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RESUMO

GERONIMO, Ingrid Gaspar da Costa; M.Sc.; Universidade Estadual Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, fevereiro, 2014; Caracterizacdo de espécies silvestres
de passiflora via analise meiética e conteudo 2C de DNA. Orientadora: Telma Nair
Santana Pereira; Conselheiros: Alexandre Pio Viana e Messias Gonzaga Pereira.

O presente trabalho teve como objetivo gerar conhecimentos basicos sobre
espécies da familia Passifloracea, via andlise meidtica e determinacdo do
conteudo de DNA. A dissertacdo esta composta por dois estudos. O primeiro
estudo descreve a meiose de duas novas espécies, P. miniata e P. cristalina,
ambas nativas da regido da Amazo6nia Meridional; o segundo estudo determinou o
tamanho do genoma, via citometria de fluxo, das espécies P. coccinea, P. miniata,
P. morifolia, P. pentagona e P. setacea. Para o primeiro estudo, o material
genético foi coletado em mata nativa, no municipio de Alta Floresta — MT e, para o
segundo, foram utilizadas espécies conservadas na colecao de germoplasma da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro. Para a avaliacédo
meidtica das duas novas espécies, botbes florais em diferentes estadios de
desenvolvimento foram coletados em bulk, fixados em solugdo 3:1(etanol:acido
acético), por 24 horas, a 4°C e conservados em etanol 70%, em freezer. As
laminas para a andlise da meiose e para determinacdo do indice meiotico foram
preparadas, utilizando-se duas anteras/lamina, e as anteras foram maceradas em
uma gota de carmim acético 2%. Os debris foram retirados e as laminas, seladas,

foram observadas em microscopio Optico. Foi observado o maior numero de fases
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da meiose e possiveis anormalidades, bem como estimados os indices de
recombinacao e os indices meidticos para cada espécie. No estudo da viabilidade
polinica, foi utilizada uma antera/lamina, sendo as anteras maceradas em solucao
tripla de Alexander. Foram preparadas cinco laminas por espécie e contabilizados
200 gréos de polen/lamina. As espécies P. cristalina e P. miniata apresentaram
namero basico de cromossomos igual a nove (x=9), indicando que as mesmas
sao diploides (2n=2x=18 cromossomos). Algumas irregularidades meioticas foram
observadas, como cromossomos retardatarios e anormalidades na fibra do fuso.
A frequéncia das anormalidades variou entre espécies, sendo que P. miniata teve
44,5% de anormalidades, enquanto P. cristalina teve 49,64%, entretanto essas
anormalidades ndo afetaram a formacéo dos produtos pds-meibéticos, sendo que o
indice meiotico foi de 90,6% para P. cristalina e 91,6% para P. miniata. A
viabilidade polinica foi de 98,9% para P. miniata e de 82.2% para P. cristalina, o
que pode ser considerado bons indices de fertilidade. O indice de recombinacao
foi de 21,6 para P. cristalina e 18,76 para P. miniata. Os valores obtidos para
indice de recombinacédo, indice meibtico e viabilidade polinica foram analisados
através do Teste F (0=0,05), demonstrando haver diferengas significativas a 5%
para o indice de recombinacao e viabilidade polinica. No estudo do contetudo 2C
de DNA, via citometria de fluxo nuclear, foram utilizadas cinco espécies (P.
coccinea, P. miniata, P. morifolia, P. pentagona e P. setacea) e analisada a
variacdo do tamanho do genoma nuclear. Para isso, foram utilizados,
aproximadamente, 0,5cm? de tecido foliar de cada espécie de passiflora, que
foram macerados em placas de Petri e 500uL de solucdo de extracdo (Partec),
concomitantemente ao padrdo interno, a espécie Zea mays. Para cada espécie,
foram analisadas cinco amostras. A solucao foi filtrada em filtro de 50um, e os
ndcleos extraidos foram corados com iodeto de propideo, por 30 minutos, a 4°C.
As amostras foram analisadas em citobmetro de fluxo Partec PAIl, os quais
geraram histogramas para cada espécie. As médias dos tamanhos de genoma
nuclear obtidos foram submetidas a andlise de variancia e, posteriormente, foi
aplicado o teste de Tukey (a=0,05) para a comparagao das médias. O conteudo
2C de DNA variou de 2,69 pg (P. setacea) a 3,87pg (P. pentagona), o que gerou
uma diferenca no tamanho do genoma de 43,88%. Pelo teste de Tukey, P.
pentagona (3,87pg) teve a maior média do conteudo 2C de DNA, seguida pelas

espécies, P. coccinea (3,32pg), P. miniata (3,16pg), P. morifolia (2,77pg), e P.
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setacea (2,69pg). Baseando-se nos resultados, pode-se concluir que essas duas
novas espécies de Passiflora apresentam 18 cromossomos e que ha variagdo no

tamanho do genoma entre as espécies estudadas.



ABSTRACT

GERONIMO, Ingrid Gaspar da Costa; M.Sc.; Universidade Estadual Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, February, 2014; Characterization of wild species of
Passiflora via meiotic analysis and 2C DNA content. Advisor: Telma Nair Santana
Pereira,Committee members: Alexandre Pio Viana and Messias Gonzaga Pereira.

The present work aimed to generate basic knowledge about species of
Passifloraceae family by meiotic analysis and determination of 2C DNA content.
The dissertation is composed by two studies. The first one describes the meiosis
of two new species P. miniata e P. cristalina, both are native of Southern Amazon.
The second one has determined the genome size of P. coccinea, P. miniata, P.
morifolia, P. pentagona and P. setacea via flow cytometry. For the first study, the
genetic material was collected at a native forest of Alta Floresta — MT; for the
second study, species were conserved at the germplasm collection of
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro. In order to proceed the
meiotic evaluation of the two new species, buds in different developmental stages
were collected in bulk, fixed by a 3:1 solution (ethanol:acetic acid) for 24 hours at
4°C and conserved in ethanol 70% in freezer. The slides used during the analysis
of meiosis and determination of meiotic index were prepared using two
anthers/slide and the anthers were macerated under a drop of 2% acetic carmine.
The debris was removed and the slides were sealed and observed in optical
microscope. A greater number of meiotic phases and possible abnormalities were

observed for each species as well as the recombination indices and the meiotic
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indices were estimated. The anthers were macerated under triple solution of
Alexander and one anther/slide was used during the study of pollen viability. Five
slides were prepared for each species and 200 grains of pollen/slide were
accounted. The species P. cristalina and P. miniata presented a basic number of
chromosomes equivalent to nine (x = 9) indicating that they are diploid (2n=2x=18
chromosomes). Some meiotic irregularities were observed, such as laggard
chromosomes and abnormalities in fuse fiber. The frequency of abnormalities
varied between species, P. miniata presented 44.5% of abnormalities while P.
cristalina presented 49.64%. However, such abnormalities did not affect the
formation of post-meiotic products. The meiotic index was equivalent to 90.6% for
P. cristalina and 91.6% for P. miniata. The pollen viability was equivalent to 98.9%
for P. miniata and 82.2% for P. cristalina, which may be considered as good
indices of fertility. The index of recombination was equivalent to 21.6 for P.
cristalina and 18.76 for P. miniata. The values obtained for the recombination
index, the meiotic index and the pollen viability were analyzed by F Test (a=0.05),
showing significance for recombination index and pollen viability. In the study of
2C DNA content by flow cytometry, five species were used in order to study the
genome size via 2C nuclear DNA content (P. coccinea, P. miniata, P. morifolia, P.
pentagona and P. setacea) and the variation of genome size was analyzed. Thus,
it was used about 0.5cm? of leaf tissue of each species of Passifloran that were
macerated in Petri dishes under 500 pL of extraction solution (Partec) and the
internal standard, the species Zea mays L. Each species was analyzed in five
samples. The solution was filtered over a 50 um filter and the extracted nuclei
were stained with propidium iodide during 30 minutes at 4°C. The samples were
analyzed in flow cytometry Partec PAIll, which generated histograms for each
species. The mean values of nuclear genome size were undergone to analysis of
variance and after that, the Tukey test (0=0.05) was applied in order to compare
such mean values. The 2C DNA content varied from 2.69 pg (P. setacea) to
3.87pg (P. pentagona), which generated a difference in genome size of 43.88%.
According to Tukey Test, P. pentagona (3.87pg) presented the highest average
2C DNA content and was followed by P. coccinea (3.32pg), P. miniata (3.16pg), P.
morifolia (2.77pg) and P. setacea (2.69pg). Based on the results, it is possible to
conclude that this two new species of Passiflora showed 18 cromossomes and

there is variation in genome size among the species under study.
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1. INTRODUCAO

A familia Passifloraceae contém 18 géneros, sendo o género Passiflora o
mais rico dentro da familia, compreendendo entre 521 a 537 espécies (Feuillet e
MacDougal, 2003; Vanderplank, 2007). As espécies desse género estdo
distribuidas em quatro subgéneros: Astrophea, Deidamioides, Decaloba e
Passiflora (Feuillet e MacDougal, 2003). Novas espécies pertencentes a esse
género, ainda, vém sendo descritas (MacDougal, 2001), e cerca de 90% delas
sdo nativas das Américas (Lopes, 1991). Ferreira (1994) relata a existéncia de
mais de 200 espécies nativas brasileiras, o que deixa o pais em uma posi¢ao
privilegiada em relacdo aos recursos genéticos de maracujazeiros.

Espécies silvestres tém atraido a atencdo dos melhoristas devido ao
potencial genético, por apresentarem genes de resisténcia a doencas ou pragas e
caracteristicas agrondmicas de interesse (Meletti et al., 2005). Apesar disso, nem
sempre, a hibridacdo com as espécies cultivadas é possivel, por isso algumas
delas séo subutilizadas (Hajjar e Hodgkin, 2007).

Segundo Nass et al. (2001), apesar do potencial como repositor de genes,
as espécies silvestres relacionadas as espécies cultivadas sao utilizadas como
altimo recurso devido a falta de informacgfes basicas uteis ao melhoramento. De
acordo com McCouch et al. (2013), espécies silvestres e racas locais de
diferentes espécies vegetais estdo conservadas em mais de 1.700 bancos de

germoplasma, porém ha pouca informagdo genética para esse tipo de



germoplasma, o que faz com que os melhoristas ou nao utilizem, ou utilizem
pouco esse tipo de germoplasma nos programas de melhoramento.

Estudos basicos de uma espécie, como numero de cromossomos, nivel de
ploidia, normalidade da meiose, tamanho do genoma, dentre outros, Sao
importantes para as mais diferentes areas de conhecimento (Singh, 2002). O
conhecimento do curso da meiose de um organismo vai informar se essa espécie
produz gametas viaveis, capazes de gerar uma progénie.

A meiose € que reduz a metade o nimero cromossémico de um individuo
ou organismo. O curso normal da meiose garante a viabilidade do gameta, porém
esse evento é controlado por varios genes e, assim, podem ocorrer mutacdes
devido a presenca de genes mutantes (Pagliarini, 2000). Desse modo, o resultado
sdo produtos pds-meibticos anormais e, como consequéncia, a infertilidade da
planta (Pagliarini, 2000). Além disso, estudos meiéticos sdo importantes, pois
explicam fendmenos reprodutivos, mecanismos de hereditariedade e de
variabilidade genética nas espécies, afinal, a meiose é uma das fontes de
variabilidade genética utilizada pelos organismos para a adaptacdo ao meio
ambiente e, em consequéncia, para a perpetuacdo através da descendéncia
(Caetano et al., 2003).

Outro estudo importante para uma espécie é a determinacdo do tamanho
do seu genoma. Essa informacdo pode ser utilizada tanto no melhoramento,
quanto em estudos evolutivos, biologia celular e sistemética e taxonomia.
Também fornece informacdes que podem ser utilizadas em associacdo a
trabalhos de sequenciamento e marcadores moleculares (Dolezel e Barto§, 2005).
De acordo com Schifino-Wittmann (2001), a determinacdo do tamanho do
genoma pode, até, substituir a contagem dos cromossomos quando se trabalha
com um numero muito grande de individuos, como, por exemplo, caracterizacéo
citologica de bancos de germoplasma. O conhecimento do nivel de ploidia é
importante para trabalhos onde séo utilizados cruzamentos entre as espécies
(Schifino-Wittmann, 2001).

Ha varias metodologias de determinacdo do tamanho do genoma, e uma
delas € a determinacdao via citometria de fluxo, que pode ser utilizada na pesquisa
em plantas, para a determinagédo do conteddo de DNA nuclear, nivel de ploidia,
para a analise de ciclo celular, identificacdo de cromossomos especificos,

organizacdo do genoma no nucleo, e para a determinacdo do sexo em plantas



(Dolezel e Gohde, 1995). No melhoramento, é uma importante ferramenta para a
determinacdo do tamanho do genoma correlacionado com as caracteristicas de
interesse (Dolezel, 1997).

Assim, tanto o conhecimento da estabilidade da meiose como o do
tamanho do genoma sao importantes, pois poderdo ser utlizados pelos
melhoristas, considerando que as espécies, aqui estudadas, sdo silvestres e,
portanto, repositérios de genes que poderdo ser Uteis para melhorar a forma

cultivada.



2. OBJETIVOS

2.1. Avaliar o comportamento meiotico das espécies, dando énfase as possiveis
irregularidades meidticas, e estimar o indice de recombinacéo, indice meiético e a

viabilidade polinica de Passiflora miniata e Passiflora cristalina;

2.2. Estimar o conteudo de DNA das espécies Passiflora coccinea, Passiflora

morifolia, Passiflora setacea, Passiflora miniata e Passiflora pentagona.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. O género Passiflora

O género Passiflora é o mais rico e o mais importante da familia
Passifloraceae. O numero de espécies que o compde varia entre 521 (Feuillet e
MacDougal, 2003) a 537 espécies (Vanderplank, 2007).

O género é formado por trepadeiras herbaceas ou arbustivas e, em alguns
casos, eretas. Possuem caule cilindrico ou quadrangular, ramificado, anguloso,
suberificado, glabro ou piloso (Vanderplank, 2000). Possuem folhas de tamanho e
formas variadas, alternadas, simples ou compostas, inteiras ou lobadas,
frequentemente, com nectarios no peciolo, na lamina da folha ou nas estipulas
(Feuillet e MacDougal, 2007). As gavinhas sdo, geralmente, solitarias e se
desenvolvem nas axilas das folhas, porém sdo ausentes em espécies lenhosas
(Cunha et al., 2002).

As flores sdo hermafroditas e possuem grande variagéo de formas e cores,
variando de branco a vermelho intenso. Possuem simetria radial com o calice
tubuloso herbaceo ou subcarnoso, com cinco sépalas. A corola possui cinco
pétalas membranaceas, alternadas as sépalas. A corona, geralmente, € colorida,
fator que atrai polinizadores, e esta, junto com o androginoforo, sdo soldados e
elevados, o0 que caracteriza a familia Passifloraceae (Vanderplank, 2000; Ulmer e
MacDougal, 2004).



Os frutos podem ser bagas indeiscentes ou capsulas deiscentes de forma
globosa ou ovoide. Geralmente possuem coloracdo amarela, porém existem
frutos com coloracdo vermelha ou roxa (Vanderplank, 2000; Ulmer e MacDougal,
2004). A casca €é de texturas coriacea, quebradica e lisa, as quais protegem as
sementes, que sdo envolvidas em arilo mucilaginoso (Bernacci et al., 2008; Nunes
e Queiroz, 2006).

As espécies que compdem o0 género Passiflora estdo distribuidas em
quatro subgéneros: Astrophea, Deidamioides, Decaloba e Passiflora (Feuillet e
MacDougal, 2003).

O subgénero Astrophea € dividido em seis sec¢fes (Killip, 1938). Esse
subgénero é composto por lianas ou arbustos com pequenas estipulas deciduas
(Feuillet, 2002). E encontrado, principalmente, nas areas tropicais da América do
Sul (Escobar, 1994). Apresenta dois nectarios peciolares. Os pedunculos
apresentam de 1 a 5 flores coloridas, variando de rosa, vermelho até alaranjado
(MacDougal e Feuillet, 2004). Sdo espécies pertencentes a esse subgénero P.
pittieri e P. ticaL.

O subgénero Deidamioides é subdividido em cinco secdes (Ulmer e
MacDougal, 2004). Possui distribuicdo na América do Sul e Central, sendo as
regides o centro de diversidade do género, incluindo as espécies com
caracteristicas ancestrais de Deidamioides (Ulmer e MacDougal, 2004); entre
elas, as flores se originarem, diretamente, de gavinhas.

O subgénero Decaloba agrupa espécies que estdo divididas em oito
secdes. Vinte e uma espécies desse subgénero sédo nativas do Brasil (MacDougal
e Feuillet, 2004). Sao representantes desse subgénero as espécies P. misera e P.
capsularis. A maioria das espécies possui pequeno porte e habito escandente,
com flores pequenas e, geralmente, brancas ou esverdeadas. Algumas espécies
desse subgénero sdo autocompativeis (Ulmer e MacDougal, 2004).

O subgénero Passiflora € o0 mais representativo, com distribuicao
pantropical, sendo o Brasil e a Colébmbia os paises com maior nimero de
espécies (Cervi, 1997). E caracterizado por trepadeiras herbaceas, com flores
grandes e coloridas, filamentos da corona com duas a varias séries. Possui
gavinhas axilares, nectarios extraflorais no peciolo (Ulmer e MacDougal, 2004;
Nunes e Queiroz, 2007). Nesse subgénero, estdo reunidas as espécies

conhecidas como maracujas, e € o mais importante da familia por conter espécies



com alto valor econémico e por ser o género com maior numero de espécies,
como a P. setacea e a forma comercial P. edulis (Milward-de-Azevedo e
Baumgratz, 2004).

Quanto a origem e dispersao das espécies, Muschner et al. (2012), em um
trabalho sobre filogenia, biogeografia e tempo de divergéncia na familia
Passifloraceae, concluiram que a familia parece ter seguido 0 mesmo cenario
biogeografico proposto para varias espécies vegetais, originando-se na Africa.
Através de pontes de terra, dispersou da Africa para a Europa e Asia até chegar
ao Novo Mundo, o Continente Americano. Os autores também concluiram que os

ancestrais do subgénero Passiflora chegaram a América Central e, entéo,

diversificaram-se rapidamente, via muitos eventos de disperséo a longa distancia.

3.2. Uso e Importéancia das Passifloras

As passifloras tém uso diversificado na agricultura e na horticultura, sendo
que, dessas espécies, muitas sdo utilizadas para fins alimentares, medicinais e
ornamentais (Souza e Meletti, 1997).

No uso medicinal, sdo utilizadas as folhas, flores, raizes e frutos para o
combate a verminoses, a tumores gastricos e a estresse (Costa e Tupinamba,
2005). A maioria dos farmacos modernos é de origem na utilizacdo popular (Gilani
e Rahman, 2005). Sakalem et al. (2012) apontam as espécies P. coccinea, P.
vitifolia, P. incarnata, P. bahiense e P. sidifolia como medicinais.

O potencial ornamental das passifloras ndo € muito explorado no Brasil,
porém, em outros paises do Hemisfério Norte, foram registrados mais de 400
hibridos com fins ornamentais (Peixoto, 2005). As flores de passiflora sao
fascinantes devido a sua coloracéo forte e brilhante ou suave e marcante. Isso faz
com que sejam consideradas exodticas e complexas. Outra caracteristica
importante a ornamentacdo € a ampla variedade de formatos de folhas (Cruz et
al., 2008). Muitas espécies possuem seu valor comercial baseado nas folhagens
(Souza et al., 2003a).

Como potencial agronémico, as passifloras sdo muito importantes, pois,
nesse género, esta a forma cultivada, maracujazeiro azedo (P. edulis), que tem
grande aceitagdo no mercado e possui utilizacdo diversificada (d’Eeckenbrugge,
2003).



O Brasil é o lider na producéo da fruta do maracujazeiro azedo, com uma
area plantada de 62.019 ha, sendo a regido do Nordeste a que mais produz, com
72,59% da producéo do pais, seguida pelas regides Sudeste, Norte, Centro-Oeste
e Sul (IBGE, 2012). O pais se destaca devido as condi¢des ideais de cultivo, uma
vez que 0 maracujazeiro necessita de condigOes tropicais e subtropicais para se
desenvolver, como a alta umidade relativa do ar e a alta luminosidade (Costa,
2008).

O cultivo do maracuja é, também, destinado a fins alimenticios, podendo
ser utilizado como fruta fresca ou industrializada (Meletti, 2011). As espécies que
sdo mais cultivadas sdo P. edulis (maracuja-azedo), ocupando 90% da area
plantada, e P. alata (maracuja-doce) (Meletti et al., 2005). Espécies como P.
quadrangularis L., P. nitida HBK, P. caerulea, P. laurifolia, P. cincinnata e P.
setacea também sdo cultivadas, porém em, apenas, algumas regides do pais
(Meletti et al., 2005).

A cultivar BRS Pérola do Cerrado é uma cultivar de maracujazeiro silvestre,
obtida pela Embrapa Cerrado através do processo de selecdo massal de uma
populacdo de acessos de P. setacea de diferentes origens. Com essa selecéo,
visou-se ao aumento de produtividade e ao aumento do fruto, além de resisténcia
as principais doencas. E um produto com quadrupla aptiddo: para o consumo in
natura;, para o processamento industrial; suas flores brancas e sua densa
ramificacdo demonstram um potencial para ornamentacdo de grandes areas e por
ser vigoroso e resistente a doencas e a pragas. Também € um material produtivo

e com qualidade fisico-quimica e funcional da polpa (EMBRAPA, 2013).

3.3. Melhoramento do Maracujazeiro

O cultivo comercial do maracujazeiro é recente, e o campo de pesquisa,
ainda, € amplo e promissor. Apesar disso, é possivel utilizar varios métodos de
melhoramento em maracujazeiro. A selecdo massal vem sendo amplamente
utilizada devido a técnica ser simples e eficiente para caracteres qualitativos.
Testes com selecdo entre e dentro de familias, indice de selecdo e selecao
combinada indicam que esses métodos também podem ser utilizados em
programas de melhoramento de maracujazeiros com notaveis ganhos genéticos

(Nunes, 2008). Também sdo possiveis de se utilizar, no melhoramento de



maracujazeiro, a introducdo de plantas e a selecdo com teste de progénie
(Bruckner et al., 2005).

Outro método que pode ser utilizado € a selecéo recorrente. Ela pode ser
utilizada com o objetivo de aumentar os alelos favoraveis na populacao,
mantendo a variabilidade genética (Hallauer, 1971). Reis et al. (2011) utilizaram
dois ciclos de selegao recorrente em maracujazeiro amarelo, com o objetivo de
estimar a variabilidade genética e avaliar o impacto dessas selecfes nas
progénies, através da alteracdo nas frequéncias alélicas, o que pode ser
detectado através da utilizacdo de marcadores moleculares.

O melhoramento de passifloras também esta relacionado a parte da planta
a ser melhorada, como o fruto, a flor, ou a folha e com a regido em que é
cultivada (Meletti et al., 2003). As folhas e frutos possuem importancia medicinal,
onde o enfoque do melhoramento é voltado para a producéo de folhas maiores e
com maiores concentracdes de passiflorina para o uso na industria farmacéutica
(Meletti, 2011). J& com as flores, devido a beleza e as cores (Abreu et al., 2009),
sdo realizados cruzamentos interespecificos com a finalidade de se obterem
flores com formatos e cores peculiares para a sua utilizagdo no mercado
ornamental (Santos et al., 2011).

No Brasil, 0 melhoramento do maracujazeiro € voltado para o fruto, visando
ao seu consumo; assim, as caracteristicas a serem melhoradas sédo o aumento na
produtividade, a qualidade do fruto e a resisténcia a doencas (Viana e Gongalves,
2005). O melhoramento para a qualidade do fruto deve ser direcionado para o
mercado in natura ou para a industrializacdo (Bruckner et al., 2002). Para o
mercado in natura, visando a sua comercializacdo, o fruto deve ser grande,
resistente ao transporte e ao armazenamento. Para a industrializacdo, é
importante que haja maior rendimento do suco, com maior teor de acidez e alto
teor de solidos soluveis (Bruckner et al., 2002; Meletti et al., 2003).

Viana et al. (2003) avaliaram a diversidade genética de 21 gendtipos,
utilizando marcadores RAPD. Neste trabalho, foi estimada a diversidade genética
entre as espécies cultivadas, o maracujazeiro amarelo (P. edulis f. flavicarpa), e
espécies silvestres onde, com base na variabilidade entre os genotipos, 0s
autores recomendaram o seu uso em programas de hibridacdo, visando a
resisténcia a doencas. Observou-se, também, que as espécies cultivadas, o

a

maracuja amarelo e o roxo, foram agrupadas separadamente, o que sugere
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existéncia de diversidade genética entre elas, contrariando a hipétese de que o
maracujd amarelo seria uma mutacdo do maracujd roxo ou um hibrido
interespecifico natural.

Objetivando o melhoramento populacional do maracujazeiro amarelo,
Morais (2009) utilizou a sele¢do recorrente e, ap0s a andlise de variancia de 140
progénies de irmdos completos, observou que havia variabilidade genética a ser
explorada nos préximos ciclos, indicando sucesso com a selecdo. Foi possivel
selecionar 40 progénies superiores para serem, entdo, recombinadas com a
consequente formacao de uma nova populacdo melhorada.

Silva et al. (2012) estimaram parametros genéticos associados a onze
caracteristicas agrondmicas de uma populacdo de maracujazeiro amarelo sob
selecéo recorrente. As caracteristicas avaliadas foram o nimero de dias para o
florescimento, o peso médio dos frutos, o comprimento médio dos frutos, a largura
média dos frutos, a espessura média de casca, o teor de solidos sollveis totais, a
coloracdo da polpa, a média percentual de polpa, o niumero total de frutos, a
producdo total e o peso médio de frutos. Com esses parametros, 0s autores
encontraram a existéncia de variabilidade genética disponivel na populacgéo.
Dessa, ha possibilidade de selecdo de progénies superiores de maracujazeiro
amarelo.

Santos (2013), com o objetivo de obter hibridos resistentes a doenca do
endurecimento dos frutos, Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV), e que
apresentem caracteristicas agrondmicas desejaveis, realizou hibridacédo
interespecifica entre P. edulis e P. setacea, sendo sete gendtipos de P. edulis e
dois genotipos de P. setacea. A hibridagdo foi bem sucedida nas duas direcdes
dos cruzamentos, comprovando que ha compatibilidade genética entre as
espécies. Dos cruzamentos, foram obtidas nove progénies com alto percentual de
plantas hibridas normais e produtivas, sendo, assim, possivel a continuacédo de
trabalhos visando a resisténcia ao CABMV. Vinte e seis hibridos interespecificos
foram considerados resistentes ao CABMV através de PTA-ELISA.

Ferreira (2013), dando continuidade ao programa de melhoramento de
maracujazeiro amarelo, conduziu o terceiro ciclo de selecdo recorrente
intrapopulacional, visando a recomendar uma variedade adaptada as condi¢des
da regido Norte do Estado do Rio de Janeiro. No estudo das progénies de irmaos

completos, observou-se variabilidade genética entre as 81 progénies de
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maracujazeiro amarelo, sendo a caracteristica largura média de frutos a que mais

contribuiu para a diversidade genética.

3.3.1. Espécies Silvestres e sua Utilizacéo

O Brasil é centro de diversidade das passifloras, possuindo ampla
variabilidade genética (Ganga et al., 2004), e, entre as espécies silvestres
encontradas no pais, algumas possuem caracteristicas de interesse que podem
ser introduzidas nas espécies comerciais, via melhoramento (Junqueira et al.,
2007). As doencas e pragas que acometem a cultura do maracujazeiro Sao 0s
fatores que mais ameacam a producdo (Junqueira et al., 2005), e, devido a
grande importancia dessa cultura para o Pais, algumas instituicbes, como a
Embrapa Mandioca e Fruticultura, o Instituto Agronémico do Parana (lapar), a
Universidade Estadual Paulista  (Unesp) — Campus de Jaboticabal e a
Universidade Estadual Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), mantém colecfes
do germoplasma, que podem ser mantidas em campo, em casas de vegetacao,
ou colegdes armazenadas via sementes, mantidas em camara fria (Ferreira,
2005).

Caracteristicas como longevidade, adaptacdo a condicbes adversas do
clima, maiores periodos de florescimento, maiores concentracdes de
componentes quimicos de interesse para a industria farmacéutica e cosmética e a
resisténcia a doencas sdo de interesse para o melhoramento da variedade
cultivada (Junqueira et al., 2006). Gendétipos resistentes a doencas podem ser
identificados com a utilizacdo de marcadores moleculares e com a utilizacdo de
sequéncias conservadas presentes na maioria dos genes de resisténcia (Leister
et al., 1996). As espécies P. caerulea, P. nitida, P. laurifolia, P. suberosa, P. alata,
P. coccinea, P. giberti e P. setacea sdo conhecidas por sua resisténcia a doenca
(Fischer, 2003; Meletti e Bruckner, 2001). Paula et al. (2010), utilizando
marcadores moleculares analogos a genes de resisténcia (RGA - Disease
Resistance Gene Analogs), avaliaram espécies de passifloras silvestres, e foi
encontrada uma ampla variedade de marcadores RGA. Essa variabilidade
possibilita estabelecer niveis de similaridade genética entre os acessos e, além
disso, identificar sequéncias relacionadas a genes de resisténcia a doengas em

plantas, que podem ser utilizadas em futuros cruzamentos.
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Assim, uma das linhas de melhoramento do maracujazeiro amarelo é o que
visa a obtencdo de hibridos interespecificos, utilizando-se, como um dos
genitores, uma espécie silvestre. E um processo que proporciona ganhos
agrondmicos, além de possibilitar a obtencdo de novos materiais genéticos com
potencial para o uso, como porta-enxertos, e, também, com potencial para o
mercado ornamental (Junqueira et al.,, 2007). Essa diversidade oferece um
potencial a ser explorado, o que torna o campo de pesquisa promissor em relacao
ao melhoramento de plantas. Entretanto, para tal uso, é necessario que se
tenham conhecimentos bésicos sobre as espécies em questdo, como 0 numero

de cromossomos, ploidia e curso da meiose.

3.4. Citogenética

Os estudos citogenéticos podem trazer informacdes valiosas acerca das
relacdes filogenéticas e evolutivas entre grupos de plantas (Raven, 1975). Estes
altimos utilizam, como base, a contagem do numero de cromossomos, a
morfologia dos cromossomos mitoticos e meidticos, o comportamento dos
cromossomos meioticos (Bertdo, 1993; Shi et al., 1996). Essas contribuicbes sdo
indispensaveis, uma vez que aumentam a eficiéncia de estratégias de
conservacao e auxiliam no melhoramento da espécie (Coelho, 2009).

Em passiflora, ha poucos estudos citogenéticos, considerando o tamanho
do género, e esses estudos se limitam a determinagcédo do nimero cromossémico
(Souza et al., 2008). A anélise do comportamento meibtico, a viabilidade polinica,
0 estabelecimento de cari6tipos e o contetdo de DNA nuclear sdo ferramentas
importantes para o melhoramento, uma vez que o conhecimento desses dados
favorece o planejamento de hibridacdes interespecificas (Souza et al., 2008).

MacDougal e Feuillet (2004) definiram os subgéneros com o0s seguintes
nameros bésicos de cromossomos: Decaloba x=n=6, Deidamioides x=n=12,
Astrophea x=n=12 e Passiflora x=n=9. O menor numero basico cromossémico é
X=6, 0 que sugere uma possivel poliploidizacdo durante a evolu¢cdo do género,
dando origem a espécies com numeros cromossOmicos diferentes, como, por
exemplo, P. suberosa 2n=36 e P. lutea 2n=84 (Amorim, 2009).

Devido a diferentes relatos a respeito do cariotipo de P. edulis f. flavicarpa,

Praca-Fontes et al. (2011) realizaram a montagem do cariograma, onde
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observaram 18 cromossomos com 2n = 6ll M + 3II SM. A coloragdo com o
fluorocromo laranja de acridina revelou quatro regides de fluorescéncia, sendo
associadas aos cromossomos 7 e 8.

Melo e Guerra (2003) dividiram as espécies, citologicamente, em quatro
grupos, com base em seu namero cromossémico associado aos sitos 5S e 45S
encontrados em 20 espécies desses quatro grupos estudados. O trabalho
objetivou entender como foi a evolugdo cariotipica de Passiflora com a utilizacdo
da técnica de FISH (Fluorescent in situ Hybridization). De forma geral, os autores
puderam concluir que, de acordo com o numero de sitios 5S e 45S e a sua
localizacdo, os ancestrais de Passiflora continham o numero cromossémico
basico de n=x=6.

O estudo do caridtipo tem sido importante para pesquisas de
caracterizacdo citogenética ou para deteccdo de hibridos em programas de
melhoramento. Outra importancia dos estudos cariotipicos € para o entendimento
da evolucdo dos caribtipos de espécies cujos cromossomos sofreram alteracfes
estruturais, como inversdes ou translocagdes (Guerra et al., 1997).

Meletti et al. (2003) analisaram diferentes populacdes de P. alata Curtis e
as caracterizaram citogeneticamente. Foram observados 2n=18 cromossomos, e
a férmula cariotipica foi 2n = 71l M + 2Il SM, sendo considerado um cariétipo
simétrico. Também nao foram encontradas diferencas entre as populacdes de P.
alata estudadas.

Os caridtipos das espécies P. alata Dryand., P. edimundoi Sacco, P.
malacophylla Mast., P. mucronata Lam., P. galbana Mast. e P. quadrangulares L.
foram feitos por Souza et al. (2003b), todas com 2n=18, obtendo variacao entre os
cariétipos obtidos para as seis espécies, sendo eles considerados assimétricos.
Viana et al.(2008) realizaram a comparacao entre os cariétipos das espécies P.
edulis Sims e Passiflora spp., uma espécie muito similar a forma cultivada, e
ambas apresentam 2n=18. Os autores observaram variacao entre a posi¢cdo dos
satélites e no comprimento individual de cada par cromossdémico dentro e entre
espécies, sendo considerados cariotipos assimeétricos, com variagdo média de

60% entre 0 maior e 0 menor par cromossomico dentro de cada espécie.
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3.4.1. Comportamento Meidtico

A meiose é um evento de elevada estabilidade durante o processo
evolutivo, que resulta na reducdo do numero de cromossomos (Pagliarini, 2000).
O processo de divisdo meidtica caracteriza-se por uma série de eventos
sequenciais de elevada complexidade, tanto mecanica quanto bioquimica
(Pagliarini e Pozzobon, 2004). Os estudos meioticos sdo de grande relevancia,
pois explicam fendmenos reprodutivos, mecanismos de hereditariedade e de
variabilidade genética nas espécies. Afinal, a meiose € a principal fonte de
variabilidade genética através do mecanismo de recombinacdo genética e que
pode ser utilizada pelos organismos na adaptacédo e na perpetuacdo da espécie
(Caetano et al., 2003).

A realizacdo de estudos meidticos fornece importantes informacgdes
associadas ao genoma individual de uma espécie, assim como sobre o
pareamento na producdo de hibridos (Gupta e Priyadarshan, 1987), gerando,
também, informacdes sobre a recombinacdo cromossdmica, as irregularidades
meidticas e a viabilidade polinica (Jong et al., 1993).

A permuta ou recombinacdo genética € um evento que ocorre durante a
meiose e é muito importante para o melhoramento, pois € durante o processo de
permuta que ha troca de genes, o que pode gerar variabilidade. Ocorre na meiose
I, durante a profase |, e tem sido observado que altas taxas de recombinacéo sao
encontradas em regides densas em genes e proximas aos teldmeros, e ha uma
perda de recombinacdo em regifes proximas aos centrémeros (Mezard, 2006).

Um bom estimador da recombinacdo em uma populacédo é a frequéncia e a
posicdo do quiasma. Correlacbes tém sido encontradas entre a taxa de
recombinacdo e a estrutura do cromossomo, como tamanho total, tamanho dos
bracos, distancia do centrébmero ou do teldbmeros, ou, ainda, caracteristicas das
sequéncias dos cromossomos, como conteudo das bases nitrogenadas guanina e
citosina, sequéncias simples ou repetitivas e elementos de transposicédo
(Martinez-Perez e Moore, 2008).

Darlington (1958), citado por Colombo (1992), prop6és um indice de
recombinacdo baseado na soma do numero médio de quiasma por célula ou
populacdo e do numero haploide de cromossomos da espécie; entretanto, esse

indice ndo leva em conta a posi¢cao do quiasma se intersticial ou terminal, ja que o
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primeiro produz um maximo e o ultimo um minimo de recombinacdo (Colombo,
1992). Outro método, para ser estimar a taxa de recombinacao, € via 0 excesso
no numero de quiasmas, que é estimado subtraindo-se o numero basico de
cromossomos do numero de quiasmas na ceélula (Koella, 1993). A taxa ou
frequéncia de quiasmas € controlada geneticamente, embora possa sofrer
alteracbes em funcdo de condicbes ambientais, como temperatura, idade da
planta, quantidade de agua e exposi¢do a agentes mutagénicos, como a radiacao
ionizante e produtos quimicos (Sybenga, 1972).

O curso normal e harmonioso da meiose garante a viabilidade do gameta
(Pagliarini, 2000); entretanto, os eventos da meiose sdo controlados por fatores
genéticos, sendo, assim, mutaveis e responsaveis por algumas das
irregularidades meioticas (Kaul e Murthy, 1985), como 0S cromossomos
retardatarios (Consolaro et al., 1996) e o processo de orientacdo diferenciada das
fiboras do fuso acromatico (Shamina, 2005). Segundo Defani-Scoarize et al.
(1996), as irregularidades meidticas séo indesejaveis, pois alteram 0s genotipos,
ocasionando a instabilidade meidtica, caracteristica indesejada por dificultar
trabalhos de hibridagcdo interespecifica em programas de melhoramento. A
ocorréncia dessas anomalias pode dificultar a producédo de hibridos, por ter como
consequéncia a variagdo cromossbmica em funcdo da perda ou ganho de
cromossomos nas novas geracdes, além da reducdo ou perda da capacidade
reprodutiva.

Love (1951) estabeleceu o indice Meidtico (IM) como forma de avaliag&o
da estabilidade meidtica dos gendtipos. Esse indice analisa os produtos pos-
meidticos, como as tétrades, triades, diades, monades e poliades. Com o curso
normal da meiose, esperam-se maiores numeros de tétrades normais. Dessa
forma, genoétipos que apresentam os indices meidticos abaixo de 90% descrevem
uma espécie com baixa estabilidade meiética. Isso sugere uma tendéncia para a
ocorréncia de anormalidades durante o processo de gametogénese; ja espécies
portadoras de um indice superior a 90% sdo consideradas de alta estabilidade
meidtica, sendo indicadas em programas de hibridac&o. A normalidade da meiose
gera gametas viaveis, e, normalmente, uma alta porcentagem de grados de podlen
viaveis é esperada como resultado de um alto percentual de tétrades normais, as

quais refletem um processo meiético regular (Techio et al., 2005).
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A viabilidade polinica pode ser determinada através de métodos diretos,
como a inducdo da germinacdo do pélen in vivo ou in vitro e por métodos
indiretos, baseados em parametros citolégicos, como a coloracdo (Dafni, 1992).
Estes Ultimos utilizam corantes quimicos especificos que vém a reagir com
componentes celulares presentes no gréo de pdélen desenvolvido. Dentre esses
testes, destaca-se o teste do Lugol, teste do Carmim acético e a solucgéo tripla de
Alexander e o diacetato de fluoresceina (Pagliarini e Pozzobon, 2004).

A solucéo tripla de Alexander (1969) utiliza uma mistura de corantes,
laranja G, fucsina béasica e verde malaquita. O nucleo do grédo de pdlen viavel
reage com a fucsina, corando o pdlen vidvel de vermelho/purpuro, enquanto os
graos inviaveis coram-se de verde. E um teste simples, barato, facil e eficaz na
distincdo dos graos de polen viaveis dos inviaveis.

O comportamento meidtico de P. edulis f. flavicarpa e P. amethystina foi
analisado por Barbosa et al. (1997), bem como seus hibridos, os quais foram
produzidos através de fusdo de protoplastos. Foi observado que o pareamento
cromossdmico dos parentais foi regular, e as anormalidades (cromossomos
retardatarios e pontes anafasicas) foram observadas em menos de 1% das
células observadas. Porém, nos hibridos somaticos, a meiose foi irregular, com
altas frequéncias de pontes anafasicas e cromossomos retardatarios durante todo
0 processo da meiose. Apesar das anormalidades, em média, todos 0s materiais
apresentaram alta viabilidade polinica, onde o menor valor encontrado foi de
72,9%.

Souza et al. (2003c), analisando a meiose de P. edmundoi Sacco (x=n=9),
observaram seu pareamento, encontrando as seguintes configuracdes 711 + 11V;
511 + 21V e 18 I. O IR encontrado para a espécie foi de 9.3 quiasmas por célula, e,
apesar das irregularidades encontradas, como anomalias na fibra do fuso e
cromossomos retardatarios, o comportamento meiético de P. edimundoi foi
considerado regular, uma vez que o indice meidtico e a viabilidade polinica
estimados foram altos.

A espécie pertencente ao género Passiflora, P. serrato-digitada, teve seu
comportamento meiotico analisado, e foram observadas anormalidades, como a
migracdo precoce para 0S polos, 0os cromossomos n&o orientados, 0s
cromossomos retardatarios, a formacdo de microndcleos e a anormalidade

observada, pela primeira vez, em uma espécie do género passiflora, a aderéncia
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cromossOmica. Essas anormalidades geraram um indice meidtico considerado
baixo, de 71,83% (Kiihl et al., 2011).

Souza e Pereira (2011), estudando 14 taxas de passifloras, observaram
anormalidades durante o pareamento na meiose, onde foram encontrados, além
de cromossomos bivalentes, univalentes e tetravalentes. Azevedo et al. (2011),
trabalhando com P. organesis, observaram um alto indice meiético (IM), isso se
deu por ndo terem encontrado anormalidades meidticas. Foram observados seis
bivalentes, o que € esperado para a espécie.

A viabilidade polinica é um fator importante para o melhoramento de
plantas, uma vez que os grdos de pdlen sdo os gametas. De acordo com Souza
(2002), os graos de pdlen devem estar completamente viaveis durante a abertura
da flor, e a sua viabilidade depende da regularidade meidtica. O referido autor
também observou que a viabilidade polinica diminui apés a abertura da flor, onde
os valores médios de viabilidade polinica, em maracujazeiro-amarelo, foi de 88 e
84,1%.

3.4.2. Tamanho de Genoma

A determinacdo do conteudo de DNA é uma das formas de se conhecer o
tamanho do genoma de um organismo. Existem duas maneiras de determinar o
contetdo de DNA de determinado organismo: através da analise do DNA
extraido de diversas células e a partir da medicdo de nucleos individuais
(Dolezel e Bartos, 2005).

Apesar do desenvolvimento da técnica ter ocorrido no fim dos anos 50
(Corte-Real et al., 2002), a citometria de fluxo comecou a ser utilizada em células
vegetais no inicio dos anos 80 (Dolezel, 1991). Favorecida pelo aparecimento de
novos corantes fluorescentes, a técnica péde ser aplicada a outras areas, além da
hematologia e imunologia (Dolezel, 1997).

A andlise do DNA nuclear € baseada no uso de corantes fluorescentes
especificos para DNA, onde a analise é realizada a partir da intensidade de
coloracdo da molécula (Dolezel, 1991). A avaliacdo do conteudo de DNA de
células vegetais pode ser feita atraveés de estratégias que possibilitam a utilizagédo
de nucleos sem células intactas, pois a presenca de parede celular rigida com

autofluorescéncia pode conferir resultados irregulares (Dolezel e Barto$, 2005).
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Assim, a amostra deve ser preparada em forma de suspensao de nucleos e/ou
células permeéveis. Os nucleos séo liberados em uma solugdo de isolamento
através de homogeneizacdo mecanica de uma pequena amostra de tecido
vegetal fresco e corados com fluorocromos DNA-especificos e, por fim, a luz
emitida quantificada (DoleZel e Bartos, 2005).

Os fluorocromos mais utilizados para estimar o conteaddo de DNA nuclear
de plantas, via citometria de fluxo, sdo iodeto de propideo, brometo de etideo,
acridine orange, DAPI, Hoeschst, cromamicina A3, mitramicina e olivomicina
(Loureiro, 2007). O fluorocromo deve se ligar, especificamente e
estequiometricamente, ao DNA, proporcionando melhores resultados. Os
corantes podem ser divididos de acordo com a maneira que se ligam ao DNA: os
gue se intercalam, quantitativamente, na dupla fita da molécula de DNA e os que
se ligam a bases especificas (Loureiro, 2007). Yanpaisan et al. (1999) indicam o
iodeto de propideo para a determinacdo da quantidade de DNA nuclear devido a
sua capacidade intercalante e pelos coeficientes de variacdo obtidos com a sua
utilizacdo. Além disso, Price e Johnston (1996), também, destacam o iodeto de
propideo devido a sua acurécia na determinacdo do conteudo de DNA quando
utilizado com RNase, uma vez que o corante também possui a capacidade de
corar a dupla fita de RNA. Nao é recomendada a utilizacdo de DAPI, uma vez que
esse corante € preferencial para sequéncias ricas em bases nitrogenadas AT,
sendo, dessa forma, menos rigoroso que o iodeto de propideo nas quantificacdes
de DNA gendmico (Price e Johnston, 1996).

A fonte de luz é outro fator relevante nas andlises de citometria de fluxo,
influenciando, diretamente, os resultados obtidos. S&o utilizados dois tipos de luz:
o laser e a luz HBO (luz de arco de mercurio) (Dolezel, 1991). Os lasers tém um
alto poder de radiagdo, estabilidade e monocromaticidade, e esses fatores
eliminam a necessidade de excitacdo de filtros de luz (Dolezel, 1991; Nunez,
2001). Alguns citémetros de fluxo ainda possuem luzes HBO, e, devido a isso, 0s
pesquisadores necessitam utilizar o corante DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole),
pois € mais facil de excitar e mensurar a quantidade de DNA (DoleZel e Bartos,
2005).

A citometria de fluxo é uma metodologia bastante precisa e de facil
aplicacdo, reprodutivel, que requer poucas amostras de material vegetal, e a

obtencdo de resultados é rapida (Souza et al., 2008). As espécies de passifloras
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apresentam grande variacdo fenotipica, o que pode indicar diferencas no tamanho
do genoma entre as espécies (Souza et al., 2008). Essas diferencas no contetudo
de DNA podem envolver sequéncias repetitivas, que ndo traduzem proteinas
funcionais (Flavell, 1986), variacbes cromossOmicas causadas por delecdes,
duplicacdes, aneuploidias espontaneas e poliploides, cromossomos B e, em
alguns casos, cromossomos sexuais (Greilhuber, 1998). Sabe-se que existe,
quase sempre, algum grau de variagcdo do cromossomo dentro da populacgéo, tais
como delecdes, duplicacbes e aneuploidias espontaneas e poliploides,
cromossomos B e, em alguns casos, cromossomos sexuais, e tais variagdes
cromossOmicas irdo, naturalmente, provocar algumas variacbes no conteudo de
DNA entre os individuos (Greilhuber, 1998).

O conhecimento do tamanho do genoma € empregado em estudos
filogenéticos, em andlises de correlagdo entre tamanhos do genoma, entre
espécies afins e em caracteristicas fisiolégicas ou agrondmicas e para estimar
efeitos ambientais no genoma. Apesar da importancia dessas informacdes, o
tamanho do genoma ndo é conhecido para, aproximadamente, 99% das
angiospermas (Bennett e Leitch, 1995). Arumuganathan e Earle (1991)
analisaram o conteaddo 2C de DNA nuclear de 100 espécies, incluindo P.
menspermifolia e encontraram, para essa espécie, o valor de 4,54pg.

Souza et al. (2004a) encontraram o valor 2C do conteudo de DNA nuclear,
variando de 3,16 a 5,36pg para as espécies dipléides (P. edulis Sims. F. edulis, P.
edulis f. flavicarpa, P. edmundoi Sacco, P. giberti N.E. Brown, P. lauria folia L., P.
mucronata Lam., P. quadrangularis L.) e 1,83pg para a espécie tetrapldide (P.
suberosa). Os autores observaram variagdo no tamanho do genoma de 69,6%
entre as espécies estudadas.

Bugalho et al. (2011) aplicaram a técnica de citometria de fluxo nas
espécies P. alata, P. caerule, P. cincinnata e P. amethystina e nos seus hibridos,
e foi observado que os picos que corresponderam ao conteido de DNA nuclear
dos hibridos, gerados nos histogramas, encontraram-se entre 0S picos de
conteudo de DNA nuclear dos parentais. Com essa concluséo, pode-se fazer uma
deteccdo precoce do conteudo de DNA nuclear da progénie de P. alata x P.
caerulea, P. alata x P. cincinnata e P. alata x P. amethystina.

Yotocko et al. (2011) analisaram espécies de Passifloras e observaram a

correlacdo do tamanho do genoma com caracteristica fisicas, como o diametro da
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flor. O tamanho do genoma variou de 0,212 a 2,208pg. Dessa forma, foi possivel
encontrar evidéncias de que a variagdo do tamanho do genoma pode ser

considerada um processo evolutivo
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Caracterizacao Meibtica

4.1.1. Material Vegetal

Para a andlise meidtica, foram utilizadas duas espécies silvestres do

género Passiflora, P. miniata e P. cristalina (Fig. 1).

g w ' ;
Figura 1 — A) Passiflora cristalina e B) Passiflora miniata. Fonte: Silveira, 2012.

Passiflora cristalina pertence a Supersec¢ao Diasthephana do subgénero

Passiflora e foi encontrada no Parque Estadual Cristalino, no nordeste do Estado
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de Mato Grosso, dai ter recebido essa denominacdo; apresenta flores de
coloragéo vermelha, com 10 a 11 mm de comprimento e 7 a 8 mm de diametro,
gque se mantém eretas antes e durante a antese, tornando-se peduncular a
medida que o ovario se desenvolve (Vanderplank e Zappi, 2011).

Passiflora miniata foi descrita por Vanderplank (2006) e pertence ao
subgénero Passiflora, superseccdo Coccinea, tem sua origem e distribuicdo na
regido Amazonica, no Peru, no Brasil, na Coldémbia e nas Guianas (Lim, 2012).
Apresenta flor de coloracdo vermelha e, segundo Vanderplank (2006), possui 3
séries de filamentos da corona com uma coloragdo purpura e seus frutos séo
pequenos e variegados com coloracdo verde e creme.

Os botdes florais, de ambas as espécies, em diferentes estadios de
desenvolvimento, foram coletados em plantas individuais encontradas em uma
propriedade particular, localizada no municipio de Alta Floresta, extremo norte do
Estado de Mato Grosso (9° 53'02" latitude S e 56° 14'38" longitude W), com
altitude média de 320m e clima tropical chuvoso, com temperaturas variando
entre 20°C a 38°C, com média de 26°C. As analises citoldgicas foram realizadas
no Laboratorio de Melhoramento Genético Vegetal, no Centro de Ciéncias e
Tecnologias Agropecuarias da Universidade Estadual Norte Fluminense Darcy

Ribeiro.

4.1.2. Metodologia

4.1.2.1. Analise Mei6tica

Para a meiose, botdes florais, em diferentes estadios de desenvolvimento,
foram fixados em solugéo de etanol: &cido acético na propor¢do de 3:1 e mantidos
em temperatura de 4°. C (geladeira). Apos 24h, a solucéo fixadora foi substituida
por uma solucdo de etanol 70%, e os botdes foram mantidos em freezer até o
momento de preparo das laminas.

Para o preparo da lamina, anteras foram maceradas em gota de carmim
acético 2% e, apos a retirada dos debris e a cobertura com laminula, as laminas
foram observadas em microscépio 6ptico (Olympus BX 60). As diferentes fases da

meiose foram analisadas, e as irregularidades foram contabilizadas.
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Estimou-se, também, o indice de recombinagdo (IR), baseado em
Darlington (1958), tendo sido contados o niumero de quiasmas observados em

células na diacinese. Para a estimativa, utilizou-se a seguinte formula:

IR =[5 n° total de quiasmas + n° de células analisadas] + n

onde n corresponde ao numero haploide da espécie.
Para cada espécie, foram observadas 50 células em diacinese. O numero

médio de quiasmas, por espécie, foi comparado pela andalise de variancia.

4.1.2.2. Indice Meiético

O indice meidtico (IM) foi estimado com base em cinco |aminas/botdes,
sendo cada lamina preparada com quatro anteras e estas maceradas e coradas
com carmim acético 2% para a visualizacdo e contagem de produtos pos-
meidticos. Considerou-se produto pos-meiodtico normal tétrades e como anormal
as mbnades, diades, triades e poliades. Com base nesses dados, foi calculado o
indice meiédtico conforme Love (1951):

IM = [(nimero de tétrades normais) + (nUmero total de produtos pds-meiéticos)] x 100

4.1.2.3. Viabilidade Polinica

Para a estimativa da viabilidade polinica, as laminas foram preparadas com
a maceracao de duas anteras em solugcédo tripa de Alexander, composta por
Orange G, fucsina acida e verde de malachita (Alexander, 1969). Dessa forma, foi
possivel avaliar os graos de polen como viaveis ou inviaveis, de acordo com a cor
detectada. Graos de pélen corados de vermelho/purpura foram considerados
viaveis e 0s corados de verdes foram considerados inviaveis.

Foram preparadas cinco laminas com diferentes botdes florais,
contabilizando-se 200 gréos de podlen/lamina, perfazendo um total de 1000 graos

de pdlen por espécie. Foi calculada a porcentagem de graos de polen viaveis.



24

4.2. Determinacdo do Conteudo de DNA

4.2.1. Material Vegetal

Para a determinacdo do conteudo de DNA, foram utilizadas folhas jovens
de P. coccinea (A), P. miniata (B), P. morifolia (C), P. pentagona (D) e P. setacea
(E) (Tabela 1). Essas espécies, com excec¢do da P. miniata, estdo conservadas na
colecdo de Passifloraceae da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. As analises citoldgicas foram realizadas no Laboratdrio de Melhoramento
Genético Vegetal, no Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuérias da UENF.

Tabela 1 — Caracteristicas das espécies: nome das espécies, subgénero, nimero
haploide e nimero cromossémico.

Espécie Espécie Subgénero n 2n
P. coccinea Passiflora 9 18

P. miniata Passiflora 9 18

P. morifolia Decaloba 6 12

P. pentagona Astrophea 12 24

P. setacea Passiflora 9 18
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4.2.2. Metodologia

Cada espécie foi representada por cinco plantas, exceto P. pentagona
(duas plantas) e P. coccinea (trés plantas). Amostras foliares das espécies e do
padrdo interno, medindo, aproximadamente, 0,5cm? foram utilizadas para a
extracdo dos nucleos intactos. Foi utilizada, como padréo interno, a espécie Zea
mays CE-777, cujo conteido 2C de DNA é definido como 5.43 pg (Lysék e
Dolezel, 1998). Para tal, as amostras foliares foram maceradas,
concomitantemente, com auxilio de uma lamina de barbear, em placa de petri, em
500uL de solucdo tampdo de extracdo (Partec), durante 90 segundos, a
temperatura ambiente. O macerado foi, entdo, filtrado em filtros de 50um
(Partec), e os nucleos intactos foram corados a 4°C, por 30 minutos, em 2mL de
solucéo de coloragéo (Partec), contendo iodeto de propideo e RNase.

Cinco amostras por espécies (repeticdes) foram analisadas no citdmetro de
fluxo (Partec PII), onde foram contabilizados 10.000 nucleos em cada anélise. Os
parametros, como ganho, velocidade de analise da amostra, foram definidos
previamente, e os histogramas, médias, areas, e coeficiente de variacdo foram
analisados, utilizando-se Flow Max Software (Partec). Dessa forma, o contetdo

2C de DNA foi determinado de acordo com Dolezel e Barto$ (2005), onde:

Conteudo de DNA= Média do Pico G,/G; da espécie alvo + Média do PicoG,/G; do

padrdo interno x conteido de DNA 2C do padrao interno (pg)

Os valores em picogramas foram submetidos ao Teste F em um
delineamento inteiramente casualisado, onde cada amostra foi considerada uma
repeticdo, e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (a=0,05),

utilizando-se o programa GENES.



26

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Comportamento Meidtico

Os resultados aqui apresentados séo inéditos para as duas espécies, tendo
sido observados nove pares de bivalentes em células em diacinese (Fig. 2 A-D e
3 A-D). Assim, pode-se confirmar que as espécies sdo dipléides e apresentam
2n=2x=18 cromossomos. Esses dados sao corroborados por Hansen et al.
(2006), que relatam que as espécies do subgénero Passiflora possuem, como
namero cromossémico basico mais representativo, n=x=9; além disso, a maioria
das espécies desse subgénero apresentam 2n=2x=18 cromossomos (Souza et
al., 2012) .

As espécies do género Passiflora podem ser classificadas em quatro
grupos cariolégicos representados por x=6, x=9, x=10 e x=12 (Melo e Guerra,
2003). A maioria das espécies apresenta 2n=2x=18 ou 2n=2x=12 cromossomos,
porém é possivel observar nimero cromossémico de 2n=14, 20, 22, 24, 36, 72, €
84 cromossomos; entretanto, a maioria € diploide, sendo que ha registros de
poliploides e aneupldides na familia (Souza et al., 2008).

Nas duas espécies, foi observado mais de um par de cromossomos
associados ao nucléolo, indicando a presenca de, pelo menos, dois pares de
cromossomos, contendo as regides organizadoras do nucléolo (RONSs), e foram,
também, observadas células com mais de um nucléolo dois pares de

cromossomos estavam associados ao nucléolo em 33% das células. Barbosa e
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Vieira (1997), em seu estudo com maracuja azedo, observaram que dois pares de

cromossomos estavam associados ao nucléolo em 33% das células.

i

Figura 2 - Meiose em P. cristalina. A) Diacinese com um nucléolo; B) Diacinese
com dois nucléolos; C) Diacinese com trés nucléolos; D) Prometafase; E)
Metéfase I; F) Metafase | com cromossomo retardatario; G) Metafase | com
anormalidade na formacéao da fibra do fuso; H) Inicio da anafase I; I) Metéafase Il;
J — L) Anormalidade na formacéo das fibras do fuso; M) Telofase II; N) Diade; O)
Triade; P) Tétrade; Q) Graos de podlen. Barra de A — P = 10um; Barra em Q = 30
pm.
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s .

Figura 3 - Meiose em P. miniata. A) Paquiteno; B) Diacinese com um nucléolo; C)
Diacinese com dois nucléolos; D) Diacinese; E) Metafase |; F) Metafase | G)
Tel6fase |; H) Metafase II; 1) Célula assincrénica; J - N) Anormalidade na
formacao da fibra do fuso; O) Triade; P) Tétrade; Q) Graos de podlen. Barra de A —
P = 10um; Barraem Q = 30 um.

De acordo com os autores, a espécie cultivada possui duas regiées RON,
localizadas nas constricbes secundarias dos cromossomos 8 e 9. As RONs séo
sequéncias de DNA repetidas, que codificam o RNA ribossémico - rRNA 18S,
5.8S e 26S (18S-26S) e estdo localizadas nas contricdes secundarias. Durante a
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teléfase e a interfase, as regides RON sdo responsaveis pela formacdo dos
nucléolos (Besendorfer et al., 2002). As RONs, normalmente, estdo associadas as
constrices secundarias, porém nem todas as constricdes secundarias sao sitios
de RON (Battistin et al., 1999).

A meiose das duas espécies foi considerada normal, porém apresentaram
algumas irregularidades, sendo que cromossomos retardatarios em metéfase |
(Fig. 3 F), segregacéo irregular dos cromossomos (Fig 3 J — L), e anomalias no
fuso foram as mais frequentes (Fig. 3 J — N) (Tabela 2). De acordo com Souza e
Pereira (2011), as espécies pertencentes ao género Passiflora tendem a
apresentar maiores porcentagens de irregularidades meidticas quando
comparadas aos resultados obtidos neste trabalho.

Cromossomos retardatarios podem levar a formacdo de gametas nao
balanceados, a aborto de 6vulos e a consequente formacdo de gametas inviaveis
(Batisttin et al., 2006). Uma possivel causa é o fim precoce de quiasmas ou a
presenca dos genes asynaptic ou desynaptic durante a profase | (Pagliarini,
2000).

Segundo Pagliarini (2000), cromossomo retardatario é a irregularidade mais
frequente durante a metafase |, assim como durante a anafase I. Cromossomos
retardatarios, geralmente, também estédo relacionados com micronucleos (Risso-
Pascotto et al., 2003), entretanto essa anormalidade nao foi observada na
espécie. Isso sugere a acdo do mecanismo de check-point, que atua, entre outros
casos, quando ha um atraso na divisdo celular, onde, pelo menos, um
cromossomo hao apresenta o cinetécoro ligado a fibra do fuso. Nessa situacao,
as proteinas especializadas desse complexo emitem um sinal para a ativacdo do
check-point até que a situacdo esteja normalizada. Assim, a eliminacdo dos
cromossomos retardatarios e posterior formagdo de micronucleos podem ter sido
impedidas, assim como descrito, também, por Dasmasceno Junior et al. (2010).

Os cromossomos retardatarios se caracterizaram por um Cromossomo ou um
grupo de cromossomos que ndo se encontram alinhados na placa equatorial,
durante a metafase I. Cromossomos retardatarios ndo foram observados durante
a meiose I, isso também sugere a ocorréncia de check-point ou restituicdo
nuclear (Souza et al., 2003c). Para células meidticas, os check-points conhecidos
sdao: Gi/S, Gy/M e um ponto adicional que impede a segregacdo dos

cromossomos na meiose |, até que a recombinacdo esteja completa (Weinert,
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1998). Kiihl et al. (2010) também observaram essa irregularidade em P. alata, P.

foetida, P. cincinnata e P. amethystina, durante a meiose | e meiose II.

Tabela 2 — Caracteristicas avaliadas durante a meiose e a pds-meiose em P.
miniata e P. cristalina.

Caracteristica P. miniata P. cristalina
Cromossomo retardatario - 16,73%
Anormalidades na Fibra do Fuso 35,89% 17,82%

- Metafase Il 9,69% 17,82%
- Telofase I 26,20% -
Assincronia na Divisdo Celular 8,61% 15,09%

Total 44,5% 49,64%

indice de Recombinacéo 21,6 18,76

indice Meidtico 91,6% 90,6%

-tétrade 916 906
-triade 84 93
-diade - 1
Viabilidade Polinica 82,2% 98,9%

Os check-points que contribuem para manter as fibras do fuso sao
mecanismos evolucionarios conservados em células mitdticas entre o0s
organismos eucarioticos (Risso-Pascotto et al., 2003). Os check-point mitoticos
sdo mecanismos bem conhecidos e que, também, foram observados em células
meioticas de Zea mays (Yu et al., 1999).

Observou-se, no presente trabalho, a falta de sincronismo durante a meiose II
nas duas espécies estudadas, apresentando um dos grupos cromossémicos em
préfase, enquanto o outro grupo encontrava-se em metafase (Fig. 31). Assincronia
€ caracterizada quando a mesma célula apresenta duas fases distintas da diviséo
celular (Souza et al., 2003c)

A irregularidade mais frequentemente observada, para ambas as espécies, foi

a falta de orientacdo do fuso durante a meiose Il (Fig. 2 J-L e 3 J-N), com as
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células apresentando os grupos cromossémicos da mesma célula alinhados na
placa equatorial de forma diferenciada, em forma de “T” (Fig. 2J e 3J). Isso
caracteriza o chamado fuso transverso (Shamina, 2005; Souza e Pereira, 2011).
Uma consequéncia dessa anormalidade € que, em células na teléfase I,
apresentam 0s grupos cromossdmicos posicao assimétrica (Fig. 3 M-N).

Alguns genes afetam a formacao do fuso durante a meiose | (Shamina 2005;

Shamina et al., 1999) e na meiose Il (Gloubovskaya, 1979). Essa anormalidade
pode causar problemas na cariocinese e citocinese, gerando produtos pos-
meiodticos anormais, como diades, triades e poliades.
Apesar de sua importancia, os estudos da frequéncia de quiasmas sao raros em
Passifloras (Souza et al., 2008). O numero de quiasmas € uma caracteristica
importante para a estabilidade meidtica, uma vez que sdo eles que previnem a
separacao precoce dos cromossomos, gerando univalentes e asseguram que 0S
bivalentes sdo orientados para polos opostos. Os quiasmas sdo originarios dos
crossing-over, e sao as regides qgue mantém os cromossomos homaélogos unidos
durante a profase | (Sumner, 2003). Pode-se observar a ocorréncia de bivalentes
em bastdo (‘rod”) e em anel (‘ring”). A observacdo dessas configuragdes
proporcionou a obtencdo do indice de recombinacao (IR) das espécies, onde a
ocorréncia de pareamento tipo bastédo caracteriza a formacao de um quiasma, e o
pareamento do tipo anel caracteriza a formacao de dois quiasmas (Senda et al.,
2005). Sendo assim, o IR estimado para as espécies foi de 18,76, sendo
calculado 9,76 quiasmas por célula para P. cristalina, e o indice de recombinacao
calculado para P. miniata foi de 21,6, apresentando 12,6 quiasmas por célula.
Através do Teste F, foi constatado que esses valores sdo, estatisticamente,
diferentes, com P. miniata apresentando um IR maior que P. cristalina (Tabela 3).
Souza e Pereira (2011), ao analisar 14 espécies silvestres de passiflora,
encontraram, para o grupo n=9, um IR que variou de 17,6 (P. alata) a 23,9 (P.
malacolhyla).

Um alto grau de pareamento cromossémico e a formacdo de quiasmas
indicam homologia dos cromossomos ou de algumas regifes cromossémicas
(Nikolova e Niemirowicz-szczytt, 1995), e a homologia cromossémica é um evento
necessario para a formacdo dos quiasmas. Os quiasmas e crossing-over,
geralmente, estdo localizados em segmentos especificos do cromossomo, 0 que

torna o padréo controlado geneticamente (Sybenga, 1999).
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Tabela 3 - Analise de variancia para o indice de recombinacao (IR), indice
meiotico (IM) e viabilidade polinica (VP), considerando o efeito dos genotipos.

IR IM VP
FV GL am F GL QM F GL am F
Gendtipos 1 201,64 165,889** | 1 25 0,8197" | 1 695,556 48,024**
Residuos 98 1,215 8 3,05 8 141,835
Média Geral 11,18 91,1 90,56
CV (%) 9,861 1,917 4,202

FV — Fonte de variagdo; CV — Coeficiente de Variacdo; ** - Teste F significativo a 1% de
significancia (a=99%).

Na espécie P. miniata, onde foi observado maior IR, ndo foram observados
cromossomos retardatarios (Tabela 2). Esse fato também foi observado por
Souza e Pereira (2011), onde, em P. alata, apresentou-se IR de 17,7 e,
consequentemente, menor frequéncia média de quiasmas (8,7), e se obteve alto
percentual de cromossomos retardatarios. P. malacophylla apresentou IR de 23,9
e frequéncia média de quiasmas por células (14,72). Os mesmos autores
obtiveram menor porcentagem de cromossomos retardatarios. No trabalho de
Souza e Pereira (2011), P. cincinnata foi a Unica que ndo apresentou correlacdo
entre alto IR e baixa porcentagem de cromossomos retardatarios.

Entretanto, essas anormalidades nao prejudicaram o0s resultados poés-
meidticos das espécies, ja que o indice meidtico de P. miniata e P. cristalina foi de
91,6% e 90,6%, respectivamente, considerados valores estatisticamente
semelhantes (Tabela 3). As plantas que apresentam o indice meiotico entre 90 e
100% sao consideradas citologicamente estaveis, ndo apresentando problemas
em gerar progénie fértil. Na figura 3N, observa-se a Unica diade encontrada em
1000 células analisadas de P. cristalina. Foram observadas triades em 8,4% das
células de P. miniata (Fig. 3 O) e em 9.3% de P. cristalina (Fig. 2 O). A
determinacao do indice meidtico auxilia na verificacdo da regularidade meidtica;
dessa forma, quanto maior € o valor do indice meibtico, mais regular € o
comportamento meiético da espécie (Love, 1951).

A viabilidade polinica de P. miniata foi de 82,2% e de P. cristalina foi de
98,9%. Esses valores sdo similares aos relatados por Souza et al. (2004b), que
observaram viabilidades polinicas superiores a 90% para as espécies estudadas,
exceto para P. pentagona, onde a viabilidade polinica foi de 78,22%. A fertilidade

das plantas depende da regularidade meidtica, que pode ocorrer durante a
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formacéo dos graos de poélen, microsporogénese e microgametogénese (Souza et
al., 2004b).

Os resultados obtidos neste trabalho podem sugerir a correlacdo entre as
anormalidades na fibra do fuso e a viabilidade polinica em P. miniata. Os
produtos pos-meidticos irregulares e os consequentes graos de pélen inviaveis
podem estar sendo gerados a partir de células que apresentam essa
anormalidade, uma vez que essas anomalias foram mais frequentes em P.
miniata que em P. cristalina. A viabilidade polinica em P. miniata também foi,
estatisticamente, menor que em P. cristalina, de acordo com a andlise de

variancia (Tabela 3).

5.2. Tamanho de Genoma

A analise do contetudo 2C de DNA nuclear por citometria de fluxo resultou em
histogramas, contendo dois picos predominantes, correspondendo aos picos
Go/G; das espécies estudadas e do padréo interno (Fig. 4) com coeficientes de
variacdo (CV%), variando de 2,42% a 4,93%. De acordo com Marie e Brown
(1993), o CV é um critério importante na validacdo da metodologia e definem
valores entre 1 e 2 % para analises de alta qualidade e 3 % como um valor de
rotina. No entanto, a literatura reporta que CVs menores que 5% sao
considerados valores satisfatorios (Galbraith et al., 2002). Assim, pode-se
considerar que o0s nucleos foram preparados adequadamente, ndo sofrendo
danos significativos durante o procedimento metodolégico.

Os valores obtidos do conteddo de DNA nuclear e o tamanho do genoma
estdo apresentados na tabela 4.

Houve variacdo no conteudo 2C de DNA nuclear de 2,69pg (P. setacea) a
3,87pg (P. pentagona). A variacdo do contetdo 2C de DNA nuclear pode ocorrer
tanto dentro da espécie como entre espécies. Considerando que as espécies aqui
estudadas sédo todas diploides, conforme a literatura reporta, essa variacdo nao
se deve ao nivel de ploidia das espécies, nem as condi¢des de cultivo, uma vez
que foram germinadas em casa de vegetacdo, mas sim devido a variagcdo que
pode ser encontrada entre as espécies do mesmo género e, até, dentro da
mesma espécie. Dentro do mesmo género, a variacdo pode estar associada a

heterocromatina ou, até mesmo, a cromossomos extranumerarios (Schifino-
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Wittmann, 2001). Price (1988) mostrou que podem ocorrer diferencas de duas a

trés vezes entre espécies do mesmo género.

Tabela 4 - Valores do conteudo 2C de DNA em picogramas (pg), desvio padrédo
(DP), coeficiente de variacdo (CV) e tamanho do genoma em Mega pares de base
(Mpb) de cinco espécies silvestres de Passifloras.

Espécies Subgénero Conteudo 2C de DNA Tamanho do

pg (+) DP CV(%) genoma (Mpb?)
P. pentagona Astrophea 3,87A" 0,079 4,38 3.784,86
P. coccinea Passiflora 3,32B 0,037 4,33 3.246,96
P. miniata Passiflora 3,16C 0,053 4,88 3.090,48
P. morifolia Decaloba 2,77D 0,007 2,42 2.709,06
P. setacea Passiflora 2,69D 0,008 4,93 2.630,82
Valores médios 3,16 - - 3.092,44
P. edulis Passiflora 3,19° - - 3126

IMédias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem, estatisticamente, entre si pelo teste de
Tukey (0=0,05)

% 1pg=978Mpb (Dolezel et al., 2003).

® Valor obtido por Souza et al. (2004a)

Pelo resultado da analise de variancia, ha diferencas, quanto ao contetudo de
DNA nuclear, entre as espécies estudadas. Sendo assim, as médias (em pg)
foram comparadas pelo teste de Tukey (a=0,05), permitindo a diferenciagdo em
quatro grupos: P. pentagona (3,87pg); P. coccinea (3,32pg); P, miniata (3,16pQ); e
P. morifolia (2,77pg) e P. setacea (2,69pg). Em termos médios, as espécies
apresentaram conteudo 2C de DNA igual a 3,16pg.

O maracujazeiro amarelo apresenta um contetdo de DNA de 3,19pg, o que
corresponde a 3.126 Mpb (mega pares de base) (Souza et al., 2004a). Assim, a
meédia do conteudo 2C de DNA das espécies silvestres, aqui analisadas, possui
valores similares a forma cultivada, indicando similaridade entre os tamanhos do

genoma.
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Figura 4 — Histogramas das espécies de Passiflora (pico 1) e Zea mays (pico 2)
A) P. coccinea; B) P. miniata; C) P. morifolia; D) P. pentagona; E) P. setacea.
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Yotoko et al. (2011), analisando 36 espécies do subgénero Passiflora,
observaram que a variagdo do tamanho do genoma (1C) esta correlacionada,
positivamente, com o diametro da flor, sendo P. alata a espécie com maior
contetdo de DNA (1C=2,208pg) e maior diametro floral (12,52 cm), enquanto P.
palmeri teve o0 menor contetdo meédio (1C= 0,263pg) e o menor diametro floral
(3,81cm). P morifolia, que pertence ao subgénero Decaloba, no presente trabalho,
apresentou média de conteudo 2C de DNA igual a 2,77pg, bem diferente da
média encontrada por Yotoko et al. (2011), que observaram, para 14 espécies
desse subgénero, um contetdo médio 1C de DNA igual a 0,413pg (2C=0,826pQ)
com uma variacao dentro do subgénero de 0,212pg (P. organensis; 2C=0,424pQ)
a 0,993pg (P. auriculata; 2C=1,989pg). Souza et al. (2013), trabalhando com P.
trintae, uma passiflora de fores vermelhas, nativa da Bahia, encontraram um
valor 2C igual a 2,23pg.

O tamanho do genoma 2C estimado variou de 2.630,82 a 3.784,86 Mpb, isso
gera 43,88% de variacdo entre 0s genotipos estudados (Tabela 4). Neste
trabalho, foram observados valores de tamanho do genoma em espécies de
Passiflora, em picogramas e em Mpb, semelhantes aos valores encontrados por
Souza et al. (2004a). Esses valores foram de 846 — 3842 Mpb, com variacao de
69.6% entre as espécies dipldides estudadas, e, com isso, pdde-se concluir haver
variacao significante entre esses genotipos.

Espécies de angiospermas com valor 1C de DNA nuclear menor ou igual a
3,5 pg (2C = 7pg) sao tidas como espécies de genoma pequeno (Leitch et al.,
1998). Dessa forma, as espécies estudadas possuem um genoma considerado
pequeno, uma vez que o valor médio foi de 3,16pg (2C). O tamanho do genoma
em plantas varia de menos de 1pg a muitas centenas de picogramas, como
exemplo Arabdopsis thaliana, que possui o valor 2C de 0,2pg e Fritilaria assyriaca
com 127,4pg (Bennet e Leitch, 1997), tendo como tendéncia ser uma
caracteristica do taxon (Bennet et al., 2000).
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6. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, conclui-se que:

1. As duas novas espécies P. miniata e P. cristalina, ambas pertencentes ao
género Passiflora, apresentam x=9, sendo, portanto, duas novas espécies
dipldides do género com 2n=2x=18 cromossomos;

2. A meiose de ambas as espécies foi, de um modo geral, normal, apesar das
irregularidades observadas, porém as duas espécies sdo silvestres e
estdo, ainda, no processo de domesticacao.

3. Apesar das duas espécies apresentarem um percentual alto de
irregularidades meiodticas (44,5% e 49%), as mesmas apresentaram um
bom indice meidtico e de viabilidade polinica, indicando que algum evento
de check point deve ter ocorrido durante a divisdo celular;

4. Houve variacdo no tamanho do genoma das cinco espécies estudadas,
sendo P. pentagona a de maior conteido 2C de DNA e a P. setaceae a de
menor conteudo 2C de DNA.

5. Em termos médios, o genoma das espécies foi de 3.092,44 Mpb, o que

pode-se considerar como um genoma de tamanho pequeno.
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