamental na investiga¢do das causas da infertilidade das plantas, assim como para o

conhecimento do potencial de reproducdo de uma populacdo e dos problemas de
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fertilidade que possam ocorrer. Segundo Techio (2002), por meio de dados de
viabilidade do polen, ¢ possivel obter correlagcdes com anormalidades meidticas, auxiliar
na selecdo de materiais genéticos e fazer inferéncias sobre os melhores cruzamentos,
tornando-se uma ferramenta Util na condugdo de experimentos nas areas agricola e
biotecnoldgica.

Por outro lado, Carvalho et al. (1999) analisaram a viabilidade de poélen do
triploide Manihot esculenta Crantz de ocorréncia espontanea e verificaram graos de
polen de vérios tamanhos. Porém, a coloracdo dos graos de pdlen com carmim acético
mostrou 100% dos graos levemente corados sugerindo esterilidade total.

Pandolfi (1998) observou pela técnica de coloragdo com carmim acético 2%,
aproximadamente 200 graos de pdlen por botdo floral para as espécies de Solanum
commersonii commersonii ¢ um percentual de polens vidveis com médias em torno de
78,93% e para Solanum commersonii malmeanum um percentual de polens vidveis com
médias em torno de 60,33%. Os resultados apresentados por Tomé (2004) vém
confirmar os dados de Mendes (1994) e Pandolfi (1998) que mostraram que as espécies
selvagens normalmente produzem maior percentual de pdlens viaveis, quando
comparadas com espécies cultivadas.

Alta porcentagem de viabilidade de pdlen, semelhante a encontrada em P.
edulis f. flavicarpa que apresentou um valor médio superior 80% (Souza et al., 2002) e
P. edmundoi Sacco com 97,91% (Souza et al., 2003), também foi observada em outras
espécies nativas com caracteristicas medicinais. Em cinco espécies da familia
Urticaceae (urtigas), procedentes do Rio Grande do Sul, Karsburg (2002), encontrou
acima de 87% de podlen viavel. J4 em populagcdes de Baccharis trimera (carqueja)
apresentou um valor médio superior a 85% (Auler et al., 2006); em Syzygium cumini
(Jambolao) da familia Myrtaceae o percentual foi acima de 93,19% (Loguercio &
Battistin, 2003). Entre outros géneros de plantas nativas, de modo geral nas
leguminosas, com caracteristicas forrageiras destacam-se: género Leucaena, variando de
71 a 98% (Boft, 2002). Em 17 espécies do género Adesmia, a viabilidade foi superior a
90% para a maioria dos acessos estudados (Tedesco, 2000). Nos géneros Eriosema ¢
Rhynchosia, também nativas na Regido Sul, foi encontrada uma percentagem superior a
94%, demonstrando alto potencial de fertilidade dos gametas masculinos, com exce¢do
de E. glabrum, que apresentou alta inviabilidade do pdlen, 14 a 27%, (Biondo &
Battistin, 2001).

13
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Conforme Souza et al. (2002) P. edulis f. flavicarpa quando cruzada com
outras espécies, ainda mantém a taxa de viabilidade do polen superior a 70%. Em
hibridos somaticos de P. edulis f. flavicarpa + P. cincinnata (Barbosa & Vieira, 1997a)
e P. edulis f. flavicarpa — P. amethystina J.C. Mikan (Barbosa & Vieira, 1997b), o
indice mais baixo de viabilidade polinica foi de 72,9%, em conseqiiéncias de
anormalidades meiodticas observadas, como presenga de univalentes, bivalentes,
tetravalentes, e alteragcdes, como a presenca de cromossomos retardatarios na placa
metafasica e pontes anafésicas, que foram consideradas fatores causadores de graos de
polen imperfeitos e conseqiientemente, inviaveis. Sendo assim, a regularidade meiotica
e conseqiiente viabilidade polinica dependem, principalmente, da homologia

cromossdmica entre as espécies envolvidas no cruzamento.

2.4.3- Bandeamento Cromossomico

A caracterizacdo dos cromossomos foi por muito tempo fundamentada
unicamente em parametros morfoldgicos, a exemplo do tamanho dos bragos, posicao
dos centromeros ¢ localizagdo das constrigdes secundarias. Com a introdugdo das
técnicas de bandeamento, possibilitou-se a visualizacdo de blocos de coloragdo
diferenciada (bandas), havendo um avango significativo na caracterizagdo dos
cromossomos (Brasileiro-Vidal & Guerra, 2002).

Nesse caso, a heterocromatina ¢ um dos caracteres mais importantes para
caracterizacdo cromossOmica. A heterocromatina foi definida por Heitz (1928) como
segmentos cromossomicos que permanecem condensados durante todo o ciclo celular, e
Brown (1966) concluiu que existe pelo menos dois tipos de heterocromatina: a
facultativa e a constitutiva. A primeira pode comportar-se como eucromatina ou como
heterocromatina, enquanto a segunda permanece condensada durante todo o ciclo
celular, caracterizando-se pela presenga de seqliéncias de DNA curtas, altamente
repetitivas e transcricionalmente inativas (Redi et al., 2001) e, para a sua deteccdo, a
técnica empregada €, em geral, o bandeamento-C (Pardue & Gall, 1970).

Atualmente, novas técnicas empregadas nos estudos citogenéticos tém
possibilitado uma andlise mais detalhada dos caridtipos a partir de dados
citomoleculares, como os bandeamentos com fluorocromos como 4’-6’ diamidino-2-10-
fenilindol (DAPI), que destaca regides heterocromaticas ricas em bases AT, e a

cromomicina As; (CMA;), que tem afinidade por regides heterocromaticas ricas em
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bases GC. A aplicag¢do destes fluorocromos associada a distamicina-A (DA), que ¢ um
contrastante negativo, favorece a distingdo das bandas. Os relatos mais recentes de
analise de cromatina com auxilio de fluorocromos indicam que em diversos grupos
vegetais a heterocromatina constitutiva ¢ rica em AT (Schwarzacher & Schweizer,
1982; Felix & Guerra, 2000; Nakamura et al., 2001; Besendorfer et al., 2002). Ja a
heterocromatina constitutiva rica em CG, tem sido freqiientemente associada as RONs
(Schweizer, 1976; Deumling & Greilhuber, 1982; Moscone et al., 1996; Forni-Martins
& Guerra, 1999; Guerra et al., 2000).

2.4.4- Hibridizacao in situ

Com o advento das técnicas de hibridizagdo molecular in situ ¢ possivel
localizar diretamente nos cromossomos, sitios especificos de DNA, entre os quais,
seqliéncias repetitivas arranjadas em tandem como as teloméricas, centroméricas € 0s
genes ribossomicos. A localizagao de seqiiéncias ribossomais vem sendo empregada no
estudo dos caridtipos de Passiflora (Melo & Guerra, 2003) e milho (Aguiar-Perecin,
2000). Além disso, seqiiéncias teloméricas tém sido localizadas em Alliaceae (Sykorova
et al., 2006) e mesmo genes especificos tém sido mapeado para todos os cromossomos
de Phaseolus vulgaris (Pedrosa et al., 2003).

A hibridizagdo in situ (HIS) ¢ um método empregado para a visualiza¢do de
seqiiéncias definidas de 4acidos nucléicos, em preparacdes celulares, através da
hibridagdo de seqiiéncias complementares (sondas). Esse método, descrito por Pardue &
Gall (1969), permite a deteccdo de seqii€éncias especificas em cromossomos
metafasicos, bem como em nucleos interfasicos. A técnica proporciona a interagdo entre
conhecimento da biologia celular, citogenética classica e genética molecular (Rogatto &
Rainho, 2000) e consiste basicamente no pareamento, ou hibridizagdo, de um
determinado fragmento de DNA ou RNA complementar situado dentro da célula do
organismo que estd sendo estudado. O objetivo ¢ verificar se a célula, ou tecido, possui
essa seqliéncia de nucleotideos e, em alguns casos, conhecer também a sua exata
localizagao na célula ou no cromossomo (Guerra, 2004).

A técnica de hibridizagao in situ ¢ muito usada no mapeamento de genomas
de plantas, na deteccdo de seqiiéncias Unicas e, principalmente, de seqiiéncias de DNA

repetitivo. O padrao de HIS em cromossomos somaticos metafasicos usando seqiiéncias
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repetitivas em tandem ¢ apontado como um excelente marcador fisico para a
identifica¢dao de cromossomos (Friebe et al., 1992; Brasileiro-Vidal & Guerra, 2002).
Brutovska et al. (2000a) apresentaram o numero ¢ a localizacdo das
seqiiéncias de DNAr 5S e 45S por meio da técnica de hibridizagdo in situ, para as
espécies Hypericum attenuatum, H. maculatum e H. perforatum. Este estudo visava
inferir a origem alotetrapléide de H. perforatum (2n=32), sugerida por Campbell e
Delfosse (1984). Segundo estes autores, a espécie teria se originado de uma antiga

hibridizagdo entre H. attenuatum (2n=16) e H. maculatum (2n=16), que sdo diploides.

2.4.5- Hibridacao em Passiflora L.

A énfase principal das hibridagdes interespecificas ¢ a transferéncia de
caracteres de outras espécies de Passiflora para P. edulis. Nesse caso, P. edulis ¢é
considerado um bom progenitor por apresentar florescimento abundante e ininterrupto
no final de outubro ao inicio de maio, nas condi¢des paulistas, € nas regioes tropicais, de
até onze meses por ano (Meletti & Bruckner, 2001). Por outro lado, Soares-Scott et al.
(2003), relatam que a maioria dos hibridos interespecificos apresenta problemas de
desenvolvimento, macho-esterilidade, baixa viabilidade polinica ou dificuldade em
florescer.

Tem-se registro de varios hibridos interespecificos de Passiflora
principalmente para fins ornamentais na Europa e na América (Passiflora Society
International, 2001), os quais sdo propagados vegetativamente. Segundo Rego et al.
(1999) embora a compatibilidade das espécies seja considerada alta, a esterilidade dos
hibridos tem limitado o uso do germoplasma exotico para fins de melhoramento.

A hibridagdo interespecifica ¢ também utilizada especialmente em
programas que visam a transferéncia de genes de resisténcia a determinadas doencas
encontradas nas espécies silvestres para a cultivada (Bruckner, 1997).

A freqiiéncia de estudos citogenéticos em hibridos interespecificos de
Passiflora, tanto zigbticos ou somaticos ainda ¢ baixa (Soares-Scott, 2005). Segundo
Melo (2002), ¢ importante considerar que todos os hibridos obtidos, mesmo os que nao
foram analisados citogeneticamente sdo originados de progenitores com 2n=18
cromossomos sempre envolvendo espécies de interesse agronomico. Esses hibridos

sexuais mostraram compatibilidade interespecifica, j4 que apresentaram alguma
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fertilidade na parte masculina ou feminina, apesar de ndo produzirem frutos, sugerindo

que podem ser espécies relacionadas e possivelmente de origem comum.

2.4.6- Citogenética do género Passiflora L.

O género Passiflora, bem como os demais géneros tem sido pouco estudado
do ponto de vista citoldégico. Os mais amplos trabalhos foram realizados por Bowden
(1945), Beal (1969ab, 1973), Storey (1950), Guerra (1986), Snow & MacDougal
(1993), Mayeda & Vieira (1995), Barbosa & Vieira (1997), Soares-Scott (1998),
Soares-Scott et al. (1999), Passos (1999), Melo et al. (2001), Melo (2002), Melo et al.
(2003), Souza et al. (2003a, b), Souza et al. (2004), Soares-Scott et al. (2005), Hansen et
al. (2006) e Souza et al. (2007). No entanto, estes trabalhos representam
citogeneticamente 16,1% das espécies registradas (Melo et al., 2001), sendo que, parte
destes trabalhos tem se limitado a contagem cromossdmica.

As primeiras analises de cromossomos meidticos de algumas Passifloraceas
foram realizadas por Storey (1950) e Beal (1969a, 1969b). Os estudos meidticos
evidenciaram microsporécitos com 9 pares de cromossomos em P. cincinnata Mast., P.
coccinea Aubl., P. giberti N.E. Brown, P. nitida Kunth e P. setacea DC. Em P. foetida
L. var. fluminensis e P. foetida L. observou-se também pareamento normal de 10
bivalentes conforme relatos de Beal (1969) e Oliveira (1996), que também verificaram
alta fertilidade dos graos de pdlen em P. f. fluminensis., usando colora¢ao em azul de
algodao. Melo et al. (2001) e Melo (2002) estudando o comportamento meidtico de
quatro espécies de Passiflora, observaram que P. cincinnata, P. racemosa Brot. e P.
setacea apresentaram 9 bivalentes e segregacdo normal na anafase, enquanto em
algumas células de P. jilekii Wawra foram observados tetravalentes.

Vieira et al. (2004) relataram que sdo bastante similares os cariotipos do
subgénero Passiflora. A diferenga mais evidente aparece em P. incarnata L. que
mostrou dois pares de cromossomos grandes, com sitios de sintese de RNA ribossdmico
no final do brago longo, além daqueles nos pares 8 e 9. Beal (1973b) identificou quatro
pares de cromossomos satelitados em P. maliformes L.

Por outro lado, Melo et al. (2001) identificaram satélites em P. capsularis L.,
P. misera Kunth, P. morifolia Mast., P. coccinea e P. nitida Kunth. Sendo que Souza et
al. (2003) apontam satélites em seis espécies (P. alata Dryand., P. malacophylla Mast.,

P. edmundoi, P. mucronata Lam., P. galbana Mast. e P. quadrangularis L.).
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Passos (2007) verificou a ocorréncia de satélites nos bragos curtos dos
cromossomos 3 e 8 para P. galbana Mast. e nos bracos longos dos cromossomos 1, 3 e
6 para P. mucronata Lam. A mesma autora observou que a coloracao com fluorocromos
em P. mucronata apresentou bandas DAPI, cinco bandas CMA"™ ¢ CMA". Em P.
galbana revelou quatro bandas CMA”™,

De acordo com Melo & Guerra (2003) que estudaram um nUmero
significativo de Passiflora para o Brasil, as duas espécies P. edulis e P. cincinnata
pertencem ao grupo cromossdmico trés, caracterizado por apresentar x=9 e quatro sitios
de DNAr 458, sugerindo que as espécies sdo citologicamente compativeis. Todavia, no
citado trabalho, foram estudadas apenas uma populagdo de cada espécie, o que nao
permite inferir a ocorréncia de polimorfismos intraespecificos no género. Estudos
envolvendo um maior nimero de populagdes de Passiflora (Melo et al. 2001), tém
demonstrado que esse tipo de variabilidade cariolégica ndo ¢ raro. Esse tipo de
informacao € importante para se ter uma idéia da variabilidade cromossdmica numérica
e estrutural, contribuindo para o entendimento da evolucdo cromossdmica, relagdes
filogenéticas, bem como em programas de melhoramento envolvendo hibridiza¢des
interespecificas.

Utilizando a técnica de hibridizagdo in situ (Melo & Guerra, 2003),
investigaram a variabilidade dos sitios de DNAr 5S e 45S em 20 espécies de Passiflora,
visando verificar relagdes entre os diferentes complementos hapldides existentes no
género e identificar o provavel ancestral hapléide do mesmo.

A utilizacao da hibridizagao in sifu em espécies progenitoras e hibridos vem
sendo realizado por Soares-Scott et al. (2005), observando no hibrido P. edulis x P.
incarnata dois sinais fluorescentes de DNAr 45S. No hibrido P. edulis x P. setacea, foi
observado de quatro a seis sinais fluorescentes de DNAr 45S. Pode-se verificar que
algumas marcagdes dos sitios de DNAr 45S envolveram apenas parte das constrigoes
secundarias. Em P. incarnata L., observaram apenas dois sinais. As espécies P. setacea
e P. coccinea mostraram 4 sinais. Ja a espécie P. edulis, mostrou quatro sinais, resultado
que corrobora com os dados de Melo & Guerra (2003) que observaram 4 sitios
subterminais de DNAr 45S nesta espécie.

A hibridiza¢ao in situ, utilizando como sonda o DNA gendmico total de uma
espécie ¢ denominada GISH (Genomic /n Sifu Hybridization) e foi testada em hibridos
de Passiflora por Soares-Scott et al. (2005). A mesma autora confirmou que existe

realmente um hibrido (P. edulis x P. setacea) e que a sonda feita foi capaz de evidenciar
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diferentes seqiiéncias cromossomicas das duas espécies. Observou-se um lote de cinco
cromossomos inteiros corados em vermelho, marcagdo para P. setacea, outro lote de 9
cromossomos com fluorescéncia em amarelo marcagdo para P. edulis e um lote de

coloracdo laranja indicando seqiiéncias de ambas as espécies P. edulis e P. setacea.
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4.1. Estudo da mitose, comportamento meidtico e viabilidade polinica em
Passiflora edulis f. flavicarpa Deg. e P. cincinnata Mast. e seu hibrido

interespecifico

Trabalho a ser enviado a revista Caryologia.
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Estudo da mitose, comportamento meiotico e viabilidade polinica em Passiflora

edulis f. flavicarpa Deg., P. cincinnata Mast. e seu hibrido interespecifico

Maria do Socorro E. Coelho', Francisco Pinheiro de Aratjo?, Leonardo P. Felix' & Natoniel F.
de Melo®

'Laboratorio de Citogenética Vegetal, Setor Botanica, Departamento de Fitotecnia,
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*Embrapa Semi-Arido, Petrolina-PE.

Resumo

No presente trabalho foi estudado a mitose, o comportamento meiotico e a viabilidade
polinica em P. edulis f. flavicarpa, seis acessos de P. cincinnata e dois individuos
resultantes do cruzamento dessas duas espécies. As espécies progenitoras € seu
respectivo hibrido apresentaram 2n=18 cromossomos, caridtipos simétricos e nucleo
interfasico do tipo semi-reticulado, porém foram observadas diferengas no comprimento
médio dos cromossomos e no comprimento total do genoma. As espécies parentais
mostraram comportamento meidtico regular e viabilidade polinica normal, enquanto no
hibrido, o individuo 1 mostrou maior frequéncia de irregularidades meioticas e baixa
viabilidade polinica em compara¢do ao individuo 2, que apresentou comportamento
meiodtico normal, segregacdo regular e alta viabilidade polinica. Os resultados

apresentados no hibrido mostraram estabilidade no ntimero cromossdmico.

Palavras chave: Passiflora, caridtipo, hibridacdo e melhoramento genético.

Abstract

In the present work we studied the mitotic, meiotic behavior and pollen viability in P.
edulis f. flavicarpa, six P. cincinnata accessions and two hybrid individuals resulting
from crossing these two species. The ancestors species and their respective hybrid had
presented 2n = 18 chromosomes, symmetrical karyotypes and semi-reticulate interphase
nuclei, but differences were observed in the average length of chromosomes and the
total length of the genome. The parental species showed regular meiotic behavior and
pollen viability normal, while in the hybrid, individual 1 showed a higher frequency of

meiotic irregularities and low pollen viability as compared to individual 2, which
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showed normal meiotic behavior, segregation regular and high pollen viability. The

results presented in the hybrid showed stability in chromosome number.

Key words: Passiflora, karyotype, hybridization and genetic improvement.

Introducio

O género Passiflora L. compreende trepadeiras herbaceas ou lenhosas com
gavinhas axilares, bem como ervas ou arbustos, sendo constituido por cerca de 530
espécies, a maioria originaria dos neotrdpicos e distribuicdo predominantemente tropical
e subtropical (Ulmer ¢ MacDougal, 2004; Hansen et al., 2006), com aproximadamente
140 espécies para o Brasil (Cervi, 2006). A maioria das espécies possui interesse
agronomico, destacando-se P. edulis f. flavicarpa Deg. como a espécie comercial mais
cultivada, representando cerca de 95% dos pomares de Passiflora (Meletti e Briickner,
2001) e P. cincinnata, conhecida popularmente como maracuja do mato, constituindo
uma importante fonte de genes tteis aos programas de melhoramento genético.

A caracterizagdo genética de diferentes acessos de bancos de germoplasma
constitui-se uma importante fonte de dados para melhoristas e conservacionistas, uma
vez que permite um melhor gerenciamento do “pool” génico, bem como uma sele¢do
mais eficiente dos recursos genéticos, facilitando a detec¢do da variabilidade genética
para fins de melhoramento genético ou com fins biotecnologicos (Benko-Iseppon,
2001). No entanto, o estudo citogenético em espécies de importancia econdmica pode
contribuir de forma significativa, € com isso, 0 nimero cromossOmico torna a
caracteristica mais utilizada, aliada a outras caracteristicas citoldgicas, auxilia no
entendimento das variagdes carioldgicas envolvidas na evolugdo de um grupo, na
delimitacdo taxondmica de espécies (Guerra, 2000), assim como, em programas de
melhoramento. Muitas vezes, a simples indicacdo do numero cromossdémico pode
auxiliar na indicacdo e escolha de materiais a serem utilizados em cruzamentos vidveis
(Sybenga, 1993; 1998).

Os hibridos de Passiflora s3o resultados de cruzamentos inter ou
intraespecificos de genitores com genotipos diferentes, originando espécies que
comportam genes de interesse (Vanderplank, 2000). Porém, neste género muitas das

espécies apresentam caracteristicas agrondmicas Uuteis, principalmente as espécies
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silvestres detentoras da ampla diversidade genética, como ¢ o caso de P. cincinnata que
além de possuir plantas vigorosas, apresenta genes de resisténcia a estresses bidticos e
abidticos, sendo considerado um bom genitor, visto que P. edulis f. flavicarpa apesar de
ser bastante produtiva apresenta problemas fitossanitarios. No entanto, alguns autores
relatam ter havido sucesso na obten¢do de hibridos de Passiflora, através da utilizagdo
de técnicas de hibridagdao sexuada (Ulmer e MacDougal, 2004), principalmente as
espécies com 2n=18 (Storey, 1950; Barbosa, 1998).

Neste contexto, o presente trabalho objetivou caracterizar a mitose, meiose €
a viabilidade polinica em P. edulis f. flavicarpa, em seis acessos de P. cincinnata e dois
individuos hibridos dessas duas espécies, visando subsidiar futuros programas de

melhoramento que proporcionem uma maior resisténcia ao maracuja.

Material e Métodos

O material analisado foi proveniente da Colecao de base da Embrapa Semi-
Arido — CPATSA, compreendendo seis acessos de P. cincinnata, um de P. edulis f.
flavicarpa e dois individuos hibridos provenientes deste cruzamento (Tabela 1). Os
dados da caracterizacdo da variabilidade morfoagrondmica dos acessos de P. cincinnata
encontram-se discriminados em Araujo et al. (2008) e Araujo (2007). Os individuos
hibridos sexuais (cruzamento interespecifico) P. cincinnata x P. edulis f. flavicarpa,
foram obtidos pelo Dr. Francisco Pinheiro de Arailjo, Embrapa Semi-Arido — CPATSA,
formados a partir do pélen de progenitores masculinos de P. cincinnata. Nesse caso, 0
individuo hibrido 1 ¢ proveniente do progenitor masculino 1 enquanto o individuo
hibrido 2 ¢ proveniente do progenitor masculino 2. As exsicatas foram depositadas no
herbario TSAH da Embrapa Semi-Arido (Tabela 1). Todo material foi cultivado em
vasos plasticos contendo areia lavada e solo agricola na propor¢ao de 1:1 e mantidas em
casa de vegetacdo da Embrapa Semi-Arido. As andlises citogenéticas foram realizadas
nos Laboratorios de Citogenética Vegetal do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal da Paraiba, Areia-PB e de Biotecnologia Vegetal da Embrapa
Semi-Arido, Petrolina-PE.

Para as analises mitéticas, pontas de raizes foram pré-tratadas com 8-
hidroxiquinoleina 0,002 M durante 24 horas a aproximadamente 8°C, e fixadas em
Carnoy 3:1 (etanol: acido acético glacial, v/v). Para as analises meioticas, botdes florais

foram fixados diretamente no campo em solugdo Carnoy. As fixagdes foram mantidas
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por 2-24 horas a temperatura ambiente, em seguida, estocadas a -20°C até posterior
analise. As laminas foram preparadas apo6s lavagem e hidrolise em HCIl 5N, por 20
minutos (mitose) e 5-10 minutos (meiose), em seguida, foram esmagados em acido
acético 45%, congeladas em nitrogénio liquido para remog¢do da laminula, secas ao ar,
coradas convencionalmente com Giemsa 2% e montadas com Entellan (Guerra e Souza,
2002). As melhores células foram capturadas com camera fotografica digital Canon com
resolugcdo de 4.0 megapixels através do programa ZoomBrowser Ex acoplada a um
microscopio de fluorescéncia Leica DM 2000.

Para a identificagdo do numero e morfologia cromossdmica, pelo menos
cinco metafases foram examinadas por individuo, das quais trés melhores foram
utilizadas para as medigcdes cromossomicas e confeccdo dos idiogramas. Todas as
medicdes foram realizadas com o auxilio do programa Image Tool (Donald et al. 2007).
Foram medidos cromossomos de metafases bem espalhadas, calculando-se o
comprimento dos bragos curtos (BC), bragos longos (BL), sendo organizado em ordem
por tamanho decrescente do braco curto. Foi adotada a nomenclatura cromossomica
sugerida por Guerra (1988), usando os simbolos M, SM, A e T para indicar
metacéntrico, submetacéntrico, acroscéntrico e telocéntricos respectivamente. Além
disso, foram estimados os seguintes parametros carioldgicos: somatério dos
comprimentos cromossémico total (TCL), comprimento cromossdomico médio (mCL),
razdo entre o maior e o menor brago (BL/BC) e comprimento relativo (CA/TCL). Esses
dados foram utilizados na confec¢ao dos idiogramas da Figura 1.

No comportamento meidtico dos cromossomos foi avaliada cerca de dez
laminas para cada espécie e quarenta por individuo hibrido. Para a analise de viabilidade
do poélen, botdes florais em estagio de pré-antese foram coletados e fixados em Carnoy
3:1 (etanol: 4cido acético glacial, v/v). Posteriormente, as anteras foram esmagadas na
lamina e coradas com carmim acético a 1,2% (Radford et al., 1974). Foram contados os
graos de polen vidveis e invidveis de cinco campos aleatorios de cinco laminas em
objetiva de aumento de 20x, sendo considerados vidveis os que apresentaram coloracdo
intensa no seu citoplasma e invidveis os que apresentaram tamanho normal com
coloragdo fraca e/ou tamanho reduzido. Foram calculados os indices médios com seus

respectivos desvios padrao.
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Resultados

As espécies progenitoras e o hibrido interespecifico apresentaram caridtipos
com 2n=18, cromossomos metacéntricos a submetacéntricos e nucleo interfasico do tipo
semi-reticulado. A tabela 1 sumariza as caracteristicas cariomorfolégicas do material
estudado. Embora os acessos de P. cincinnata tenham o mesmo nimero cromossomico,
os mesmos apresentaram diferengas em relagdo ao tamanho cromossomico, com valores
para o comprimento cromossomico total de 16,03 pm no acesso B0549 e 23,36 pm no
acesso T0336. Sendo observado também nos individuos hibridos, 14,92 um no
individuo 1 e 18,72 um no individuo 2 (Tabela 1).

O comprimento relativo (CR) dos cromossomos, por representar a propor¢ao
de cada cromossomo dentro do total do lote hapléide (CA/TCL) ¢ uma medida
confiavel para comparar acessos e até mesmo espécies diferentes. Em termos
individuais, nos acessos de P. cincinnata o cromossomo mais longo (cromossomo I)
representou 15,34% do total do genoma do acesso B0549 e 13,52% no acesso T0536. Ja
para o cromossomo mais curto (cromossomo 9), o maior valor encontrado foi observado
no acesso J0812, representando 9,07% do total do genoma, enquanto que, o menor valor
foi observado no acesso F2220 representando 6,34%. Nos individuos hibridos, o maior
e o menor comprimento relativo foram observados no individuo 2 (Tabela 2). As
formulas cariotipicas ndo diferiram nos individuos em estudo, porém o indice de
assimetria variou nos acessos € nos individuos hibridos (Tabela 1). Todos os individuos
em estudo apresentaram quatro satélites com constri¢des secundarias (RON) terminais,
localizados nos bragos longos dos pares 7 € 9 de P. edulis t. flavicarpa, pares 4 ¢ 6 de
P. cincinnata, pares 4 ¢ 9 do individuo hibrido 1 e pares 4 e 7 do individuo hibrido 2
(Figura 1).

A espécie P. edulis f. flavicarpa e os acessos de P. cincinnata exibiram
comportamento meidtico regular. O pareamento entre bivalentes foi normal observando-
se 9 bivalentes na diacinese/metafase I, sendo que em algumas células, dois desses
bivalentes foram associados ao nucléolo e segregacdo regular dos cromossomos nas
anafases I e II, ambas sem formagdo de pontes anafésicas. Foi observada a formacao de
quatro microsporos (tétrades) no final da esporogénese.

A viabilidade polinica foi alta nestas espécies, sendo 89,22% de polens
viaveis para P. edulis f. flavicarpa e nos acessos de P. cincinnata os indices médios

variaram de 67,03% no acesso B0549 a 98,24% no acesso C0701.
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A andlise meidtica nos individuos hibridos pode ser observada na Figura 2.
O individuo 1 mostrou comportamento meidtico aparentemente regular com 9
bivalentes, no entanto células com irregularidades meidticas também foram observadas.
Embora tenha ocorrido em baixo percentual, as irregularidades mais frequentes foram
nas metafases I ¢ II com um ou dois cromossomos retardatarios, cromossomos
aderentes, pontes cromossdmicas na anafase I, desorientacdo na fibra do fuso na anafase
Il e cromossomos retardatarios na telofase I, assim como, algumas configuragdes
cromossomicas como formacdo de univalentes e bivalentes na metafase 1. Para este
individuo, a coloragdo com carmim acético mostrou graos de polen com irregularidades
morfologicas, possuindo diversos tamanhos e sem contetido citoplasmatico (sem
coloracdo), resultando em apenas 11,95% de pdlens viaveis.

O individuo 2 apresentou comportamento meiotico regular (Figura 2),
verificando um pareamento normal com 9 bivalentes na diacinese/metéafase I, resultando
em uma segregacdo regular dos cromossomos na anafase 1. Porém, foram observadas
algumas configuracdes cromossdmicas, com formagao de univalentes e bivalentes.

A viabilidade de polen no individuo 2 foi alta. A coloragdo com carmim
acético mostrou graos de pdlen normais superior a 88,7% sugerindo um individuo fértil,
no entanto, grdos de podlen invidveis com tamanho inferior e/ou sem contetdo

citoplasmatico também foram observados em baixa freqiiéncia.

Discussao

O género Passiflora possui ampla variagdo morfologica, indicando a
ocorréncia de variabilidade genética. Sendo assim, a espécie Passiflora edulis Sims f.
flavicarpa apresenta-se como trepadeira sub-lenhosa, glabra, com folhas trilobadas. As
flores sdo axilares e solitarias, hermafroditas, brancas com franja roxa. Filamentos da
corona sdao purpura na base e brancos no apice, a baga ¢ globosa, com numerosas
sementes (Lima e Cunha, 2004) e glandulas nectariferas localizadas no apice do peciolo.
Por outro lado, a espécie Passiflora cincinnata, caracteriza-se como trepadeira glabra,
folhas 3-5 palmatipartidas. As flores sdo azul-rosadas ou violeta. Filamentos da corona
sdo purpura na parte inferior e azul-palido ou escuro na parte superior. Os frutos sdo
bagas, globosos ou ovdides, com numerosas sementes (Nunes e Queiroz, 2001) e

glandulas nectariferas localizadas na base do peciolo (Figura 3).
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Por outro lado, os individuos hibridos em estudo mostraram caracteristicas
morfologicas distintas (Figura 3). O individuo 2 foi mais semelhante a P. edulis f.
flavicarpa (progenitor feminino), podendo ser observado nas flores, frutos, folhas
trilobadas e na localizagdo das glandulas nectariferas. J& o individuo 1 apresenta
caracteristicas mais semelhantes ao progenitor masculino (P. cincinnata) com folhas
trilobadas profundamente recortadas e pentalobadas, no entanto, mostrou-se
intermedidrio as formas progenitoras em relagdo a localizagdo das glandulas
nectariferas.

A andlise citogenética realizada nas espécies progenitoras e nos individuos
hibridos permitiu observar cariotipos com 2n=18 cromossomos. O numero € a
morfologia cromossdmica observada em P. edulis f. flavicarpa corroboram os estudos
realizados por Melo et al. (2001). Porém, divergéncias em relacdo ao numero e a
posicao dos satélites foram encontradas por Soares-Scott et al. (1999) que observaram
trés satélites, Soares-Scott (1998) identificou satélites nos pares 4 ¢ 7 e Mayeda e Vieira
(1995) que apontaram satélite no par oito.

No presente trabalho foram identificados quatro satélites nos bragos longos
dos cromossomos de P. cincinnata. Porém, em estudo com outras espécies do género,
Souza et al. (2003) apontaram satélites em P. alata Dryand., P. malacophylla Mast., P.
edmundoi Sacco, P. mucronata Lam., P. galbana Mast. e P. quadrangularis L.. Melo e
colaboradores (2001) identificaram satélites em P. capsularis L., P. misera Kunth, P.
morifolia Mast., P. coccinea Aubl. e P. nitida Kunth. Passos (2007) verificou a
ocorréncia de trés satélites em P. mucronata e dois em P. galbana. Beal (1973b)
identificou quatro pares de cromossomos satelitados em P. maliformes L., enquanto
Soares-Scott (1998) constatou dois pares de satélites em P. edulis, dois em P. incarnata
L. e trés em P. setacea DC. Alguns autores observaram polimorfismo intraespecifico,
principalmente em relacdo ao nimero e localiza¢do dos satélites (Oliveira e Coleman,
1996; Mayeda, 1997; Souza et al., 2003¢c). Porém, Mayeda (1997) sugeriu que a
presencga de dois pares de cromossomos maiores (cariotipo assimétrico) e dois satélites
como caracteristicas do género de Passiflora.

Estudos realizados por Soares-Scott et al. (1999; 2003) permitiram observar
2n=18 cromossomos no hibrido sexual P. edulis f. flavicarpa x P. setacea ¢ 2n=36 no
hibrido somatico P. edulis f. flavicarpa + P. incarnata. Outros hibridos foram obtidos, e
posteriormente, foram caracterizados citogeneticamente em termos de numeros

cromossdmicos. Os hibridos sexuais foram analisados por Storey (1950) P. alata x P.
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caerulea, P. racemosa x P. coccinea e P. maliformis x P. laurifolia 2n=18, Soares-Scott
et al. (1995) P. edulis x P. alata 2n=18, Beckett (1960) P. quadrangularis x P.
racemosa 2n=27 e Janaki Ammal (1945) P. racemosa x P. coccinea 2n=18 e nos
hibridos somaticos por Dornelas (1995) P. edulis + P. amethystina 20=36, P. edulis +
P. cincinnata 2n=36 e P. edulis + P. giberti 2n=36, Knight (1991) P. edulis + P.
incarnata 2n=36.

Nos individuos hibridos em estudo foram localizados satélites nos bragos
longos dos pares 4 ¢ 9 do individuo 1 e nos pares 4 ¢ 7 do individuo 2. Soares-Scott
(1998) identificou trés satélites nos bragos longos do hibrido sexual P. edulis f.
flavicarpa x P. setacea e quatro no hibrido somatico P. edulis f. flavicarpa + P.
incarnata.

As analises realizadas permitiram observar as variagdes na morfologia dos
cromossomos. No comprimento total do genoma, variagdes puderam ser observadas
tanto nas espécies/acessos como no hibrido. Os comprimentos médios dos cromossomos
variaram de 2,30 um em P. edulis f. flavicarpa, 1,78 pm a 2,59 um nos acessos de P.
cincinnata e 1,66 um (individuo hibrido 1) a 2,04 um (individuo hibrido 2), os mesmos
sdo considerados pequenos quando comparados aos cromossomos de outras espécies do
género. Soares-Scott et al. (2005) afirmaram que o género Passiflora possui uma
amplitude significativa para tamanho e numero de cromossomos, observando
comprimentos médios entre 1,63 a 3,73 mm nas espécies estudadas. Melo et al. (2001)
analisando o complemento lote haploide nas espécies P. morifolia, P. tricuspis Mast. e
P. misera, notaram que as espécies possuem 13,43, 10,89 € 9,93 um, e que a propor¢ao
de tamanho dos cromossomos foi de 1,72, 1,67 ¢ 1,87 um, respectivamente. Vieira et al.
(2004) identificou nos taxa estudados maior comprimento do lote haploide em P.
giberti ¢ 0o menor em P. incarnata. Porém, alguns autores verificaram comprimento
cromossdmico total aproximado aos do presente trabalho em P. edulis f. flavicarpa de
19,3 um (Oliveira e Coleman, 1996), 18,8 um (Mayeda, 1997) e 25,82 um para P.
cincinnata (Oliveira e Coleman, 1996).

A morfologia cromossomica observada nas espécies e hibrido variou de meta
a submetacéntrica, estando em concordancia com alguns autores que relatam que as
espécies deste gé€nero apresentam basicamente cromossomos metacéntricos €
submetacéntricos, com cariotipo simétrico (Beal, 1973; Oliveira e Coleman, 1996;

Barbosa e Vieira, 1997a,b; Melo et al., 2001; Soares-Scott et al., 2005).
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Os individuos hibridos em estudo apresentaram cromossomos pequenos
quando comparado com o comprimento médio de outros hibridos interespecificos de
Passiflora (Soares-Scott, 1998), sendo que o individuo 1 foi o que apresentou o menor
comprimento médio e comprimento total do genoma. Porém, o comprimento médio dos
mesmos esta dentro da média de comprimento de grande parte das espécies do género
Passiflora (Soares-Scott et al., 2005) e até¢ mesmo de alguns acessos de P. cincinnata do
presente trabalho.

As andlises realizadas no comportamento meidtico das espécies genitoras
permitiram observar pareamento regular com 9 bivalentes e segregagdo normal, embora
tenha surgido algumas células com irregularidades. Contudo, essas irregularidades ndo
afetaram a fertilidade dessas espécies, pois ocorreram em baixo percentual. Os estudos
meidticos realizados por Storey (1950), Beal (1969a, b) e Barbosa (1998) confirmam os
dados do presente trabalho. Posteriormente, Melo et al. (2001) observaram esse mesmo
comportamento com 9 bivalentes e segregacdo normal na andfase em P. cincinnata,
assim como em P. racemosa Brot. e P. setacea, com excec¢do de P. jilekii Wawra onde
foram observados tetravalentes. Souza et al. (2003) constatou meiose regular em P.
edmundoi e indice meidtico igual a 97,22%.

De acordo com Barbosa e Vieira (1997) as irregularidades mais frequentes
nas espécies de Passiflora sdo cromossomos retardatarios, cromossomos precoces,
desorientagdo da segregacdo dos cromossomos metafasicos e anafasicos, anormalidades
na orientagdo do fuso e assincronismo, resultando em produtos também anormais, como
diades, triades e poliades, microgametas, c€lulas aneuploides, poliploides e por fim,
polens inviaveis. Da mesma forma, Barbosa et al. (1998) verificaram a presenca de
cromossomos atrasados, com ascensao precoce e pontes anafasicas em 2% das células
analisadas de P. edulis f. flavicarpa, P. cincinnata, P. alata, P. amethystina e P. giberti.

A presenga de dois bivalentes mais condensados associados ao nucléolo,
indica a existéncia de pelo menos dois pares de cromossomos com DNAr 45S. Essa
tendéncia foi constatada por Barbosa (1998) em 57, 67, 73, 83 e 100% das células
analisadas de P. alata, P. edulis f. flavicarpa, P. cincinnata, P. giberti ¢ P. amethystina,
indicando existir pelo menos quatro sitios de DNAr. Essas observacdes confirmaram os
dados de Mayeda (1997) que encontrou duas regides organizadoras de nucléolo nestas
espécies.

A formacdo de tétrades no final da esporogénese revela uma meiose

completamente regular em termos de divisdo celular e consequentemente com formacao
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de grdos de poélen vidveis. No entanto, o comportamento meidtico regular observado
pode ser confirmado posteriormente pelo alto percentual de viabilidade de pdlen nestas
espécies.

Alta percentagem de viabilidade polinica, semelhante a encontrada nas
espécies em estudo, foi observada por Souza et al. (2003b; 2004) em P. edmundoi,
Souza et al. (2004) e P. cincinnata ¢ Souza et al. (2002) P. edulis f. flavicarpa, P.
setacea e em P. incarnata.

Os percentuais de viabilidade do pdlen nas espécies genitoras confirmam as
informagdes sobre processos meidticos normais, pela alta viabilidade mostrada nestas
espécies. Os resultados apresentados por Tomé (2004), com relacdo a viabilidade do
polen, vém confirmar os dados de Mendes (1994) e Pandolfi (1998) que mostraram que
as espécies selvagens normalmente produzem maior percentual de pdlens viaveis,
quando comparadas com espécies cultivadas.

Estudos realizados em hibridos interespecificos F1 demonstraram
instabilidade meidtica (Souza et al., 2008). De acordo com Soares-Scott et al. (2003), as
diferengas no comportamento meidtico entre os hibridos sdo claras, o hibrido sexual
mostrou meiose mais regular que o hibrido somadtico. Barbosa e Vieira (1997a, b)
constataram irregularidades no comportamento meiotico do hibrido somatico P. edulis
f. flavicarpa + P. cincinnata e P. edulis f. flavicarpa + P. amethystina. Posteriormente,
Soares-Scott et al. (2003) observaram irregularidades no comportamento meidtico do
hibrido somatico P. edulis + P. incarnata, assim como no hibrido sexual P. edulis x P.
setaceaq.

Entre os fatores que colaboraram com a segregacao irregular dos
cromossomos, encontra-se a formacao de fusos anormais. Portanto, faz-se necessario
enfatizar que a correta formacdo das fibras do fuso ¢ um fator que colabora com a
precisa segregacao dos cromossomos durante a mitose e a meiose, garantindo a divisao
normal, a propagagao das células e a sobrevivéncia das espécies.

A ocorréncia de pontes cromossdmicas apenas no individuo hibrido 1 leva
supor que as mesmas tenham sido geradas por cromossomos aderentes, uma vez que os
mesmos ocorreram apenas neste individuo. Baptista-Giacomelli et al. (2000b) relataram
que pontes cromossomicas podem ser geradas por cromossomos aderentes.

O comportamento meiodtico normal e segregacdo regular no individuo 2
revelou uma meiose completamente regular em termos de divisdo celular e

consequentemente com formagdo de graos de polen vidveis, sugerindo um individuo
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fértil. J& o individuo 1 mostrou uma meiose aparentemente regular, embora tenha
ocorrido algumas irregularidades. No entanto, a viabilidade polinica foi considerada
baixa, podendo ser decorrente das irregularidades meidticas. Assim, a regularidade
meiotica e conseqiiente viabilidade polinica dependem, principalmente, da homeologia
cromossdmica entre as espécies envolvidas no cruzamento.

Soares-Scott et al. (2003) verificaram diminuicao da viabilidade polinica no
hibrido sexual P. edulis x P. setacea. No entanto, Souza et al. (2002) notaram que P.
edulis f. flavicarpa quando cruzada com outras espécies, ainda mantém a taxa de
viabilidade de pdlen superior a 70%. Em hibridos somaticos de P. edulis f. flavicarpa +
P. cincinnata (Barbosa e Vieira, 1997a) e P. edulis f. flavicarpa + P. amethystina
(Barbosa e Vieira, 1997b), o indice mais baixo de viabilidade polinica foi de 72,9%, em
conseqiiéncias de anormalidades meioticas observadas, como presenca de univalentes,
bivalentes, tetravalentes, e alteragcdes, como a presenca de cromossomos retardatarios na
placa metafasica e pontes anafasicas, que foram consideradas fatores causadores de

graos de pdlen imperfeitos e conseqiientemente, inviaveis.
Conclusao

Assim, os dados do presente trabalho revelam a importancia da
caracterizacdo citogenética de espécies e acessos envolvidos em cruzamentos para
suporte aos programas de melhoramento genético. Contudo, a obtencdo de novos
materiais genéticos com potencial para uso como porta-enxerto ou para a introgressao
de genes de resisténcia ou tolerancia a estresses bioticos e abidticos ¢ de importancia
significativa no desenvolvimento de novos materiais para o Semi-Arido brasileiro.
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Tabela 1. Lista das espécies, acessos ¢ hibrido de Passiflora analisados, incluindo local de coleta e herbario, além de caracteristicas citogenéticas avaliadas em células mitdticas e viabilidade
polinica. NC= niimero cromossdémico, mCL= comprimento cromossomico médio, FC= formulas cariotipicas, TCL= comprimento cromossémicos total, TF%= indice de assimetria, VP=
viabilidade polinica.

Espécie/acesso/hibrido Local de coleta Herbario - NC (2n) mCL FC TCL TF VP
TSAH
(um) (um) % Média %
P. cincinnata/acesso
C0701 Tremedal — BA TSAH, 2387 18 2,49+0,48 14 m+4 sm 22,41 41,63 98,24+0,65
JO812 Juazeiro — BA TSAH, 2388 18 1,97+0,41 14 m+4 sm 17,74 54,84 93,66+2,22
F2220 Ouricuri — PE TSAH, 2389 18 2,41+0,55 14 m+4 sm 21,27 35,91 96,62+3,31
A0425 Nova Olinda - CE TSAH, 2390 18 2,21+0,47 14 m+4 sm 19,89 43,08 89,73+6,73
T0336 S. J. do Belmonte - PE TSAH, 2391 18 2,59+0,42 14 m+4 sm 23,36 41,22 97,59+1,65
B0549 Jaic6s — PI TSAH, 2392 18 1,78+0,43 14 m+4 sm 16,03 4435 67,03+6,75
P. edulis f. flavicarpa Cultivada TSAH, 2384 18 2,30+0,38 14 m+4 sm 21,66 44,92 89,2245,0
Individuo hibrido 1 Cruzamento interespecifico TSAH, 2385 18 1,66+0,26 14 m+4 sm 14,92 43,69 11,95+5,3
Individuo hibrido 2 Cruzamento interespecifico TSAH, 2386 18 2,04+0,47 14 m+4 sm 18,72 44.49 88,7+1,95

A04, B05, C07, F22, J08 ¢ T03 correspondem as respectivas Unidades Geoambientais de caracterizagdo do zoneamento agroecoldgico do Nordeste onde os acessos foram coletados (Aratjo et al.,
2008; Aratjo, 2007).
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Tabela 2. Comprimentos médios (um) do brago curto (BC), brago longo (BL), comprimento absoluto (CA) e comprimento relativo (CR) em P. edulis f.

flavicarpa, em acessos de P. cincinnata e no hibrido.

Espécies, acessos e hibridos

Cromossomos: médiatdesvio padrao

P. cincinnatalacessos 1 1 1 I\ v VI Vil Vil 1X
co701 BC 1,4140,04 1354003  L,17+0,01  1,1340,06  1,04+0,08  0,86+0,04 085001  0,81£0,05  0,71+0,04
BL 1,87£0,04  1,49+0,04  134£0,01  1,70%:0,02  146£0,06  1,50%£0,05  1,15£0,07  1,19:0,02  0,84+0,04
CA 328401 2,84x0,11  2,82£0,02  2,76:0,08  243:0,06  2,40£0,06  2,1740,03  1,88+0,05  1,83+0,03
CR 14,63% 12,67% 12,58% 12,31% 10,84% 10,70% 9,68% 8,38% 8,16%
J0812 BC 1,25£0,06  1,0940,06  0,94£0,11  0,7440,10  0,74£0,06  0,71x0,16  0,69£0,05  0,68+0,05  0,66:0,07
BL 1,30£0,06  1,4140,16  1,20+0,03  142%40,03  1,0340,03  1,19%£0,05 095017  0,70+0,01  0,95+0,04
cA 2554037 2,504022  223+0,12  2,16£0,12  1,77+0,07  1,90£0,03  1,64+023  1,38+0,06  1,61+0,11
CR 14,37% 14,02% 12,57% 12,17% 9.97% 10.71% 9.24% 7.77% 9.07%
F2220 BC 1,3940,05  09240,11  0,92+0,11  092+0,04 0784005  0,77+0,03  0,76+0,04  0,65:0,03  0,53+0,01
BL 1,67£0,06  1,25¢0,07  120£0,04  142%:0,04  091£0,03  1,20%0,08  1,05£0,08  0,95:0,11  0,60+0,06
CA 3,1140,14  2,78+0,14  2,77+0,14  2,76+028  2,63+0,05  235¢0,03  1,98+0,05  196+0,04  13540,13
CR 14,62% 13,07% 13,02% 11,00% 12,36% 11,04% 9,30% 9,21% 6,34%
A0425 BC 1,35£0,08 1256000  12120,04  091+0,14  0,83=0,18  0,83:0,01  0,78£0,08  0,72£0,02  0,69+0,08
BL 1,48£0,05  1354¢0,16  1,2580,06  1,530,13  126x0,16  1,53*0,03  090£0,04  0,76x0,01  0,81=0,01
CA 2,83£0,1  2,60£023  246+0,1 2443001 2,090,001  2,36x0,04  2,13£0,03  148+0,01  1,50+0,01
CR 14,22% 13,07% 12,36% 12,26% 10,50% 11,86% 10,70% 7,44% 7,54%
T0336 BC 1,54£0,01  144+0,05  121%0,04  1,02+008  097+0,08  0,92+0,04 0924004  0,84x0,04  0,77+0,06
BL 1,62£0,10  1,66£0,14  1,77£0,11  1,66%:0,10  145£0,04  1,39%£0,05  137£0,05  1,02£0,05  1,14%0,01
CA 3,16£0,09  3,10£0,42  2,98+0,01  2,68+0,13 2424013  23120,07  2,29+40,07  246£0,53  1,96+0,06
CR 13,52% 13,27% 12,57% 11,47% 10,35% 9,88% 9,80% 10,53% 8,39%
B0549 BC 1,12£0,04  1,0540,06  0,95:0,16  0,7740,02  0,750,04  0,71£0,02  0,6740,01  0,59+0,03  0,50+0,04
BL 1,34£0,11  1,2240,04  1,02£0,04  1,16*£0,05  093+0,10  1,09%£0,07  0,82+0,07  0,60+0,02  0,74+0,03
CA 2,46£0,08  2,27+0,19  197£0,19  1,93%0,12  1,68+0,12  1,80+0,01 1494003  1,19+0,08  1,240,13
CR 15,34% 14,16% 12,28% 12,03% 10,48% 11,22% 9,29% 7,42% 7,73%
P. edulis {. flavicarpa BC 1,300,090  1,2940,06  124+0,13  1,180,11  1,09£0,11  1,02+0,03  1,02+0,06  0,87+0,03  0,72+0,05
BL 1,39£0,04  136£0,05  1270,13  1,224¢0,14  1,11£0,07  1,07:0,02  1,86*+0,05  0,97+0,02  1,70%+0,06
CA 2,6940,08  2,65:0,12  2,51£022 240024  220:0,16  2,07+0,03  2,88+0,06  1,84:0,04  2,42+0,09
CR 12,41% 12,23% 11,58% 11,08% 10,15% 9,55% 13,29% 8.49% 11,17%
Individuo hibrido 1 BC 0,87£0,07  0,81+0,07  080+0,06  0,74+0,05  0,74+0,01  0,73£0,02  0,7040,13  0,58+0,11  0,55+0,01
BL 09740,04  1,08£0,02  1,10£0,02  1,12%£0,03  0,82£0,04  1,09+0,03  0,73+0,11  0,65£0,17  0,84%+0,17
CA 1,84£0,02  1,8940.28  1,90+0,04  1,86+0.04  1,56+0,08  1,82+0,08 1434024  123+025  139+0,25
CR 12,33% 12,66% 12,73% 12,46% 10.45% 12,19% 9.58% 8.24% 9.31%
Individuo hibrido 2 BC 1,20£0,04  1,18£0,04  1,1320,04  1,030,04  090£0,06  0,82:027  0,71£0,05  0,69+0,01  0,58+0,03
BL 1,36+0,14  12740,04  123£0,02  1,58%:0,04  1,03£0,02  1,15:0,04  097*%0,12  0,95+0,14  0,66+0,13
CA 2,654020  245+0,11  236£0,06  245¢020  193+0,06  1,97+020  1,6840,16  1,64+0,13  124+0,13
CR 14,15% 13,08% 12,60% 13,88% 10,30% 10,52% 10,04% 8,76% 6,62%

Cromossomos com satélite no brago longo.
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Figura 1. Idiogramas das espécies, acessos e individuos hibridos de Passiflora, 2n=18. Acessos de
P. cincinnata: A- C0701, B- J0812, C- F2220, D- A0425, E- T0336, F- B0549; G- P. edulis f.
flavicarpa, H- individuo 1, I- individuo 2. Barra= 10 um.
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Figura 2. Meiose em P. edulis f. flavicarpa x P. cincinnata. Individuo 1 (A, B, C);

individuo 2 (D, E, F, G, H). Diploteno (A e E); Diacinese (B, C, E, F); Metafase I (G ¢ H);
Metafase 11 (D).
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Y r >
Figura 3. Ilustracdes dos progenitores e individuos hibridos de Passiflora. A-C- P. edulis f. flavicarpa,
(D-F) acesso T0336, (G-I) individuo 1, (J-M) individuo 2. Setas indicam localizagdo das glandulas
nectariferas.
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4.2. Localizacao de bandas CMA e DAPI e sitios de DNAr 45S em hibrido interespecifico

de Passiflora edulis f. flavicarpa Deg. e P. cincinnata Mast.

Trabalho a ser enviado a revista Genetics and Molecular Biology.
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Localizacio de bandas CMA e DAPI e sitios de DNAr 45S em hibrido interespecifico de

Passiflora edulis f. flavicarpa Deg. e P. cincinnata Mast.

Maria do Socorro E. Coelho', Francisco Pinheiro de Aratjo®, Natoniel F. de Melo? & Leonardo P.
Felix'

'Laboratério de Citogenética Vegetal, Setor de Botanica, Departamento de Fitotecnia, Universidade
Federal da Paraiba, Areia-PB, Brasil. 2Embrapa Semi-Arido, Petrolina-PE.

Resumo

O presente trabalho objetivou caracterizar citogeneticamente P. edulis f. flavicarpa, dois
acessos de P. cincinnata e dois individuos hibridos provenientes deste cruzamento, visando
reconhecer as relagdes cariotipicas entre essas duas espécies e seu hibrido. Foram
caracterizados o padrao de bandas CMA e DAPI e distribuigdo dos sitios de DNAr 45S por
hibridizacdo in situ. As espécies progenitoras mostraram dois pares de sitios de DNAr 45S
que colocalizaram dois pares de bandas CMA"/DAPI". No individuo hibrido 1 os sitios de
DNAr 45S e as bandas CMA"/DAPI foram localizados nos pares cromossomicos IV e IX,
enquanto no individuo hibrido 2, os sitios ocorreram nos pares IV e VII. O individuo 1
apresentou heteromorfismo no tamanho dos sitios de DNAr 45S de um dos pares

Ccromossomicos.

Palavras chave: Passiflora, hibridagdo, heterocromatina, fluorocromos.

Abstract

The present work objectified to characterize cytogenetically P. edulis f. flavicarpa, two P.
cincinnata accessions and two hybrids individuals proceeding from this crossing, to recognize
the karyotypic relationships between these two species and their hybrid. Were characterized
the CMA and DAPI bands pattern and 45S rDNA sites distribution by in situ hybridization.
The ancestors species showed two pairs of 45S rDNA sites that colocalizes two pairs of bands
CMA'/DAPI. In the hybrid individual 1 45S rDNA sites and CMA"/DAPI" bands were

located on chromosomes IV and IX, while the hybrid individual 2, the sites occurred in pairs
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IV and VII. The individual 1 showed a heteromorphism in 45S rDNA sites size in a

chromosome pairs.

Key words: Passiflora, hybridization, heterochromatin, fluorochromes.

Introducio

O género Passiflora L. é constituido por cerca de 530 espécies de plantas
trepadeiras herbaceas ou lenhosas, raramente, arbustos, com gavinhas axilares (Ulmer e
MacDougal, 2004; Hansen et al, 2006). E considerado um género com expressiva
diversidade, destacando a importincia econdmica como frutiferas ou ornamentais
(Vanderplank, 1996).

Citologicamente, Melo e Guerra (2003) identificaram trés grupos cromossdémicos
de Passiflora, baseados na variagdo do nimero basico e na distribuicdo dos sitios de DNAr 5S
e 45S. As espécies P. edulis f. flavicarpa e P. cincinnata foram incluidas no grupo
cromossdmico trés, caracterizado por apresentar x = 9, um par de sitios de DNAr 5S e dois
pares de 45S. No citado trabalho, foram estudadas apenas uma populagdao de cada espécie o
que ndo permite identificar a ocorréncia de polimorfismos intraespecificos para estas espécies.
Estudos anteriores envolvendo um maior nimero de populacdes de Passiflora (Melo et al.
2001; Melo, 2002), assim como em outros géneros, como por exemplo, Callisia da familia
Commelinaceae (Ovalle, 2007), t€ém demonstrado que polimorfismos cromossomicos
intraespecificos ndo sdo raros. Esse tipo de informacgdo ¢ importante para se ter uma idéia da
variabilidade cromossOmica numérica e estrutural, contribuindo para o entendimento da
evolugdo cromossdmica, bem como, de genoétipos citologicamente relacionados e com
protocolos de utilizagdo em programas de melhoramento envolvendo hibridizagdes
interespecificas (Brasileiro-Vidal et al., 2005).

Frente a ampla variabilidade genética no género Passiflora, hibridos
interespecificos constituem uma op¢ao viavel para a obtengdo de resisténcia a doengas.
Todavia, diferencas carioldogicas podem levar a ocorréncia de esterilidade no hibrido,
limitando o seu emprego no melhoramento genético. Por esse lado, a compreensdo das bases
citologicas da esterilidade e genéticas dos sistemas de incompatibilidade nas espécies e

hibridos poderao auxiliar no melhoramento genético em Passiflora.
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A obteng¢do de hibridos de Passiflora tem sido relatada com sucesso, através da
utilizagdo de técnicas de hibridagdo sexuada e somatica (Ulmer e MacDougal, 2004). E
importante considerar que todos os hibridos obtidos sdo originados de progenitores com
2n=18, sempre envolvendo espécies de interesse agrondmico. Hibridos sexuais mostraram
compatibilidade interespecifica, ja que apresentaram alguma fertilidade na parte masculina ou
feminina, apesar de nao produzirem frutos (Melo, 2002). No entanto, a freqiiéncia de estudos
citogenéticos em hibridos interespecificos de Passiflora, tanto zigdticos ou somadticos ainda ¢é
baixa (Soares-Scott et al., 2005).

Neste sentido, o presente trabalho visou caracterizar citogeneticamente a espécie
P. edulis t. flavicarpa, dois acessos de P. cincinnata e dois individuos hibridos provenientes
do cruzamento entre essas espécies através do padrao de bandas CMA e DAPI e distribuigao
dos sitios de DNAr 45S por hibridizagdo in sifu, visando identificar as afinidades cariologicas

entre as espécies progenitoras e seu hibrido.

Material e Métodos

O material analisado foi proveniente da Colegdo de Base da Embrapa Semi-Arido
— CPATSA (Tabela 1), estando os dados da caracterizacao da variabilidade morfoagrondmica
dos acessos de P. cincinnata discriminados em Araujo (2007) e Araujo et al. (2008). Os
individuos hibridos sexuais (cruzamento interespecifico) P. cincinnata x P. edulis f.
flavicarpa, foram obtidos pelo Dr. Francisco Pinheiro de Aratjo, Embrapa Semi-Arido —
CPATSA, formados a partir do pdlen de progenitores masculinos de P. cincinnata. Nesse
caso, o individuo hibrido 1 ¢ proveniente do progenitor masculino 1 enquanto o individuo
hibrido 2 ¢ proveniente do progenitor masculino 2. As exsicatas encontram-se depositadas no
herbario TSAH desta Instituicdo (Tabela 1). As andlises citoldgicas foram realizadas no
Laboratério de Biotecnologia Vegetal da Embrapa Semi-Arido.

Para preparagdes citologicas, pontas de raizes foram pré-tratadas com 8-
hidroxiquinoleina 0,002 M, durante 24 hs a 8 °C, e fixados em Carnoy (etanol:acido acético,
3:1). O protocolo utilizado foi descrito por Guerra e Souza (2002) com pequenas
modificacdes. As raizes foram digeridas em solug¢do enzimatica (2% celulase - 20% pectinase)

por cerca de 3h a 37°C e esmagadas em uma gota de acido acético 45%. A coloragdo com os
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fluorocromos CMA e DAPI seguiu o protocolo descrito por Schweizer (1976), com
modificagdes propostas por Deumling & Greilhuber (1982).

A hibridizagdo in situ fluorescente seguiu o procedimento descrito por Pedrosa et
al. (2002), com algumas modificacdes. No DNAr 458S utilizou-se a sonda pTa71, oriunda de
trigo (Triticum aestivum L.). A sonda foi marcada com digoxigenina-11-dUTP por nick
translation e detectada com FITC (fluoresceina isotiocianato). A contracoloragdo das laminas
foi feita com DAPI a 2pg/ml e a montagem em Vectashield H-1000 (Vector). As imagens
foram capturadas com camera fotografica digital Canon com resolucdo de 4.0 megapixels
através do programa ZoomBrowser Ex acoplada a um microscépio de fluorescéncia Leica

DM 2000.

Resultados

Os numeros cromossdmicos € caracteristicas cariomorfologicas das espécies,
acessos ¢ hibrido estudados estdo descritos na Tabela 1. Tanto a espécie P. edulis f.
flavicarpa, os acessos de P. cincinnata J0812 e A0425, como os individuos hibridos
apresentaram nimero cromossomico 2n=18, cariotipos simétricos e nucleo interfasico do tipo
semi-reticulado (Figuras 1 e 2).

A coloragdo com os fluorocromos base-especificos CMA e DAPI mostrou quatro
bandas CMA/DAPI em P. edulis f. flavicarpa, distribuidas na posi¢ao terminal do brago
longo dos cromossomos VII e IX estando associadas a segmentos distendidos que
correspondiam as constricdes secundarias. Os acessos de P. cincinnata apresentaram padrao
de bandas similar, mostrando sempre quatro blocos CMA"/DAPI" localizados na regido
terminal do brago longo dos cromossomos IV e VI. Bandas DAPI" ndo foram observadas nas
espécies e/ou acessos analisados.

Os resultados obtidos na hibridizagao in situ utilizando o DNAr 45S revelaram
dois pares de sitios terminais nas espécies parentais. A espécie P. edulis f. flavicarpa
apresentou dois pares de sitios de DNAr 458, localizados no brago longo dos pares VII e IX
(Figuras 1A-B e 2A); enquanto que, nos acessos JO812 e A0425 de P. cincinnata, esses sinais
foram observados no brago longo dos pares IV e VI (Figuras 1C-F e 2B).

No individuo hibrido 1 foram observadas quatro bandas CMA/DAPI nos satélites

dos pares cromossdmicos IV e IX. Resultado similar foi observado na distribuicdo dos sitios
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de DNAr 45S evidenciado pela hibridizagdo in situ fluorescente. Quatro sinais foram
visualizados nas regides terminais dos bragos longos do pares cromossomicos IV e IX
(Figuras 1G-H e 2C). Contudo, foi observado que os blocos presentes no par IX apresentaram
um heteromorfismo relacionado ao tamanho do sinal entre os cromossomos homologos, os
quais foram caracterizados como IXA e IXB (Figura 2C). Concomitantemente, foi notada a
presenca de até oito sitios de DNAr 45S nos nucleos interfasicos deste individuo, sendo que
dois desses sitios mostraram-se bem menores em relacdo aos outros seis (Figura 1K).

Os resultados obtidos no individuo hibrido 2 mostraram quatro bandas
CMA/DAPI na posigdo terminal do brago longo dos pares IV e VII, as quais estavam co-
localizadas com os dois pares de sitios de DNAr 45S observados neste individuo (Figuras 11-J

e 2D).

Discussao

No presente trabalho, o padrdo de bandas CMA/DAPI" observado na espécie P.
edulis f. flavicarpa confirmaram os dados obtidos por Melo et al. (2001). Estes autores
verificaram, em oito espécies do género Passiflora, a presenga de dois a quatro e quatro a seis
blocos de heterocromatina CMA™ nas espécies com os numeros basicos x=6, x=10 ¢ x=9,
respectivamente, estando classificada neste ultimo grupo a espécie parental P. edulis f.
flavicarpa que apresentou dois pares de bandas CMA"™ na regido terminal dos pares
cromossomicos VII e IX.

Embora os acessos de P. cincinnata tenham apresentado diferencas no
comprimento médio dos cromossomos e no comprimento total do genoma (Coelho et al., em
preparacdo), constatou-se a presenga de um padrio de bandas CMA/DAPI" similar,
semelhante com o padrio obtido para as espécies do género Passiflora baseadas em x=9 (ver
Melo et al., 2001). Contudo, Passos (2007) evidenciou diferencas na distribuicao de bandas
entre as espécies P. mucronata Lam. (blocos DAPI, cinco bandas CMA"™ ¢ CMA") ¢ P.
galbana Mast (quatro bandas CMA").

Diferencas no padrao de bandas também tém sido observadas em outras espécies.
Miranda et al. (1997a), por exemplo, analisaram o padrdo de bandas CMA™ em espécies de
Citrus, Poncirus e Fortunella, encontrando um padrao de bandas semelhante entre as espécies

de Citrus e Poncirus. Ao analisarem o cariotipo de dois acessos de Fortunella, observaram
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uma grande divergéncia em relacdo aos outros dois géneros, mostrando alto percentual de
heterocromatina. Por sua vez, Pedrosa et al. (2000) evidenciaram igual distribuicao das
bandas CMA™ e sitios de DNAr 45S em cultivares de Citrus sinensis (L.) Osbeck., além de
localizarem os sitios de DNAr 5S.

A existéncia de dois pares de sitios de DNAr 45S nas espécies parentais
confirmaram os dados de Coelho et al. (em preparagdo) que constatou dois bivalentes mais
condensados associados ao nucléolo. Associadamente, a localizagao dos sitios de DNAr 45S
nas espécies parentais corrobora com os resultados obtidos por Melo e Guerra (2003) que
estudaram a distribui¢do dos sitios de DNAr 45S e 5S em 20 espécies de Passiflora,
confirmando o nUmero basico primario x=6 para o referido género. Estes autores
classificaram os nimeros cromossomicos x=9, 10 e 12 como niimeros basicos secundarios, de
origem tetraploide com disploidia e silenciamento génico de sitios de DNAr 58S redundantes.

Pode-se afirmar ainda que o numero e a posicdo dos sitios de DNAr 45S
detectados por hibridizagao in situ coincidem com as bandas CMA™ e constri¢gdes secundarias
observadas nos cariotipos de Passiflora, conforme os dados existentes na literatura.

No presente trabalho, as andlises realizadas permitiram observar estabilidade no
nimero cromossdmico em ambos os individuos hibridos, apresentando 2n=18 cromossomos.
Entretanto, em outras espécies, essa estabilidade numérica nao ¢ observada. Em trigo, por
exemplo, Brasileiro-Vidal et al. (2005) utilizando como sonda o DNA gendmico de
Thinopyrum ponticum, verificaram na caracterizagdo do genoma parental do anfidipléide
parcial Triticum aestivum x Th. Ponticum que os hibridos apresentaram nimero
cromossdmico instavel, variando entre 2n=42 a 2n=56. Os anfidipléides que continham os
menores nimeros cromossomicos nao mostravam nenhuma marcagao com a sonda. Contudo,
nos hibridos que apresentavam 2n=48 a 2n=56, foram observadas 14 marcagoes.

Por outro lado, a origem hibrida nos individuos hibridos foi verificada através das
caracteristicas citogenéticas e morfoldgicas intermedidrias, sendo que o individuo 2
apresentou caracteristicas mais similares ao parental P. edulis f. flavicarpa (Coelho et al., em
preparagdo). Do ponto de vista citogenético, esta origem hibrida ¢ suportada pelos resultados
observados com relagdo ao niimero cromossdmico, originarios de ambos parentais, mas
principalmente pela hibridizacao in situ fluorescente com sonda de DNAr 458S. O individuo 1
revelou os sitios de DNAr 45S e bandas CMA™ em pares cromossdmicos diferentes em

relacdo ao individuo 2. Nesse caso, foi possivel verificar a origem dos cromossomos contendo
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os sitios de DNAr 45S, onde na combinacdo de genomas, o par IV foi originado de P.
cincinnata ¢ o par IX de P. edulis f. flavicarpa. A presenca de oito sitios de DNAr 45S no
nucleo interfasico pode ser decorrente do comportamento das cromadtides, possivelmente
devido a uma separacao durante o seu arranjo interfasico, resultando em seis sitios maiores e
dois menores, estando esses ultimos relacionados ao cromossomo homodlogo IXB que
apresenta heteromorfismo no que tange ao tamanho do sitio de DNAr 45S.

No individuo hibrido 2, notou que as bandas CMA" e os sitios DNAr 45S do par
IV sdo comuns a P. cincinnata; enquanto que, o par VII ¢ similar ao observado em P. edulis f.
flavicarpa. Vale salientar que em ambos os individuos, os sitios de DNAr 45S coincidem com
as bandas CMA", assim como observado nas espécies parentais.

Soares-Scott et al. (2005) analisando parentais e hibridos de Passiflora,
verificaram dois sinais fluorescentes de DNAr 45S no hibrido P. edulis x P. incarnata e
quatro a seis sinais no hibrido P. edulis x P. setacea, verificando que algumas marcagdes dos
sitios de DNAr 45S envolveram apenas parte das constricdes secunddrias.

A técnica de hibridizagdo in situ gendmica (GISH), que utiliza o DNA gendmico
de espécies como sonda, tem sido bem aplicada em diversos estudos de investigacdo da
origem de hibridos interespecificos. A possibilidade de combinagdo genética ¢€
particularmente importante para o melhoramento genético, sobretudo porque as espécies
parentais e os proprios hibridos sdo potencialmente uteis na passicultura. Soares-Scott et al.
(2005) analisaram a constituicdo gendmica de um hibrido P. edulis x P. setacea através de
sondas gendmicas das espécies parentais, identificando cinco e nove cromossomos
decorrentes das espécies P. setacea e P. edulis, respectivamente, bem como, um lote de
cromossomos contendo sequéncias de ambas as espécies.

Virios exemplos sobre combina¢des gendmicas na formacgao de hibridos tém sido
demonstrados. Entre as espécies parentais milheto e capim-elefante, por exemplo, foi
verificada a homologia/homeologia entre sete cromossomos do genoma A pertencentes ao
milheto, bem como, sete cromossomos do genoma A’ do capim-elefante (Pantulu, 1967,
Gonzalez e Hanna, 1984; Dujardin e Hanna, 1985; Hanna e Dujardin, 1986; Techio et al.,
2005).

No caso de Passiflora, obtencdo de hibridos interespecificos € um processo de
grande valia para proporcionar ganhos agrondomicos a espécie comercial P. edulis e a espécie

silvestre P. cincinnata. No entanto, a aplicacdo das técnicas citogenéticas, como a
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hibridizacao in situ utilizando diferentes tipos de sonda, pode ser considerada de extrema
importancia na caracterizagdo das espécies parentais e hibridos resultantes de cruzamentos.
Nesse caso, a obtencdo de novos materiais genéticos com potencial para uso como porta-
enxerto ou para a introgressdo de genes de resisténcia ou tolerancia a estresses bioticos e
abioticos ¢ de importancia significativa no desenvolvimento de novos materiais para o Semi-

Arido brasileiro.
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Tabela 1. Espécies, acessos e hibrido de Passiflora analisados com os respectivos nimeros cromossdmicos, distribuigdo da heterocromatina, nimero de sitios de DNAr 45S e
par cromossomico, numero de herbario e procedéncia.

Espécie/acesso/hibrido Procedéncia Herbario/nimero 2n CMA;/DAPI Nimero de sitios de DNAr Par
458 cromossomico

P. cincinnata/acesso
JOg12 Juazeiro - BA TSAH, 2388 18 4 CMA'/DAPI 4 sitios IVe VI
A0425 Nova Olinda - CE TSAH, 2390 18 4 CMA'/DAPI 4 sitios VeVl
P. edulis Sims. f. flavicarpa Cultivada TSAH, 2384 18 4 CMA'/DAPI 4 sitios VileIX
Individuo hibrido 1 Cruzamento interespecifico TSAH, 2385 18 4 CMA'/DAPT 4 sitios IVelX
Individuo hibrido 2 Cruzamento interespecifico TSAH, 2386 18 4 CMA'/DAPI 4 sitios IV e VII

A04 ¢ JO8 correspondem as respectivas Unidades Geoambientais de caracterizacdo do zoneamento agroecoldgico do Nordeste onde os acessos foram coletados (Aragjo et al.,
2008; Aratijo, 2007).
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Figura 1. DNAr 45S em espécies e individuos hibridos de Passiflora. Sobreposicao de células e
sitios de DNAr 458 de P. edulis f. flavicarpa (A e B), sobreposigao de células e sitios de DNAr
45S no acesso A0425 (C e D) e no acesso JO812 (E e F), sobreposicdo de células, sitios de
DNAr 458 e nucleo interfasico no individuo 1 (G, H e K) e no individuo 2 (I, J e L). Barra = 10
um.
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interespecifico.
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Figura 2. Idiogramas das espécies e individuos hibridos de Passiflora. A- P. edulis f.
flavicarpa, B- acesso J0812 de P. cincinnata, C- individuo 1, D- individuo 2. Barra em C
mostrando o par heteromorfico para tamanho do sitio de DNAr 45S.
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