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RESUMO

BARROS, Joelson de Oliveira. M. Sc. Universidade do Estado de Mato Grosso. Julho
de 2021. Caracterizacédo citogenética, comportamento meiotico e viabilidade
polinica de plantas triploides de Passiflora foetida L. Orientadora: Prof.@ Dr.2
Maurecilne Lemes da Silva Carvalho. Coorientadora: Prof.2 Dr.2 Aryane Campos Reis.

O trabalho teve como objetivo realizar a caracterizacéo citogenética, comportamento
meiotico e viabilidade polinica de plantas triploides de Passiflora foetida regeneradas
in vitro, a partir de tecido endospérmico via organogénese de novo. A andlise
cariotipica demonstrou que plantas de P. foetida diploide apresentaram oito pares de
cromossomos metacéntricos, sendo os cromossomos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8 e dois pares
submetacéntricos, cromossomos 9 e 10. A mesma classificacao foi observada para o
citétipo triploide, sendo oito trios metacéntricos e dois trios submetacéntricos. Os
cariétipos das plantas diploides e triploides demonstraram cromossomos de tamanho
pequeno de morfologia ligeiramente simétrica com FC = 8m + 2 sm. O comprimento
relativo (CR) de P. foetida diploide revelou que o maior cromossomo representou
13,35% do cariotipo e o menor 7,90%. Na planta triploide o maior correspondeu a
13,62% e 0 menor 6,46%. O lote cromossémico monoploide para o citétipo diploide
de P. foetida foi estimado em 16,14 um e na planta triploide mediu 14,44 um. Com
relacdo a microsporogénese, o citotipo triploide apresentou configuracbes meibticas
anormais com formacdo de cromossomos uni e trivalentes, assim como cadeias
cromossbmicas que resultaram no desequilibrio sindptico e na ocorréncia de
cromossomos nao congressados, retardatarios ou de migragado precoce. A presenca
de pontes cromossOmicas, citomixias e triades também foram observadas. Na analise
de viabilidade polinica de P. foetida diploide aproximadamente 75,77% graos de podlen
foram classificados como viaveis e 24,23% considerados inviaveis, ja para as plantas
triploides apenas 29,25% dos gréos foram viaveis e 70,75% dos poélens analisados
foram invidveis. A dupla coloracdo diferencial com os fluorocromos DAPI/CMAs
revelou a presenca de quatro bandas CMA™ nas plantas diploides, nos cromossomos
2 e 3; e seis marcacdes no citétipo triploide, nos mesmos cromossomos. Os estudos
citogenéticos de plantas poliploides produzem informacdes relevantes sobre a
morfometria e 0 comportamento cromossomico que influenciam as taxas de fertilidade
das plantas e permitem a selecdo de gendtipos com caracteristicas fenotipicas
superiores. Conhecimentos que podem subsidiar novas estratégias nos programas de

melhoramento genético para a espécie Passiflora foetida.
Xiv



Palavras-chave: Triploide, comportamento meibtico, viabilidade polinica,

citogenética, Passiflora foetida.
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ABSTRACT

BARROS, Joelson de Oliveira. M. Sc. University of the State of Mato Grosso. July
2021. Cytogenetic characterization, meiotic behavior and pollen viability of
triploid plants of Passiflora foetida L. Adviser: Profa. Dra. Maurecilne Lemes da Silva
Carvalho. Co-Adviser: Profa Dra. Aryane Campos Reis

The study aimed to perform the cytogenetic characterization and to analyze the meiotic
behavior and pollen viability of triploid Passiflora foetida plants regenerated from in
vitro endosperm culture. P. foetida diploid plants presented eight pairs of metacentric
chromosomes, being 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, and 8, and two submetacentric pairs,
chromosomes 9 and 10. Triploid plants presented eight chromosome trios with the
same karyomorphological as their respective diploids. Karyotypes of diploid and triploid
plants demonstrated small size chromosomes with slightly symmetrical morphology
determined, with karyotype formulae KF = 8m + 2 sm. In diploid plants the highest
chromosome represented 13.35% of the karyotype and the lowest 7.90%. Inthe triploid
plant the highest corresponded to 13.62% and the lowest 6.46%. The monoploid set
of the diploid karyotype was estimated at 16.14 ym and, whilein the triploid plant
measured 14.42 pm. Abnormal triploid plants presented meiotic configurations with
formation of uni and trivalent chromosomes, as well as chromosomal chains that
resulted in the synaptic imbalance and the occurrence of non-congressional, laggard
or early chromosomes. The presence of chromosomal, cytomixy, and triads was
observed. In the pollen viability analysis of P. foetida diploid, approximately 75.77%
pollen grains were classified as viable and 24.23% considered unviable, while for
triploid plants only 29.25% of the grains were viable and 70.75% of the pollens
analyzed were unviable. The double differential staining with the DAPI/CMA3
fluorochromes revealed the formation of four CMA+ bands in diploid plants, on
chromosomes 2 and 3 and, six marks on triploid cytotypes on the same chromosomes.
Cytogenetic studies of polyploid plants produce relevant information on morphometry
and chromosomal behavior that influence fertility rates of knowledge plants that can

support new strategies in the breeding for the of P. foetida species.

Keywords: Polyploid, triploid, meiotic behavior, pollen viability, cytogenetics,
Passiflora foetida.
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1. INTRODUCAO GERAL

O género Passiflora apresenta um grande potencial ornamental (Peixoto et
al., 2005). A beleza exoética das flores e a perenidade da floracdo tém atraido
consumidores e constituido projetos paisagisticos e de jardinagem no mundo inteiro,
principalmente na Europa e América do Norte (Vanderplank, 2000; Peixoto et al.,
2005; Mikovski et al., 2019).

No género Passiflora a poliploidia natural é rara e ocorre com maior frequéncia
no subgénero Decaloba (Melo e Guerra, 2003). Sader et al. (2019) relatam que os
processos de poliploidizacdo sao restritos a algumas linhagens do subgénero
Astrophea e Deidamoides. Na literatura 0s registros sdo escassos, mas existem
citacOes de tetraploides de P. exsudans 2n = 4x = 24 (Snow e MacDougal, 1993;
Soares et al., 2018); e P. jilekii 4x = 36 (Melo et al., 2001); espécies heptaploide de P.
lutea 2n= 7x = 84 (Bowden, 1940; 1945); octaploides de P. coccinea com 2n =8x = 72
(Soares et al., 2018) e P. racemosa 2n = 8x = 72 cromossomos (Melo et al., 2001).

Os avancos biotecnoldgicos dos ultimos anos e o aprimoramento das técnicas
de melhoramento genético de inducéo artificial de poliploidia tém elevado a producéo
de plantas com caracteristicas agrondémicas superiores, sobretudo de flores
ornamentais, para atender ao mercado cada vez mais exigente e em franca expansao
(Sunetal., 2011; Alexander, 2017; Neumann, et al., 2020). Vérias culturas importantes
como as frutas citricas, banana, maca, melancia e uva sem sementes também sé&o
produzidas por inducao triploide (Thomas e Chaturvedi, 2008; Wang et al., 2016;
Manzoor et al., 2019; Ahmed et al., 2020).

Entre os métodos de producado a base de plantas poliploides, destaca-se os
protocolos estabelecidos para obtencado de triploides pelo cultivo de endosperma de
diploides (Chaturvedi et al., 2003; Sun et al., 2011; Wang et al., 2016). Procedimento
biotecnoldgico eficiente, rdpido e direto para produzir plantas triploides a exemplo das
obtidas para espécies de maracujazeiros, P. edulis (Antoniazzi et al., 2018), P.
cincinnata (Silva et al., 2020) e P. foetida (Mikovski et al., 2021).

Apesar das vantagens da producdo das caracteristicas agronémicas
desejaveis, plantas triploides apresentam irregularidades na meiose e
desbalanceamento cromossomico nos gametas formados que podem causar

inviabilidade das sementes e abortamento dos frutos (Aleza et al., 2010).



Neste contexto a citogenética surge como importante ferramenta para
realizacdo da analise quantitativa, morfolégica e comportamental dos cromossomos
durante as fases da meiose e mitose celular (Singh, 2018; Ahmed et al., 2020). A
observacédo do comportamento meiodtico produz informacdes capazes de determinar
a viabilidade polinica e a fertilidade das plantas (Coelho et al., 2016; Lavinscky et al.,
2017, 2021; Reis et al., 2021).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Género Passiflora

O género Passiflora pertencente a familia Passifloraceae, apresenta
distribuicdo pantropical e possui cerca de 575 espécies catalogadas (Killip, 1938;
Ulmer e MacDougal, 2004). A maioria é formada por ervas ou lianas, raramente
arvores e sao cultivadas em todas as regides do Brasil (Killip, 1938; Souza e Lorenzi,
2019).

As passifloras possuem flores perfeitas, preferencialmente alégamas. Mas,
algumas espécies podem fazer autopolinizacdo caso nao ocorra fecundacéo cruzada,
a exemplo do que acontece com P. edulis, P. quadrangularis e P. foetida (Knight e
Sauls, 1994; Bruckner et al., 1995; Esashika et al., 2018).

As flores dos maracujazeiros apresentam caracteristicas destacadas pela
coloracdo vibrante, folhagens distintas e aromas atrativos. Fendtipos que tém
conquistado espaco no crescente mercado mundial de flores ornamentais, sobretudo
nos paises Europeus e da América do Norte (Faleiro et al., 2005, 2019; Esashika et
al., 2018; Sader et al., 2019; Mikovski et al., 2019).

No que se refere ao sistema de classificagdo, um dos estudos taxonémicos
mais completos para a familia Passifloraceae foi realizado por Killip (1938) que
organizou o género Passiflora em 22 subgéneros com base em caracteres florais e
vegetativos. Atualmente, estudos filogenéticos com marcadores plastidiais e
nucleolares, associados a caracteriza¢cdo morfoloégica, permitiram a divisdo do género
em seis subgéneros: Astrophea (DC.) Mast., Deidamioides (Harms) Killip, Decaloba
(DC.) Rchb., Tetrapathea (DC.) P.S. Green, Tryphostemmatoides (Harms) Killip, e
Passiflora (MacDougal & Feuillet, 2004; Krosnick et al., 2009; Buitrago et al., 2018;
Imig, 2018).

Andlise filogenética realizada por Sader et al. (2019) com 102 taxa das
Passifloras, cerca de 20% das plantas catalogadas, sugere que as disploidias
ascendentes, formadas a partir do namero basico cromossémico ancestral n = 6
cromossomos, foram 0s eventos mais importantes para evolucdo e diversificacédo
genética das espécies. O trabalho indica que o subgénero Decaloba foi gerado por
trés vias: por poliploidia do ancestral n = 6, que deu origem as linhagens com n = 12

cromossomos; por processos de poliploidia, seguidos de disploidia descendente, que



formaram as plantas com n = 11 cromossomos; e por disploidia ascendente que
geraram as espécies com n = 9 cromossomos. Os subgéneros Astrophea,
Tetraphathea e Deidamioides, formaram-se pela poliploidia do ancestral n = 6,
gerando espécies com n = 12 cromossomos. No entanto, o subgénero Passiflora
formou-se a partir de casos de disploidia ascendente.

Segundo Mayrose et al. (2010) e Schubert e Lysak (2011) o numero basico
cromossémico de uma espécie aumenta quando ha disploidia ascendente via
processo de fissdo, quebra de um cromossomo na altura do centrédmero, formando
dois cromossomos acrocéntricos. No entanto, a reducao do nimero de cromossomos
também é possivel, pela disploidia descendente via processo de fusdo Robertsoniana,
onde dois cromossomos acrocéntricos, perdem os bracos curtos e fundem-se pelo
centrdmero, contribuindo para diversificacdo das espécies.

Faleiro et al. (2017) destacam que o género Passiflora L. apresentam alta
diversidade genética e as espécies criam infinitas oportunidades comerciais. Mas a
utilizacdo destes recursos fitogenéticos ainda carecem de estudos basicos para
caracterizacao pré e pés-melhoramento genético que possibilitem a conservacéo do
gendtipo, ou a criacdo de novas variedades mais produtivas.

A diversidade, beleza original e a rusticidade das espécies silvestres de
maracujazeiros tém atraido a atencdo dos melhoristas, sobretudo por serem
consideradas repositorios de genes que expressam caracteristicas fenotipicas de
interesse, de resisténcia a doencas, pragas e caracteristicas de importancia
agrondmica (Junqueira et al., 2006; Souza et al., 2008; Meletti, 2011; Esashika et al.,
2018).

2.2 Importancia do género Passiflora L.

O género Passiflora L. possui inimeros principios ativos utilizados na industria
farmacéutica e fitocosmética. As espécies apresentam compostos fitoquimicos de
diferentes tipos e concentracdes como é o caso dos alcaloides inddlicos, de acéo
tranquilizante, sobretudo nas formas passiflorina, harmana, harmina, harmol,
harmalina, harmalol; alguns tipos de flavonoides C-glicosideos, de ac&do antioxidante
e anti-inflamatdria, caracterizados pela presenca de orientina, homoorientina,
isovitexina, vitexina e saponina; assim como compostos flavonoides O-glicosideos,

como o caso da rutina (Pereira e Vilegas, 2000; Patel et al., 2011; He et al., 2020).
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Os maracujas também apresentam compostos carotenoides, glicosideos
cianogénicos, acidos graxos, aminodacidos, derivados de acido clorogénicos e
proantocianidinas; sendo que, as favonas C-glicolisadas presentes em maior
concentracdo nas folhas e frutos, e os alcaloides, extraidos principalmente dos caules
e folhas sdo os compostos essenciais mais estudados por despertar interesse e
exploracédo industrial (Costa e Tupinamba, 2005; Pertuzatti et al., 2015; Farag et al.,
2016; Amaral et al., 2020).

Muitas espécies do género Passiflora L. apresentam indicagbes sedativas e
ansioliticas, bem como tratam varios disturbios do sistema nervoso central (Farag et
al., 2016). P. foetida, por exemplo, possui grande potencial farmacéutico e alimenticio
funcional por portar galacturonanos, polissacarideos de efeito imunomoduladores
(Song et al., 2020).

Os frutos do maracuja, principalmente a polpa e casca, apresentam
substancias com atividades antioxidante, anti-hipertensivo e podem contribuir para a
diminuicdo da taxa de glicose e colesterol no sangue; as sementes possuem teores
de acidos graxos essenciais (acido linoleico 55%-66%, acido oleico 18%-20% e acido
palmitico 10%-14%), importantes insumos das industrias alimenticia e cosmética
(Zeraik et al., 2010).

No entanto, o conhecimento da constituicdo bioquimica deste taxon provém,
principalmente, das espécies P. incarnata e P. edulis, apesar do género Passiflora L.
apresentar multiplos potenciais (Costa e Tupinamba, 2005). Mais de 110 constituintes
fitoquimicos foram encontrados e identificados nas diferentes partes da planta de P.
edulis, nas quais flavonoides e triterpenoides foram as principais substancias
encontradas (Amaral et al., 2020).

A espécie P. edulis é responsavel por cerca de 90% da producédo comercial
de maracujas no Brasil (Oliveira et al., 2017). Mas, o mercado estd mudando, e ao
longo dos anos outras espécies tém conquistado espaco na comercializacdo de
produtos fabricados de passifloras como é o caso do P. setaceae, a P. cincinnata, P.
alata (Faleiro et al., 2019).

Quanto ao valor nutricional, os frutos possuem baixo teor calorico (41-53 kcal
/100 g) e s@o importantes fontes de vitaminas A, B1, B2, C, E, bem como calcio, fésforo
e ferro (Patel et al., 2009; Pertuzatti et al., 2015). Além de ser consumido in natura, o

maracuja também € apreciado na forma de doces, geleias e néctares, ou pode servir
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de matéria prima para a fabricagdo industrial de sucos destinados a exportacao
(Faleiro et al., 2016). As cascas podem ser processadas na forma de farinha para uso
terapéutico (Claro et al., 2018) ou enriquecer pratos com fontes de fibras e minerais
(Costa et al., 2018).

Os maracujazeiros sédo cultivados em pomares nos quintais ou pequenas
propriedades familiares, tradicdo que tém contribuido para significativa preservacao
desses recursos genéticos, localmente domesticados, a exemplo do que acontece
com a P. edulis (maracuja roxo nativo), P. nitida (maracuja suspiro, maracuja do
cerrado), P. quadrangularis (maracujd gigante, 'badea’, maracuja de quilo) e P.
maliformis (cholupa, granadilla de piedra) (Bernacci et al., 2005; Faleiro et al., 2017,
2019). Geralmente, a producéo envolve a méo-de-obra eminentemente familiar, onde
apresenta-se como uma importante fonte de diversificacdo de cultura e geracao de
renda aos pequenos agricultores (Meletti, 2011; Zacharias et al., 2020).

2.3 Passiflora foetida L.

Passiflora foetida, conhecida popularmente como maracuja-de-estalo (Nunes
e Queiroz, 2006), € uma planta silvestre de caracteristicas morfologicas Unicas,
pertencente ao subgénero Dysosmia (DC.) Rchb, taxa que alocam plantas com
caracteristicas fenotipicas intermediarias entre o subgénero Decaloba e Passiflora
(Melo et al., 2001; Yockteng e Nadot, 2004). E uma espécie muito utilizada na
agricultura como porta enxerto por ser resistente a pragas e doencas como a fusariose
(Faleiro et al., 2016, 2019), além do uso farmacéutico e alimenticio funcional por portar
galacturonanos, polissacarideos de efeito imunomoduladores (Song et al., 2020).

P. foetida possui caracteristicas diferenciadas atraentes, produz flores
brancas com a regido central arroxeadas, protegidas por trés longas bracteas
pinatissectadas e glandulares, que permanecem durante o estadio da frutificacdo
encapsulando o fruto (Cervi, 1990; Garcia e Hoc, 1998; Braglia et al., 2010; Soares et
al., 2011; Borges et al., 2020).

Esses atributos de P. foetida despertam grande interesse nos programas de
melhoramento genético vegetal que visam a criacdo e lancamento de novos cultivares

de melhor desempenho agrondémico (Meletti et al., 2005; Soares et al., 2011).



2.4 Potencial ornamental do género Passiflora L.

O cultivo das passifloras como planta ornamental na Europa, remonta ao
século XVII. Por volta de 1625, mudas de P. caerulia e P. incarnata foram levadas das
Américas pelo forte mito religioso estabelecido pelos jesuitas durante a catequizacéo
dos indios. Para os missionarios os maracujas poderiam ser considerados “frutos da
paixdo de Cristo” porque as folhas trilobadas representariam as lancas dos soldados
romanos e as cinco anteras fariam referéncia as chagas de cristo (Peixoto, 2005). De
acordo com referido autor, em 1819, Thomas Milne, cruzou espécies e obteve o
primeiro hibrido (“Passiflora violaceae”) para fins ornamentais.

Atualmente, o valor paisagistico dos maracujazeiros esta relacionado com a
beleza exuberante das flores, de coloracéo variada, perfume atraente e pela variacéo
de formas das folhas (Abreu et al., 2009). Para Mikovski et al. (2019), além das
peculiaridades das flores, a perenidade da floragédo inclui os maracujas no grupo das
plantas ornamentais.

Entre as espécies com maior potencialidade ornamental pode-se destacar a
Passiflora coccinea, P. actiinia, P. auriculata, P. jara, P. kermesina, P. murucuja, P.
racemosa, P. sanguinolenta, P. seemannii, P. sidaefolia, P. serrulata, P. triloba, P.
tulae e o hibridos P. ‘Lady Margret’ (Peixoto, 2005). No entanto, ha também registro
de levantamentos de outras espécies: P. alata, P. cincinnata e P. setacea (Oliveira e
Ruggiero, 2005); P. caerulea (Conceicéo et al., 2011); P. capsularis e P. rubra (Amorim
et al., 2014); P. morifolia, P. suberosa litoralis, P. palmeri var. sublanceolata (Pires et
al., 2012); e P. mucronata (Meletti, 2011).

O potencial ornamental do género Passiflora tem incentivado trabalhos de
melhoramento genético por poliploidia (Antoniazzi et al.,, 2018; Silva et al., 2020;
Mikovski et al., 2021), visando a producéo de plantas com atributos florais melhorados
(cores das flores variadas, fragrancias mais agradaveis, maior tempo de floracéo e
vida util na pos-colheita) e geracdo de novas variedades (Vichiato et al., 2014; Liao et
al.,, 2016; Basumatari e Das, 2017; Ligin et al., 2019). Entre os métodos de
poliploidizacdo destaca-se a producdo de plantas triploides regeneradas pela
tecnologia da cultura de endosperma in vitro com as espécies P. edulis (Antoniazzi et
al., 2018), P. cincinnata (Silva et al., 2020) e P. foetida (Mikovski et al., 2021).

Mikovski et al. (2019), ressaltam a importancia da cultura de tecidos como

ferramenta biotecnoldgica para producéo de plantas ornamentais em larga escala e
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alta qualidade, aplicavel tanto na clonagem de genotipos elites, como producédo de
novas variedades com caracteristicas interessantes ao mercado.

As espécies nativas também desempenham um papel importante nos
programas de melhoramento por serem, na maioria das vezes, portadoras de genes
de caracteristicas vantajosas e de interesse paisagistico. Recursos genéticos
passiveis de serem submetidos a processos biotecnolégicos de melhoramento
através da inducdo de poliploidia por bloqueadores mitéticos e cultura de tecidos;
assim como, via hibridagdo sexual intervarietal ou interespecifica, com cultivares
comercialmente exploradas (Junqueira et al., 2007; Conceicao et al., 2011; Ocampo,
2016; Mikovski et al., 2019). Para Cerqueira-Silva et al. (2014) a hibridacao intra e
interespecifica também € indispensavel para o aumento da diversidade.

Faleiro et al. (2017) e Fonseca et al. (2017) destacam a importancia dos
cultivares hibridos de Passiflora, produzidos para atender a crescente demanda do
mercado de flores ornamentais como: BRS Estrela-do-cerrado, hibrido de flor
vermelha, obtido pelo cruzamento entre P. cetacea x P. coccinea; BRS Rosa Purpura,
de flores rosadas, resultado do cruzamento de P. quadrifaria x P. incarnata; e BRS
Céu-do-cerrado, de flores azuis, obtido pelo do cruzamento entre P. incarnata x P.
edulis.

Oliveira et al. (2015), obtiveram as variedades “P. mellus”, “P. sunshine”, “P.
early morning”, “P. pink shine”, “P. purple shine” com caracteristicas florais superiores
para tamanho e intensidade da coloracdo purpura, rosa e brancas a partir do
cruzamento interespecifico de genitores de P. sublanceolata x P. foetida.

O cultivo de espécies do género Passiflora, como planta ornamental mostra-
se viavel, tanto no aspecto paisagistico como econdémico (Peixoto, 2005). Mas, apesar
do grande potencial ainda sdo poucos 0s estudos para este recurso genético (Zeraik
et al., 2010). Menos de 60 espécies foram estudadas e a maior parte das pesquisas
se concentraram em Passifloras de interesse comercial estabelecido (Cerqueira-Silva
et al., 2014). Muitos germoplasmas de potencial ornamental sequer passaram por
caracterizacdo agrondmica que subsidiem programas de melhoramento genético
(Mikovski et al., 2019).
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CAPITULO |

Citogenética como ferramenta estratégica para caracterizacao de poliploides
de Passiflora L. — revisao geral.

1. INTRODUCAO

Apesar da importancia do género Passiflora e dos avangos promovidos nas
ultimas décadas, o0s estudos citogenéticos da morfologia e quantificacdo
cromossOmica ainda sao insuficientes para uma caracterizagéo robusta que permita
abranger todo o nimero de espécies que compde esse tdxon (Snow e MacDougal,
1993; Melo et al., 2001; Melo e Guerra, 2003; Souza et al., 2008; Cerqueira-Silva et
al.,, 2014, 2016), sendo que 20% das espécies do género tém o0 numero de
cromossomos reconhecidos (Soares-Scott et al., 2005).

Inicialmente, os estudos citogenéticos destinavam-se apenas a contagem
cromossOmica e os trabalhos mais amplos foram realizados por Bowden (1945), Beal
(1969a,b), Storey (1950), Guerra (1986), MacDougal (1983) e Snow e MacDougal
(1993) que identificaram o numero de cromossomos de um total de 81 espécies de
Passiflora, determinados em 2n =6, 9, 12, 18, 20, 22, 24 e 36 cromoSSOMoOS.

Com uso das técnicas da citogenética classica e fotomicrografia, Snow e
MacDougal (1993) fizeram caracterizagdo cariotipicas de 31 espécies de Passiflora.
A partir dos caracteres morfomeétricos, definiram a existéncia de dois nimeros basicos
cromossémicos comuns para 0 género: X = 6, de morfologia menor e mais assimétrica,
composto pelo subgénero Plectostemma; e x = 9, com cromossomos maiores,
relativamente simétricos, compreendendo os subgéneros Passiflora, Distephana e
Tacsonia.

Melo et al. (2001) aplicaram o meétodo de coloracdo diferencial com os
fluorocromos DAPI/CMAs e identificaram a variagdo morfolégica e numérica dos
cromossomos de 31 espécies de Passiflora. O trabalho resultou na reclassificacdo das
plantas em 3 grupos cariotipicos distintos: o primeiro composto por citétipos 2n = 12,
24 e 36 cromossomos, onde foram identificados poliploides de P. suberosa (2n = 4x =
24) e P. pentagona (2n = 4x = 24); o segundo grupo formado por plantas com 2n = 18
e 72 cromossomos e o ultimo composto por passifloras 2n = 2x = 20 cromossomos.

A divisédo das passifloras em grupos foi revisada por Melo e Guerra (2003) que

adotaram a técnica de hibridizacdo florescente in situ — FISH para identificar a
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variabilidade a partir da localizagdo dos sitios 5S e 45S do DNAr. As plantas
analisadas foram distribuidas em quatro grupos de acordo com o numero basico
cromossOmico sendo x =6, x =9, x =10 e x = 12. Os resultados dos estudos indicaram
gue 0 numero basico cromossémico principal para género Passiflora € x = 6 e 0s
citotipos x = 9 e x = 10 foram considerados numeros bésicos secundarios.

Pela importancia evolutiva e por fazer parte de outros géneros da familia x =
12 deixou de ser um numero basico secundario e se tornou um numero basico
cromossomico principal (Melo et al., 2001; Melo e Guerra, 2003; Sader et al., 2019).

Os numeros béasicos secundarios sado formados através de processos de
poliploidizacdo, seguido de frequentes disploidia ascendente ou descendentes,
fendbmenos apontados como a principal causa de variacbes cariotipicas
intraespecificas (Sader et al., 2019; Bugallo, et al., 2020; Jike et at., 2020).

Segundo Sader et al. (2019) os subgéneros Astrophea, Tetraphathea e
Deidamioides, compostos por espécies de numero basico x = 12 cromossomos,
originaram-se pela poliploidia do ancestral n = 6 cromossomos. O subgénero
Passiflora, onde estdo alocadas as espécies de numero basico x =9 e x = 10, formou-
se a partir de casos de disploidia ascendente do ancestral x = 6. No entanto, o
subgénero Decaloba composto por espécies com numero basicox =6, x=9, x =11
e X = 12 cromossomos, formou-se por processos de poliploidia, poliploidia seguido de
disploidia ascendente, ou apenas por disploidia ascendente do ancestral x = 6.

As diferencas cariotipicas do género Passiflora, que apresenta algumas
espécies semelhantes, sdo destacadas por técnica de bandeamento que permitem
identificar variagdes, sobretudo no padrédo de heterocromatina (Viana & Souza, 2012;
Brammer et al., 2015; Pinto-Maglio e Pierozzi, 2015). Ao analisar duas espécies muito
préximas, Viana & Souza (2012) relatou que o fluorocromo CMAs respondeu a
coloracdo de modo acentuado na heterocromatina nos bracos curtos de dois pares de
cromossomos de P. edulis e P. cacaoensis, mas em localizagbes diferentes.
Enquanto, em P. edulis destacou os satélites do primeiro e quarto par cromossémico
e em P. cacaoensis revelou constricdes nos sétimos e oitavos pares de homodlogos,
indicando que essas regides séo constituidas principalmente por bases GC.

Além da morfologia, as andlises dos cariétipos do género Passiflora
permitiram a determinacdo do numero e comprimento cromossémico a localizagéo

das constricbes secundarias, e 0 posicionamento dos satélites, caracteristicas
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fundamentais para classificacdo dos citétipos a nivel de subgéneros e sec¢des (Snow
e Macdougal, 1993; Mayeda, 1997; Vieira et al., 2004).

De modo geral, o género Passiflora € formado, predominantemente, por
espécies diploides, com morfologia cromossémica relativamente simétrica, composta
por cromossomos metacéntricos e submetacéntricos (Melo et al., 2001, 2014; Melo e
Guerra 2003). Mas pode haver ocorréncias de cromossomos acrocéntricos em
algumas espécies (Leite et al., 2019).

Quanto ao tamanho, o caritipo do género Passiflora é formado por
Cromossomos pequenos, com comprimento médio que varia de 1,63 a 3,73 um
(Soares-Scaott et al., 2005).

No que se refere as estimativas de contelldo de DNA nuclear Melo et al.
(2014) relatam que as espécies do género Passiflora apresentam intervalos de
dissimetria superior a 10x. Estudos de variagdo cromossOmica realizados por Yotoko
et al. (2011) determinaram que o0 menor e maior genoma do género Passiflora ocorre
entre as espécies P. organensis (1C = 0,212 pg), subgénero Decaloba e P.
guadrangularis (1C = 2,680 pg), subgénero Passiflora. Considerando apenas o
subgénero Passiflora a variagdo gendmica vai de 1C = 0,263pg (P. palmieri) a 1C =

2,680pg (P. quadrangularis).

2. Citogenética de Passiflora foetida

A Passiflora foetida € uma espécie pertecente ao subénero Passiflora, de
namero basico cromossémico x = 10, derivado de um cariétipo x = 12 que sofreu
disploidia descendente (Melo et al., 2001; Melo e Guerra, 2003; Sader et al., 2019).

A espécie apresenta variacdo no numero de cromossomos, inicialmente
registrada com 2n = 2x = 18 (Janaki-Ammal, 1945), 2n = 2x = 20 (Nishiyama e Kondo,
1942; Storey, 1950) e 2n = 2x = 22 (Bowden,1945; Harvey, 1966). No entanto, MELO
et al. (2001) destaca que os citotipos podem exibir constricbes secundarias proximais
distendidas em um dos menores pares cromossémicos, durante a profase ou
prometafase, o que poderia parecer conjuntos cromossomos distintos, e levar a
interpretacéo incorreta de 2n = 2x = 22 ao invés de 2n = 2x = 20.

Estudos realizados por Melo et al. (2001) revelam que P. foetida responderam
ao fluorocromo cromomicina - CMA3s*, mas nédo formaram bandas sob o efeito do 4,6-

diamedil-2-fenilindol (DAPI). O CMAs destacou sitios na regido terminal de um par
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cromossdmico e formou bandas nas regides proximais de outros dois cromossomos,
indicando a localizacdo de constricbes secundarias de heterocromatina ricas em
guanina e citosina. No entanto, Melo e Guerra (2003) relataram que espécies de P.
foetida apresentam constricbes secundarias proximais em trés pares de
Cromossomos.

A P. foetida apresenta 1C = 0,481pg, um dos menores gendtipos do género
(Yotoko et al., 2011). Por conta destas caracteristicas a espécie P. foetida forma um

grupo unico (Viana, 2003).

3. Formacéao natural de plantas triploides

A ocorréncia de triploides naturais € rara (Kopecky et al., 2018). Plantas
triploides sao euploides e poliploides que apresentam um conjunto extra de
cromossomos, completamente equilibrado para o estado diploide (2n) (Sellars, 2013).
Na natureza os triploides sdo formados pelo cruzamento de um progenitor produtor
de gametas néo reduzidos (2n) com um reduzido (n). Em ambiente natural a formacéo
de triploides pela ndo reducédo do niumero de cromossomos do megasporo (gameta
feminino diploide) € mais comum que a causada pela ndo reducdo do micrésporo
(gameta masculino). Isso porque ha maior probabilidade de um o6vulo (2n) ser
fecundado por qualquer gréo de poélen reduzido (n), do que um dnico grdo de pélen
(2n) fecundar um gameta feminino (n), por competir com outros milhares de polens (n)
na natureza (Navarro et al., 2005; Handaji et al., 2008).

Em menor nimero de casos, também, pode haver formacdo de plantas
triploides quando um dos progenitores € tetraploide (4x) e faz cruzamento com outro
diploide (2x), ambos reduzidos (2x X x = 3x) (Navarro et al., 2005; Zhu et al., 2009;
Toda & Okamoto, 2016; Cardoso et al., 2018).

Embora o cruzamento entre genitores paterno diploide e materno tetraploide
(2x X 4x) apresente alta eficiéncia, por possibilitar o uso de grande nimero de gametas
masculinos com meiose normal. O cruzamento envolvendo genitores paterno
tetraploide e materno diploide (4x X 2x) € o método mais utilizado nos cruzamentos
naturais (Navarro et al., 2005; Alexander, 2020). Na fecundacdo entre os genitores
materno (4x) e paterno (2x) de Humulus lupulus os neotriploides representam 83,8 %

da populacéo analisada (Trojak-Goluch e Skomra, 2020).
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4. Producéo de plantas triploides a partir do cultivo in vitro de endosperma

Plantas triploides podem ser produzidas artificialmente, através do uso de
técnicas de cultura de tecidos vegetais in vitro que exploram a totipoténcia celular para
a producdo de plantas com caracteristicas desejaveis pelas vias organogénica ou
embriogénica, cultivados em meio nutritivo e ambiente controlado (Van et al., 2018;
Du et al., 2020; Nakano et al., 2021).

A totipoténcia é a capacidade que as células vegetais diferenciadas
apresentam de voltar ao estado meristemético e desenvolver 6rgaos ou individuos
inteiros “de novo”, apds processo de inducdo (Neumann et al., 2020). A organogénese
somética corresponde a producédo de primérdios vegetativos ou radiculares com um
sistema vascular conectado de forma direta no explante de origem, ou indireta atraves
da formacéo de calos (Otoni et al., 2013; Xu e Huang, 2014; Touchell et al., 2020).

O cultivo in vitro de plantas € um método biotecnoldgico eficiente, rapido e
direto (Cardoso et al., 2018; Mikovski et al., 2019) que permite a inoculagéo e cultivo
de explante endospérmico, considerado uma estratégia promissora para a producao
de plantas triploides (Antoniazzi et al., 2018; Faria et al., 2018; Silva et al., 2020) para
espécies de Passiflora spp.

O endosperma é um tecido vegetal naturalmente triploide (3n) com funcéo
nutritiva para o embrido diploide (2n), composto por células aleurbnicas e amilaceas,
formado pela fusdo do segundo nudcleo haploide (n) do gameta masculino com dois
nucleos polares também haploides (n + n) do megatéfito feminino (Ramsey e
Schesmke, 1998; Wang et al., 2016; Van et al., 2018; Ingram, 2020).

Para Thomas e Chaturvedi (2008) tanto o explante de endosperma imaturo
como o maduro apresentam totipoténcia e pluripoténcia celular capazes de promover
a regeneragao “de novo” e produgao de plantas em meio nutritivo in vitro; mas a
diferenca de maturacao tecidual dos endospermas deve ser levada em consideracao,
uma vez gue pode resultar em diferentes niveis de plasticidade responsivas.

Na fase inicial da cultura in vitro de endosperma as células dos explantes
sofrem diferenciacéo celular na aquisicdo de competéncia e capacidade de produzir
plantas triploides geneticamente estaveis (Wang et al., 2016; Faria et al., 2018; Fehér,
2019, Antoniazzi et al., 2018; Silva et al., 2020; Mikosvki et al., 2021).

O primeiro relato de proliferacao de tecidos a partir de cultivo de endosperma

foi realizado por Lampe e Mills (1933) que inocularam sementes de Z. mays.
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Rangaswamy e Rao (1963) inocularam endosperma de Santalum album em meios
nutritivos contendo os reguladores de crescimento 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e
cinetina (CIN), desencadeando a formacao inicial de tecidos diferenciados. Johri e
Bhojwani (1965) induziram a formacao de calos, a proliferacédo de diferentes tipos de
células e formacdo de tecidos vascularizados em endosperma in vitro de Osyris
wightiana e Exocarpos cupressiformis.

Chaturvedi et al. (2003) estabeleceram protocolos para geracdo de plantas
triploides de Azadirachata indica (2n = 3x = 36), utilizando explantes endospérmicos
imaturos inoculados em diferentes concentracdes de acido naftalenoacético (ANA), 6-
benziladenina e caseina hidrolisada. Atualmente, entre os horménios reguladores de
crescimento mais utilizados nos meios de cultura in vitro para a regeneracao de
plantas, destacam-se no grupo das auxinas, o 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), acido
naftalenoacético (ANA) e o acido 3-indolilacético (AlA); na classe das citocininas €
frequente a adicdo de 6-benziladenina, tidiazuron, zeatina e cinetina e, entre as
giberelinas € comum o uso do acido giberélico (Brasileiro e Carneiro, 2015).

Os primeiros experimentos indicados na literatura de cultivo in vitro de
endosperma do género Passiflora e formagao de tecidos diferenciados foram descritos
por Mohamed et al. (1996) ao induzir brotagcdes em explantes de endosperma via
organogénese de novo de P. foetida. Guzzo et al. (2004) cultivando endospermas de
varias espécies de maracujazeiors (P. apetala, P. cincinnata, P. glandulosa, P.
incarnata, P. mansii, P. nitida, P. sub-rotunda) observaram a formacao de calos.

Nos ultimos anos, o potencial ornamental das passifloras tem incentivado
trabalhos de melhoramento genético, sobretudo de espécies silvestres e levado o
estabelecimento de protocolos de regeneracdo in vitro e obtencdo de plantas
geneticamente estaveis, sendo P. edulis (2n=3x= 27), P. cincinnata (2n=3x= 27) e em
P. foetida (2n=3x= 30), de (Antoniazzi et al., 2018; Silva et al., 2020; Mikovski et al.,
2021).

Recentemente, Mikovski et al. (2021) produziram plantas triploides de P.
foetida, com numero cromossémico confirmado em 2n = 3x = 30. A caracterizacao
morfoagronémica identificou plantas mais vigorosas com aumento do tamanho das
flores e folhas quando comparadas aos seus respectivos diploides, apresentando o
efeito “gigas”, caracteristica de plantas poliploides.
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A producéo de plantas triploides de Passiflora spp. representa uma importante
ferramenta nos programas de melhoramento genético do género Passiflora com vistas
a aquisicao de caracteristicas agronémicas desejaveis, mais vistosas e interessantes

para o paisagismo (Silva et al., 2020).

5. O uso de substancias antimitdticas na producao de poliploides

A inducéo de poliploidia in vitro é o método mais eficaz, mais rapido e o mais
utilizado para a formacéo de poliploides (Niazian e Nalousi, 2020; Touchell et al.,
2020), por apresentar alta taxa de duplicagdo cromossOmica, baixa porcentagem de
mixoploides ou quimeras (plantas com varia¢cdes no hiumero de cromossomos ou ha
ploidia no mesmo tecido ou 6rgéo), reduzida mortalidade de explante e requer
pequenos espacgos para conducdo do experimento, bem como exige menos
manutencgao que o tratamento direto in vivo (Eng e Ho 2019; Fu et al., 2019).

No entanto, o sucesso da geracao da poliploidia in vitro depende do
desenvolvimento e utilizacdo de protocolos responsivos que atendam as variacdes
genéticas dos taxa com diferentes tratamentos, pois cada espécie exige condicdes
exclusivas para crescimento e desenvolvimento. Também, h& plantas de dificil
regeneragao, a exemplo do que ocorre com o grupo das lenhosas (Touchell et al.,
2020).

Outros fatores criticos podem, igualmente, afetar os estudos de aumento da
ploidia e regeneracédo de plantas in vitro, ou seja, 0 genétipo vegetal, a capacidade de
regeneracao e idade do explante, a concentracéo e tempo de exposicéo das plantas
aos tratamentos com antimitéticos, assim como, a adocdo do meio de cultura e
escolha dos reguladores de crescimento vegetal e dos aditivos (Eng e Ho 2019; Zeng
et al., 2019; Niazian e Nalouse, 2020).

A aplicacdo de agentes antimitéticos, sobretudo colchicina, orizalina e
trifuralina (Esmaeili et al., 2020; Touchell et al., 2020) pode ser considerada um marco
para 0 avanco biotecnolégico na inducao de poliploidia em plantas (Skoog e Miller,
1957).

A colchicina é o principal mutagénico utilizado como bloqueador mitético
aplicado em tecidos vegetais. Seu mecanismo de ac¢ao inibe a polimerizagdo das
fibras do fuso acromético, causando a ndo-disjuncdo das cromatides irmas durante a

anafase, resultando em ndo reducéo do nivel de ploidia durante anafase (Parra-Nunez
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et al., 2020; Touchell et al., 2020). Alguns exemplos do uso da colchicina para a
inducéo de poliploides podem ser vistos em Chrysanthemum carinatum (Kushwah et
al., 2018), Eucalyptus urophylla (Yang et al., 2018), Populus canescens (Zhou et al.
(2020), dentre outros.

No entanto, tratamentos com os herbicidas trifuralina, orizalina e 8-
hidroxiquinolina, outras substancias antimitoticas, tém sido cada vez mais frequentes
pelo baixo teor de toxicidade e por apresentar maior afinidade com a proteina B-
tubulina, mesmo que em baixas concentracdes (Melloni et al., 2016; Manzoor et al.,
2019; Parra-Nunez et al., 2020). Khosravi et al. (2008) testaram o potencial dos
despolimerizantes de microtibulos da orizalina, trifuralina e amiprospemetil (APM)
para aumento no numero de cromossomos de Rosa hybrida e constataram,

estatisticamente, os mesmos efeitos em todos os tratamentos.

6. Desequilibrio meidtico em triploides

Estudos de comportamento meiético de plantas diploides, selvagens ou
cultivadas, revelam que as espécies pertencentes ao género Passiflora séo estaveis,
com raros casos de anormalidade (Barbosa & Vieira, 1997; Melo et al., 2001; Souza,
2002; Souza et al., 2003).

A meiose é um processo dinamico (Souza et al., 2008), altamente
especializado de divisdo celular, onde os cromossomos homologos de organismos
diploides realizam reconhecimento, sinapse, e recombinacéo alélica, pré-requisitos
necessarios para a correta segregagdo cromossémica na anafase | e geracdo de
progénies com metade do numero de cromossomos dos genitores na anafase Il.
(Dreissig et al., 2020; Prieto & Naranjo et al., 2020).

Apesar de muitas vezes triploides serem considerados estéreis e incapazes
de gerar descendentes, devido aos erros de pareamento na meiose, muitos individuos
3x funcionam como “ponte triploide” por apresentar a capacidade de originar
individuos tetraploides e hexaploides (Toda & Okamoto, 2016; Zhao et al., 2017; Jike
et at., 2020). Esses poliploides podem ser produzidos, naturalmente, a partir do
cruzamento e fusdo dos diferentes tipos de gametas sendo n, 2n, 3n gerados por
progenitores triploides, ou destes com outros niveis de ploidia (Yahara, 1990; Ramsey
e Schemske, 1998; Comai, 2005).
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No entanto, a estabilidade da ploidia genémica depende da regularidade e
precisdo da segregacado cromossdmica e as variacdes ou defeitos sédo resultados de
mutacdes geradoras de plantas aneuploides ou poliploides (Zamariola et al., 2014;
Prieto & Naranjo, 2020).

A meiose de plantas autopoliploides tende a ser instavel e apresentar mais
casos de infertilidade quando comparada a meiose de individuos alopoliploides. Isso
acontece devido ao maior numero de homélogos, que pareiam entre si e terminam por
formar cadeias bi, tri ou tetravalentes, resultando em desequilibrio na segregacéo
(Prieto & Naranjo, 2020). Em alopoliploides, no entanto, a presenca de cromossomos
homedlogos, de homologia parcial, contribui para maior regularidade no pareamento
cromossomico, diferentemente dos autopoliploides (Bomblies et al., 2014, 2015; Lloyd
e Bomblies, 2016; Neumann et al., 2020).

Durante a divisdo meidtica de neotriploides é comum o desequilibrio no
pareamento cromossémico e isso nhormalmente gera progénies estéreis, aborto do
zigoto apods a fusdo dos gametas masculino e feminino, ou a formacao de frutos sem
sementes (Aleza et al., 2010; Bourke et al., 2017; Wang et al., 2017; Reis et al., 2021).
Na andlise meidtica de triploides formados por hibridos interespecificos é possivel
identificar a segregacao desigual de cromossomos univalentes e bivalentes nas
células na diacinese e no dipléteno (Thomas e Thomas, 1996; Kovalsky et al., 2017;
Bourke et al., 2017). Kovalsky et al. (2017) relatou a formacdo de cadeias
cromossOmicas mono, bi e trivalentes, e configuragdes cromossOmicas lineares,
convergentes e indiferentes, durante as fases da diacinese e metafase | na analise
meiotica de progénies autotriploides de Turnera.

Além da univaléncia, o cruzamento entre hibridos alotriploide de Populus sp.
apontou outras anomalias que evidenciam o desequilibrio genético como algumas
migracdes cromossOmicas precoces e outras atrasadas, formagédo de pontes entre
cromossomos, surgimento de microndcleos, antecipacao de citocinese, assim como
fusos paralelos fundidos e microfusos, durante a metafase Il (Wang et al., 2017).

Rocha et al. (2018) fizeram comparacédo de irregularidade meidtica entre
diploide (2n = 2x = 14) e tetraploide (2n = 4x = 28) de Lolium multiflorum. Nos
tetraploides a meiose foi mais irregular e apresentou disturbios de formagéo das fibras
do fuso, assim como cadeias cromossdmicas monovalentes, bivalentes, multivalentes

e formacé&o de mixoploides.
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A selecéo natural de plantas triploides (Anderson, 1936; Nilsson-Ehle, 1936;
Kopecky et al., 2018; Sun et al., 2020) e a hibridacédo sexual sdo fenbmenos antigos.
Rhoades (1936) produziu Zea mays triploide a partir da identificacédo e realizacéo de
cruzamento de gameta feminino naturalmente ndo reduzido (2n) com um masculino

reduzido (n).

7. Barreira reprodutiva das plantas triploides

Nas plantas triploides a esterilidade é vista como um “bloco triploide” que
funciona como barreira de isolamento reprodutivo, evitando que se produza novos
progénies triploides ou pentaploides a partir do cruzamento entre diploides e
tetraploides reduzidos (Schatlowski et al., 2012; Kopecky et al., 2018; Jike et at.,
2020).

Segundo Kohler et al. (2010) o bloco triploide esta relacionado a problemas
na dosagem de contribuicdo do genoma masculino e feminino no processo de
formacdo do endosperma. Para o autor, o tecido de reserva nutritiva do embriao,
forma-se pela fusdo de um gameta masculino (1 genoma paterno), com dois nucleos
polares (2 genomas femininos). O resultado da propor¢cdo gendmica 2:1 origina um
tecido triploide, o endosperma. Na triploidia a dosagem (2:1) € alterada e causa
defasagem do conteudo de reserva.

Johnston et al. (1980) relata que a combinacao de diferentes niveis de ploidia
levam ao desenvolvimento anormal do endosperma, variacdo do tamanho ou aborto
das sementes, e a infertilidade da planta, fatores que podem ser determinados através
do balanco numérico do endosperma (EBN). Para os autores, o sistema EBN pode
ser estimado previamente e permite analisar incompatibilidades, ou subsidiar
intervencdes para restabelecimento da fertilidade das plantas, através da inducéo de
aumento da ploidia em um dos pais.

A nivel celular, a esterilidade €é causada pelo desbalanceamento
cromossOmico durante a divisdo meiotica e pode ser total ou parcial, resultando na
infertilidade das sementes ou abortamento dos frutos (Aleza et al., 2010; Wang et al.,
2016; Parra-Nunez et al., 2020). No entanto, em algumas espécies de plantas, o bloco
triploide ndo é completo e pode permitir fertilidade gamética, mesmo que reduzida e
ocorrer produgao de frutos com poucas ou nenhuma semente (Simone et al., 2006;
Aleza et al., 2010; Cardoso et al., 2018; Kopecky et al., 2018).
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A taxa de fertilidade em plantas triploides esta relacionada com o grau de
similaridade genémica intra e interespecificas, mas depende da quantidade e tipo de
conexdes das cadeias trivalentes durante a meiose, assim como, da tolerancia a
gametas aneuploides (Neumann et al., 2020).

Neotriploides naturais de Turnera resultantes do cruzamento intraespecifico
de gametas diploide-haploide (2n x n) e diploide/tetraploide (2n x 4n) geraram mais
infertilidade do grdo de pdlen que nos cruzamentos hibridos, haja vista que
apresentaram mais cromossomos monovalentes e trivalentes com problema de

orientacao e segregacao de pareamento (Kovalsky et al., 2017).

8. Caracterizacdo citogenética de Passiflora triploides formadas a partir de
cultura de endosperma.

A citogenética de passifloras triploides teve inicio com a contagem dos
cromossomos realizada por Mohamed et al. (1996) apds induzir brotacdes
organogénicas em explantes de endosperma de P. foetida (2n = 3x = 30).

Os avancos das pesquisas e tecnologias citogenéticas resultaram em uma
abordagem mais ampla para os triploides do género Passiflora, permitindo melhor
caracterizagdao e comparacao entre as plantas triploides com diploides, assim como
possibilitou a verificagdo da similaridade morfométrica cromossémica (Antoniazzi et
al., 2018; Silva et al., 2020; Mikovski et al., 2021).

Antoniazzi et al. (2018) produziram triploides de P. edulis (2n = 3x = 27) com
quantidade de DNA 2C = 5,10 pg a partir de explantes de endosperma de plantas
diploide (2n = 2x = 18) com 2C = 3,35 pg e estabeleceram um protocolo de aumento
de ploidia pela inducéo organogénica de novo de tecido endospérmico.

Silva et al. (2020) relatam a producédo de plantas triploides de Passiflora
cincinnata (2n = 3x = 27), regeneradas in vitro via cultivo de explantes de
endospérmico proveniente de genitores diploides com 18 cromossomos. Analises de
citometria de fluxo apontaram que o neopoliploide apresenta genoma 100% triploide
e corresponde a 1,5 vezes o tamanho do parental diploide.

Utilizando a mesma técnica Mikovski et al. (2021) produziu plantas triploides
de P. foetida, com quantificagdo cromossdmica confirmada em 2n = 3x = 30. A
caracterizagdo morfoagronémica identificou maior vigor destacado pelo aumento do

tamanho das flores e folhas quando comparado as plantas diploides.
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9. Bandeamento cromossdmico

A caraterizacao e contagem cromossémica dos triploides pode utilizar-se de
técnicas citogenéticas convencionais para coloracdo uniforme dos cromossomos
(Silva et al., 2020) ou optar pelo uso de corantes fluorescentes para destacar regides
cromossOmicas especificas e formar “bandas” (Pinto-Maglio e Pierozzi, 2015;
Lavinscky et al., 2017, 2021). Os fluorocromos mais utilizados nas praticas
citogenéticas sao o 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), e a cromomicina Az (CMA3)
(Brammer et al., 2015).

A dupla coloragdo com DAPI/CMAs formam padrdes diferenciais com bandas
fluorescentes em regides de constricdo secundaria, 0 que permite a contagem e a
distincdo de variacfes estruturais entre cromossomos homoélogos e permite uma
andlise mais refinada do cariétipo (Brammer et al., 2015; Singh, 2017). O DAPI
destaca regides ricas em sequéncias nucleotidicas repetitivas compostas por adenina
(A) e timina (T); enquanto o CMAs3 fluoresce regides ricas em guanina (G) e citosina
(©), frequentemente regides de constricdo secundaria (Soares-Scott et al., 2005;
Singh, 2018).

Para Viana & Souza (2012) P. edulis e P. cacaoensis apresentaram respostas
positivas para CMA3 destacando bandas na cromatina nos bracgos curtos de dois pares
de cromossomos, mas em cromossomos diferentes. Enquanto em P. edulis destacou
os satélites do primeiro e quarto par cromossémico, em P. cacaoensis o bandeamento
revelou constricdes nos sétimo e oitavo pares de homélogos.

Silva et al. (2018) observaram que a coloracdo CMAs e DAPI, além de permitir
a contagem de cromossomos e a identificacdo das constricdes secundarias,
destacaram os satélites nos cromossomos de hibridos do género Passiflora,

progénies formadas pelo cruzamento entre P. gardneri e P. gibertii.

10. Hibridizacéao Fluorescente In Situ em Passiflora

O avanco das técnicas da biologia molecular tem expandido os estudos da
citogenética, sobretudo pela marcacao de genes ou de sequéncias de DNA in tandem
de regides especificas, através da hibridizacdo fluorescente in situ — FISH, assim
como marcacao de genomas inteiros pela hibridizacdo gendmica in situ — GISH, em
casos de hibridos e alopoliploides (Soares-Scott et al., 2005; Singh et al., 2018).
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Em espécies de Passiflora, as técnicas de FISH e GISH tém sido
frequentemente utilizadas para a identificacdo da variabilidade de sitios DNAr 5S e
45S (Melo e Guerra, 2003), analise comparativa de cariotipos (Cuco et al., 2005; Silva
et al., 2018), aspectos morfolégicos (Praca et al., 2008) e identificacdo e
caracterizacdo de genomas parentais em hibridos (Belo et al., 2018).

Silva et al. (2018) realizaram a caracterizacdo cariotipicas de hibridos de
Passiflora spp. a partir das técnicas de FISH e GISH, identificaram os sub genomas
parentais e os sitios especificos de DNAr, confirmando o processo de hibridacao.

A técnica de FISH destaca sequéncias de DNAr que codificam o RNAr 5S e
os precursores dos RNAs ribossomais 28S, 18S e 5,85S (Guerra et al., 2004). E o
namero de copias do RNAr 5S e 45S pode variar entre as plantas, assim como a
localizacdo dos sitios onde estéo inseridos (Ovalle et al., 2011; Volkov et al., 2017).

Para Melo e Guerra (2003) as passifloras de numero basico cromossémico
X = 9 sdo plantas com dois sitios de DNAr 5S e seis sitios DNAr 45S (P. actinia, P.
amethystina, P. edmundoi, P. elegans, P. galbana, P. glandulosa e P. mucronata),
assim como plantas com quatro sitios de DNAr 45S (P. alata, P. edulis e P. laurifolia);
P. cincinnata esta classificada no grupo de 2 sitios DNAr 5S e 4 sitios DNAr 45S e P.
foetida destaca-se como a Unica espécie do estudo com quatro sitios de DNAr 5S e
seis sitios de DNAr 45S.

Além da marcacdo dos genes ribossomais, outros métodos de sequéncias
tandem muito utilizados na hibridizacao fluorescente in situ sédo aqueles que sondam
as regides teloméricas e centroméricas. Essas marcagfes permitem identificar
alteracdes estruturais nos cromossomos como por exemplo: delecdes, inversdes ou
translocacdes de sequéncias nucleotidicas, que poderiam causar modificacdes na
localizacdo das sondas (Soares-Scott et al.,, 2005). O mapeamento destas regides
demonstra ser uma ferramenta indispensavel para a caracterizacdo das espécies
(Ovalle et al., 2011; Volkov et al., 2017).

11. Poliploidia e alteracdo da expressao génica
A poliploidia tem desempenhado um importante papel no melhoramento de
plantas. Enquanto os autopoliploides sao formados por duplicacdo de um mesmo

genoma (AAAA), os alopoliploides sdo originados pela hibridacdo de duas espécies
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de genoma A e B, formando geracao F1 hibridos (AB) estéreis pela falta de homologia
cromossomica (Singh, 2017).

O aumento no numero de cromossomos eleva a transcricdo de RNAs e
ativacao ou silenciamento de genes, consequentemente, novos padrdes de expressao
e regulacdo génica podem ser estabelecidos (Song e Chen, 2015; lannicelli et al.,
2020).

No entanto, os efeitos da duplicacdo gendmica (Niazian e Nalousi, 2020)
variam drasticamente entre os taxa, de acordo com as especificidades de cada
mecanismo epigenético de silenciamento, regulacdo e efeitos de dose e interacdo
génica, bem como pelo grau de dominancia em homo ou heterozigose dos alelos e do
proprio nivel de ploidia (Ranney, 2006; Fasano et al., 2016).

Além disso, mudancas no metabolismo primario e secundario também podem
ocorrer (Xu et al., 2014, Li et al., 2019; Drapal et al., 2020). Hu et al. (2012) realizaram
a comparacdo da expressdo génica entre diploides e triploides de Populus
euroamericana pelo método “microarray” e constataram que folhas jovens das plantas
com trés conjuntos de cromossomos apresentaram maior expressao de genes
vinculados ao metabolismo primario, notadamente aqueles relacionados a biossintese
de microfibras de celulose, carboidratos, lipidios, nitrogenados e, principalmente, de
aminoacidos ou derivados de aminoacidos; assim como de genes ligados a regulacao
metabolica desses compostos como a glutamina e o aspartato.

O aumento do genoma amplia a area foliar e expande a quantidade, tamanho
dos estbmatos e das células-guarda que também passam a apresentar mais
cloroplastos (Fu et al., 2019; Li et al., 2019; Kurtz, et al., 2020). O incremento desses
caracteres fenotipicos favorece a elevacdo da taxa fotossintética e potencializa a

energia para producédo dos metabdlitos vegetais (Li et al., 2019).

12. O efeito “giga” e sua importancia para a agricultura

As caracteristicas fenotipicas das plantas triploides tém despertado grande
interesse agrondmico e ja desempenham um importante papel na agricultura, por
resultar em aumento de produtividade e gerar frutos de qualidade, com poucas ou
nenhuma semente, fenotipos que atendem aos mercados consumidores mais
exigentes (Thomas e Chaturvedi, 2008; Brugnara et al., 2008; Cardoso et al., 2018;

Rouiss et al., 2018; Acharya et al., 2020). Muitas culturas economicamente relevantes
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como a banana, uva, melancia, inhame, citricos e sobretudo, plantas ornamentais,
apresentam genotipos triploides de alta qualidade (Wang et al., 2016; Manzoor et al.,
2019; Ahmed et al., 2020).

A triploidia pode favorecer aspectos fenotipicos, como por exemplo, o efeito
“gigas”, em que plantas apresentam o aumento de 6rgaos vegetativos e reprodutivos,
como caule, folhas e flores. Além disso, o tempo de floracdo pode tornar-se mais
duradouro e as flores podem apresentar a coloracdo mais intensa (Jaskani et al., 2005;
Manzoor et al., 2019; Alexander, 2020; Khalili et al., 2020). Os 6rgaos maiores sao
resultado do aumento do tamanho das células vegetais pelo acréscimo no numero de
conjuntos cromossdmicos e do consequente incremento das expressdes génicas que
elevam os niveis de sintese de proteinas (Hassan et al., 2020; Niazian e Nalousi,
2020).

Plantas triploides tém sido criadas para atender ao mercado consumidor,
sobretudo de flores ornamentais. Liu et al. (2017) produziram hibrido alotriploide a
partir do cruzamento artificial interespecifico entre diploides cultivados de Helianthus
annuus (2n = 2x = 34) com espécies selvagens diploides, tetraploides (2n = 4x = 68),
hexaploides (2n = 6x = 102) e mixoploides de girassois, para promover melhoramento
genético e introduzir gene de resisténcia nos cultivares. Alexander (2017) obteve
autotriploides de horténsias ao fazer cruzamento artificial entre variedades de
Hydrangea macrophylla. Zhang et al. (2018) formaram hibridos, com trés conjuntos
completos de cromossomos, ao fazer cruzamento interploide com gametas reduzidos
de Lilium sp. diploide (2n = 2x = 24) com um espécime tetraploide (2n = 4x = 48).
Plantas triploides de P. edulis (2n = 3x = 27), P. cincinnata (2n = 3x = 27 e P. foetida
(2n = 3x = 30) foram obtidas através do cultivo de endosperma para melhoramento
das caracteristicas fenotipicas de interesse ornamentais (Antoniazzi et al., 2018; Silva
et al., 2020; Mikovski et al., 2021).

Liao et al. (2016) registraram superioridade fenotipica de triploides de Populus
por apresentar acelerado crescimento vegetativo, maior didmetro de area foliar e
indicar taxas de producéo fotossintética mais eficiente que seu respectivo diploide. Em
alotriploide de Populus, Du et al. (2020) relataram que a maioria dos genes expressos
estavam vinculados a sinalizacdo hormonal e a elevacdo das taxas fotossintéticas,
fatores que contribuem diretamente para a intensificagcdo da fixacdo de carbono,

sintese de sacarose e de amido. Resultando na diminuicdo do inicio do ciclo
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reprodutivo (Yang et al., 2018; Zhang et al., 2020). Para Antoniazzi et al. (2018) a
frequéncia dos estbmatos, bem como as medidas de comprimento e largura das
células-guarda podem ser utilizadas como parametros para identificacédo de triploides
em plantas poliploides. Silva et al. (2020) identificaram que, em triploides de P.
cincinnata, os estbmatos sdo maiores e em menor nimero quando comparados aos
seus respectivos diploides.

A alteracdo da ploidia afeta, igualmente, a nivel celular o perfil metabdlico
vegetal, pois as plantas triploides produzem mais compostos organicos e volateis
(Lourkisti et al., 2020). Algumas estratégias das plantas triploides estao relacionadas
a economia de recursos. A reducao no numero de sementes é um bom exemplo, além
de poupar a energia fotossintética que seria gasta na producdo das sementes é
redirecionada para biossintese de metabdlitos estruturais ligadas ao desenvolvimento
e adaptacao da planta (Miyashita et al., 2009; Razdan et al., 2014). No entanto, as
plantas triploides podem ser amplamente exploradas na cultura onde a reproducéo
por sementes nao se faz necessaria (Johri e Bhojwani, 1977). A esterilidade pode ser
superada pela adoc¢éo dos diversos métodos de propagacao vegetativa.

O aumento dos conjuntos de cromossomos também confere as plantas
triploides melhores respostas ao estresse ambiental, maior tolerdncia a seca e a
salinidade (Chao et al.,, 2013; Del-Pozo e Ramirez-Parra, 2014; Gaebelein et al.,
2019).
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CAPITULO Il

Caracterizacdo citogenética, comportamento meidtico e viabilidade polinica de
plantas triploides de Passiflora foetida L.

1. INTRODUCAO

A poliploidia corresponde a uma das principais forcas evolutivas em plantas e
contribui para 0 aumento da riqueza de espécies vegetais em todo o globo (Jiao et al.,
2011, Van de Peer et al.,, 2021). Estudos recentes estimam que todas as
Angiospermas ja passaram por pelo menos um evento de duplicagcdo genémica ao
longo da sua historia evolutiva (Jiao et al., 2011).

Os mecanismos de formacé&o de poliploides envolvem duas rotas. A primeira
passa pela duplicacéo de células soméaticas com uso de bloqueadores antimitoticos e
regeneragao “de novo” in vitro, pelas vias organogénicas e embriogénicas (Ramsey e
Schemske, 1998; Manzoor et al.,, 2019; Touchell et al.,, 2020). A segunda rota
correspondente a fusdo de gametas nao reduzidos (2n) durante a divisdo meidtica,
causada principalmente por falhas na segregacao cromoss6mica na anafase | e na
ndo disjuncdo das cromatides irmds na anafase Il (Ramsey e Schemske, 1998;
Dreissig et al., 2020; Prieto & Naranjo et al., 2020.

O sucesso dos individuos poliploides esta atrelado ao valor adaptativo e a
tolerancia a condi¢des adversas. Frequentemente, poliploides se adaptam com mais
facilidade nos ambientes severos, a principio, ndo ocupados por progenitores
diploides (Ramsey e Schemske, 1998; Sader et al.,, 2019). Isso ocorre porque o
aumento de cromossomos ativa ou silencia genes por conta da maior combinacéo de
alelos duplicados, criando padrdes de expressao génica capazes de interagir e evoluir
com os ambientes (Song e Chen, 2015; lannicelli et al., 2020; Ruttland et al., 2021).

Com a duplicagdo cromossbmica, as coépias génicas podem continuar
mantendo a fun¢do anterior a multiplicacdo e resultar em redundancia fenotipica; mas
também podem sofrer subfuncionalizacdo, ao dividir a funcédo génica do ancestral e
formar copias especializadas; ou promover neofuncionalizacdo, quando um dos alelos
adquire novas fungdes sem comprometer a fungao primaria da copia ancestral (Adams
& Wendel, 2005; Rutland et al., 2021).

46



A poliploidia também beneficia as espécies quando alelos deletérios sofrem
efeito de tamponamento e sdo mascarados pelas multiplas cépias alélicas de efeito
adaptativo (Soltis e Soltis, 2000; Adams & Wendel, 2005; Comai, 2005).

As vantagens da poliploidia tém atraido programas de melhoramento genético
gue estudam os processos de poliploidizacdo artificial a fim de obter fendtipos
agronomicamente desejaveis, de maneira rapida e eficiente (Wang et al., 2016;
Antoniazzi et al., 2018; Silva et al., 2020, Mikovski et al., 2021). Dentre os beneficios
da inducéo da poliploidia, podemos citar a restauracéo da fertilidade de hibridos, pois
a duplicacdo dos genomas herdados de cada parental produz alopoliploides com
conjuntos cromossémicos homoélogos duplicados, capazes de emparelhar e formar
gametas equilibrados. E 0 aumento do nimero de cromossomos eleva 0 vigor e
adaptacdo ambiental, por meio da ampliacdo da heterozigosidade (Soltis e Soltis,
2000; Comai, 2005; Ranney, 2006).

Além disso, a poliploidia causa efeito “gigas” (gigantismo) nos 6rgaos
vegetais, resultando na obtencdo de plantas com caracteres agrondmicos superiores
(Sattler et al., 2016). Segundo Mikovski et al. (2021) a analise morfométrica dos 6rgaos
vegetativos e reprodutores de plantas triploides de P. foetida apresentaram folhas
mais longas e estruturas florais maiores que a contraparte diploide. Para Sattler et al.
(2016) isto ocorre devido ao aumento do tamanho celular causado pelas mdltiplas
copias do conjunto cromossémico da espécie, incluindo sequéncias codificantes e ndo
codificantes. Consequentemente, individuos poliploides podem apresentar 6rgaos
maiores quando comparado aos respectivos diploides.

Em plantas ornamentais, a poliploidizac&o artificial tem possibilitado a criagao
de novos cultivares, por exemplo, com flores maiores (Khalili et al., 2020; lannicelli et
al., 2020), pétalas com cores intensas (Ghanbari et al., 2019) e plantas com periodo
de floragdo mais longo (Levin, 2002; Adams & Wendel, 2005).

Em Passiflora, estudos recentes tém estabelecido protocolos eficientes para
a regeneracao de plantas triploides a partir de tecido endospérmico cultivado in vitro
(Antoniazzi et al., 2018; Silva et al., 2020, Mikovski et al., 2021). Além da regeneracao
de individuos 3x, 0s estudos visam caracterizar citogeneticamente os cariotipos 2x e
3%, possibilitando uma comparacao cariotipica além de assegurar a estabilidade do

sistema de regeneracao de triploides.
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Neste contexto, a citogenética torna-se uma ferramenta eficiente por permitir
a selecao de poliploides de numero cromossémico compativel com o nivel de ploidia
esperado, além de possibilitar um estudo refinado do cariétipo, evidenciando o padréo
de heterocromatina da espécie e possiveis alteracdes cromossémicas estruturais e
numeéricas que possam surgir apés a poliploidizacdo (Melo et al., 2003, 2014; Viana e
Souza, 2012). Dentre as técnicas utilizadas para a caracterizacdo, o bandeamento
cromossémico com fluorocromos base-especificos DAPI/CMA consiste em uma
abordagem simples que permite detectar o perfil de bandas ao longo dos
cromossomos e investigar possiveis alteracdes morfoldégicas entre individuos
Brammer et al., 2015; Silva et al., 2018; Silva et al., 2020).

Até o momento, sdo poucos o0s estudos que relataram a regeneracdo de
plantas triploides de maracuja a partir do cultivo in vitro de endosperma (Antoniazzi et
al., 2018; Faria et al., 2018; Silva et al., 2020; Mikovski et al., 2021), embora o primeiro
relato tenha sido feito nos anos noventa para P. foetida L. (Mohamed, 1996), uma
conhecida espécie ornamental e medicinal de maracujazeiro. Antoniazzi et al. (2018)
estabeleceram protocolo de regeneracdo de plantas triploide (2n = 3x = 27) pela via
organogénica para P. edulis (FB300) (2n = 2x = 18), a mais importante espécie
comercial do género, e observaram que as plantas triploides obtidas eram
geneticamente estaveis. Plantas triploides de P. cincinnata também foram obtidas por
Silva et al. (2020) via cultivo do tecido endospérmico, trabalho que constatou
incremento de 1,5 vezes na quantidade dos cromossomos diploide (2n = 2x = 18), na
formacgédo de plantas triploides (2n = 3x = 27). Mikovski et al. (2021) realizaram a
guantificacdo cromossdmica de plantas triploides P. foetida regeneradas via cultivo de
endosperma e identificaram numero de cromossomos 1,5 vezes maior que O
respectivo diploide, confirmando a geracao de triploides verdadeiros com 2n = 3x = 30
cromossomos, a partir de genotipo diploide 2n = 2x = 20. No entanto, estudos
citogenéticos para caracterizacdo morfonumeérica cromossomos dessas plantas nao
haviam sido realizados.

Assim, este trabalho teve como objetivo realizar a caracterizacao cariotipica,
a analise do comportamento meidtico e da viabilidade polinica de diploides e triploides
de P. foetida, obtidos a partir da cultura de explantes de endosperma. A andlise
comparativa de ambos os citétipos contribui para o conhecimento sobre morfologia e

comportamento cromossémico, que influenciam na reproducédo e fertilidade das
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plantas, aspectos importantes que podem subsidiar novas estratégias nos programas
de melhoramento genético. Uma vez que, a descri¢cdo de caribtipos permite identificar
e selecionar possiveis materiais com caracteristicas fenotipicas desejaveis, sobretudo

de plantas ornamentais que passaram por processos de poliploidizacao.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencéao de plantas triploides

As amostras foram coletadas de plantas adultas de P. foetida diploides,
germinadas de sementes, e as plantas triploides obtidas pela regeneracdo de
endosperma in vitro (Mikovski et al., 2021). Todas as plantas foram cultivadas em casa
de vegetacao do Laboratério de cultura de tecidos vegetais da Universidade do Estado
de Mato Grosso — UNEMAT, Campus de Tangara da Serra. Parte dos estudos
citogenéticos foram realizadas no Laboratério de Genética e Biotecnologia da
Universidade Federal de Juiz de Fora - UFJF.

2.2 Caracterizacao do cariotipo

Para a andlise citogenética meristemas radiculares de plantas triploides,
regeneradas a partir do endosperma e cultivadas in vitro, e de plantas diploides
originada de sementes, foram pré-tratados com o blogueador mitético 8-
hidroxiquiloneina (HQ) 0,003M, por 8 horas, a 4 °C. Decorrido o bloqueio, 0s
meristemas foram lavados em agua purificada e, devidamente, fixados em etanol e
acido acético (3:1), por no minimo 24 horas, a 4 °C. A remoc¢éo da parede celular
ocorreu a partir da solu¢do enzimatica Pectinase (Sigma) e Celulase (Serva-Onozuka
R-10), nas concentracdes de 20% e 2%, respectivamente, por cerca de 4 horas, a 37
°C. As laminas foram confeccionadas a partir da técnica de dissociacao celular por
maceracéo e secas ao ar livre (Carvalho e Saraiva, 1993; 1997) e coradas com 4-6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI, Sigma, EUA). As analises foram realizadas em
microscopia de fluorescéncia Olympus BX51, acoplado a uma camera Olympus BX51,
onde 30 metéafases foram avaliadas e fotografadas.

As medidas cromossdmicas foram produzidas usando o software Image J
ProPlus (Media Cybernetics™). O idiograma foi montado com base na observacao de
10 metafases e organizado em ordem decrescente do comprimento do brago curto.

Os cromossomos foram classificados de acordo com a razao entre os bracos, usando
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a nomenclatura de Levan et al. (1964). Além disso, foi calculado o comprimento
relativo dos cromossomos (CR = comprimento total / complemento monoploides x
100) e complemento monoploide (comprimento total de todos os cromossomos / pelo

numero da ploidia).

2.2.1 Bandeamento cromossémico com fluorocromos base especificos

Para a caracterizacdo de heterocromatina foi realizado o bandeamento
cromossémico com os fluorocromos DAPI (4,6-diamidino-2-phenilindole) e CMAs3
(Cromomicina A3). O bandeamento foi realizado de acordo com o protocolo de
Schweizer (1976). Aproximadamente, 30 uL de CMA (0,1mg mL) foram adicionados
as laminas, que foram incubadas em camara escura por uma hora. Decorrido o tempo
de incubacédo, as laminas foram lavadas com agua destilada e em seguida foram
adicionados 30 pL de distamicina (DA), por 30 minutos, contracorante que aumenta o
contraste ligando-se as bases AT (Zanela, 2009). Sequencialmente, as laminas foram
coradas com DAPI (1ug mL), incubadas durante 30 minutos e montadas em meio
Antifade. As analises foram realizadas em microscopia de epifluorescéncia Olympus

BX51. Pelo menos 30 metafases bandeadas foram avaliadas.

2.3 Andlise do comportamento meidtico de Passiflora foetida

Para a analise do comportamento meiotico foram coletados 30 botdes florais
de P. foetida, em estadio inicial de desenvolvimento, com tamanho estimado entre 5
mm e 8 mm. As amostras foram fixadas em solu¢cdo Carnoy (etanol: acido acético 3:1)
e conservadas em freezer a -20 °C, até 0 momento das analises.

As laminas foram confeccionadas de acordo com a técnica de esmagamento.
Apos o procedimento de fixacdo, os botdes umedecidos com acido aceético 45%, foram
abertos para a retirada das anteras, com auxilio de microscopio estereoscoépico e
agulhas. As anteras foram maceradas para a expulsdo dos meidcitos. Em seguida, foi
adicionada uma gota de orceina acética 5%, e o material foi esmagado entre lamina
e laminula. Figuras representativas das irregularidades foram fotografadas por meio
de uma camera Olympus DP72 de video acoplada ao microscopio e digitalizadas por
meio do software Image Pro Plus 4.5 (Media Cybernetics). Foram realizadas as

analises do comportamento meidtico das plantas diploides e triploide para
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estabelecimento do niumero cromossémico na condicdo haploide e verificacdo de

irregularidades nas divisdes meidticas | e Il.

2.4 Andlise da viabilidade polinica

Para a avaliagdo de viabilidade polinica adotou-se o teste com diacetato de
fluoresceina (FDA) (Heslosp-Harrison e Heslosp-Harrison, 1970). Botdes florais em
pré-antese, coletados no periodo matinal, foram abertos com agulhas para retirada
das anteras e dissecados para a liberacdo dos pdlens. Em seguida, uma gota da
solugéo de diacetato de fluoresceina, dissolvida em acetona 2mg mL, e combinada
com sacarose a 10%, foi adicionada aos graos. O material biolégico foi comprimido
entre lamina e laminula, e selado com esmalte incolor. Apés 15 minutos no abrigo de
luz, os graos foram analisados em microscopia de epifluorescéncia (Olympus BX 51).
No total, foram avaliados 1000 grédos de pdlens, 200 em cada uma de um conjunto de

cinco laminas, pelo método de observacao e varredura em cinco campos aleatorios.

3. RESULTADOS

3.1 Caracterizacao cariotipica de plantas diploides e triploides de P. foetida

A andlise citogenética do cariétipo de P. foetida produzida através da
germinacdo de sementes confirmou que o CitGtipo pertence ao grupo com namero
basico haploide x = 10 e apresenta natureza diploide com 2n = 2x = 20 cromoSsomos.

No bandeamento cromossémico convencional utilizando a dupla coloracao
com fluorocromos DAPI e CMAg3, foi possivel observar que o corante DAPI corou 0s
cromossomos, mas nao destacou bandas especificas ricas em AT (Figuras 1A e C);
jd& o CMAs3 apresentou resultado positivo, fluorescendo em regides de constricdo
secundarias, constituidas principalmente por bases CG, na regido proximal do braco
longo do par cromossdmico 2 e na regido proximal dos bragos curtos do par
cromossomico 3 (Figura 1B e D).

A analise morfométrica do caribtipo permitiu a classificacdo de oito pares de
cromossomos metacéntricos (cromossomos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8) e dois pares
submetacéntricos (9 e 10), caracterizado por cromossomos pequenos de morfologia

simétrica. A formula cariotipica (FC) observada neste citétipo foi FC = 8m + 2 sm.
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Figura 1. Metéafase representativa do cit6tipo do diploide de P. foetida: cromossomos
corados com o fluorocromo DAPI (A); cromossomos corados com o fluorocromo
CMA3 (B), setas indicam sitios CMA3+. Cariograma representando 0s pares
cromossomicos corados com o fluorocromo DAPI (C), e corados com o fluorocromo
CMA3 (D), destacado nos pares cromossémicos 2 e 3

O maior cromossomo observado mediu 2,19 pum e teve o comprimento relativo
estimado em 6,77% da soma total de todo o cariétipo. O menor cromossomo
observado mediu 1,25 um e apresentou comprimento relativo de 3,86% da medida
total dos cromossomos.

A maior razdo entre bracos foi medida no cromossomo 9 com 2,04,
caracterizando um cromossomo submetacéntrico, enquanto a menor razéo foi
registrada nos cromossomos 4 que apresentaram a relacéo braco longo pelo brago
curto de 1,10.

O caridtipo diploide de P. foetida apresentou um comprimento absoluto
cromossomico de 32,28 um, o lote haploide apresentou 16,14 um. As quantificacdes

consideraram as medidas das constricdes secundarias.
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Tabela 1. Morfometria dos cromossomos de plantas de P. foetida diploide

Cromossomo Comprimento (um) Razdo Classificacdo Comprimento
i 0
Brago  Brago Total relativo (%)
curto longo
1 0,91 1,03 1,94 1,13 m 6,02
1 0,91 1,03 1,93 1,13 m 5,98
2 0,90 1,29 2,19 1,43 m 6,77
2' 0,87 1,25 2,12 1,44 m 6,58
3 0,75 1,14 1,89 1,52 m 5,84
3 0,74 1,12 1,86 1,52 m 5,76
4 0,71 0,79 1,50 1,10 m 4,64
4 0,71 0,79 1,50 1,11 m 4,64
5 0,68 0,80 1,48 1,19 m 4,58
5' 0,67 0,80 1,46 1,19 m 4,54
6 0,64 0,80 1,44 1,25 m 4,45
6' 0,63 0,79 1,42 1,25 m 4,41
7 0,63 0,75 1,38 1,19 m 4,27
7 0,63 0,75 1,37 1,19 m 4,26
8 0,62 0,69 1,30 1,11 m 4,04
8' 0,59 0,66 1,25 1,11 m 3,86
9 0,53 1,07 1,60 2,03 sm 4,96
9 0,52 1,06 1,58 2,04 sm 4,90
10 0,51 1.04 1,56 2,03 sm 4,82
10 0,50 1,01 1,51 2,01 sm 4,69
Total 32,28 um 100%

A analise do cariétipo confirmou a natureza triploide de P. foetida regeneradas
a partir do cultivo in vitro do tecido endospérmico. O citétipo apresentou nimero basico
cromossOmico x = 10 e na forma triploide 2n = 3x = 30 cromossomos.

Do mesmo modo que no diploide, os citétipos triploides ndo apresentaram
sitios positivos para a coloracdo com DAPI (Figuras 2A e C), mas responderam
positivamente a coloracdo com o fluorocromo CMA3, marcando 6 bandas em regides
heterocrométicas mais condensadas, representadas pelas constricbes secundarias,
ricas em citosina (C) e guanina (G), onde foram identificados os satélites (segmentos
cromossOmicos afastados), situados na regido proximal dos bracos longos do
cromossomo 2 e na regido proximal dos bracos curtos do cromossomo 3 (Figuras 2 B
e D).
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Figura 2. Metafase representativa do citotipo do triploide de P. foetida: cromossomos
corados com o fluorocromo DAPI (A); cromossomos corados com o fluorocromo
CMA3 (B), setas indicam sitios CMA3+. Cariograma representando 0s conjuntos
cromossOmicos corados com o fluorocromo DAPI (C), e corados com o fluorocromo
CMA3+ (D), destacado nos trios cromossomicos 2 e 3

A andlise morfométrica do cariotipo permitiu a classificacdo dos cromossomos
em metacéntricos (cromossomos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8) e dois trios submetacéntricos
(cromossomos 9 e 10). A espécie Passiflora foetida possui cromossomos pequenos,
de morfologia relativamente simétrica. O maior cromossomo mediu 1,99 um e o menor
0,93 um. O comprimento relativo observado para estes cromossomos foi de 4,59% e
2,15%, respectivamente. O comprimento do lote monoploide encontrado neste citétipo
foi de 14,44 pm.

Do mesmo modo, a maior razao entre os bragos foi registrada no cromossomo
9, onde a razédo do braco longo pelo braco curto correspondeu a 2,24, caracterizando
um cromossomo submetacéntrico. A menor razdo mensurada foi observada no

cromossomo 8, correspondente a 1,02.
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Tabela 2. Morfometria dos cromossomos de P. foetida triploide.

Cromossomo Comprimento (um) Razao Classificacdo Comprimento
i 0
Brago  Brago Total relativo (%)
curto longo

1 0,88 1,05 1,93 1,19 m 4,45
1 0,88 0,90 1,78 1,03 m 4,12
1" 0,88 0,90 1,78 1,03 m 4,10
2 0,83 1,16 1,99 1,40 m 4,59
2' 0,82 1,15 1,97 1,40 m 4,55
2" 0,81 1,13 1,94 1,40 m 4,48
3 0,73 1,02 1,75 1,39 m 4,04
3 0,73 1,02 1,75 1,39 m 4,04
3" 0,72 1,00 1,72 1,39 m 3,97
4 0,56 0,82 1,38 1,46 m 3,19
4 0,56 0,82 1,38 1,46 m 3,19
4" 0,55 0,82 1,37 1,49 m 3,16
5 0,55 0,76 1,31 1,38 m 3,02
5' 0,55 0,76 1,31 1,38 m 3,02
5" 0,55 0,77 1,32 1,39 m 3,05
6 0,54 0,72 1,26 1,34 m 2,91
6' 0,53 0,74 1,27 1,39 m 2,93
6" 0,53 0,74 1,27 1,39 m 2,93
7 0,53 0,68 1,21 1,28 m 2,79
7 0,53 0,66 1,19 1,25 m 2,75
7" 0,53 0,66 1,19 1,25 m 2,75
8 0,46 0,48 0,94 1,04 m 2,17
8' 0,46 0,47 0,93 1,02 m 2,15
8" 0,46 0,47 0,93 1,02 m 2,15
9 0,45 1,01 1,46 2,24 sm 3,37
9 0,45 0,99 1,44 2,20 sm 3,32
o 0,45 0,99 1,44 2,20 sm 3,32
10 0,44 0,94 1,38 2,14 sm 3,19
10' 0,44 0,93 1,37 2,10 sm 3,16
10" 0,44 0,93 1,37 2,10 sm 3,16
Total 43,32 um 100%

3.2 Comparacdo cariotipica entre diploide e triploide de P. foetida

A comparacdo morfométrica dos cariétipos de P. foetida permitiu confirmar
gue os gendtipos estudados correspondem aos citotipos diploides, com 2n = 2x = 20
cromossomos, e triploides, 2n = 3x = 30. Também permitiu observar pequenas
variacdes na quantificacdo das médias dos cromossomos.

Os lotes monoploides de P. foetida diploide (2x) e triploide (3x) foram

representados na forma de idiogramas (Figura 3). Os cromossomos foram distribuidos
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em ordem decrescente do brac¢o curto e alinhados pela regido centromérica. Cada
cromossomo foi determinado pelas médias das medidas dos bracos curtos (BC),
bracos longos (BL), comprimento total (CT) e razdo entre bracos (R) dos conjuntos
homoélogos (Tabela 4). Nos idiogramas também foram destacadas as regides de
constricdo secundaria que fluoresceram sob a agcdo do CMA, facilmente identificadas
nos dois niveis de ploidia na regido proximal do braco longo do cromossomo 2 e do
braco curto do cromossomo 3.

A razao entre os bracos permitiu a identificacdo e classificacdo de oito
cromossomos metacéntricos (m) e 2 submetacéntricos (sm) para ambos os citétipos,

guando analisado o complemento monoploide.

1 2 3 a 5 6 7 8 9 10 11 2 3 4 5 6 7 8 9 10

05 A 05 1
a4 o4 l
05 05 -

m m m m m m m m m m m m m m m m

1

sm  sm 154 sm  sm
P. foetida 2x F. foetida 3x

Figura 3. Idiograma representativo do complemento monoploide de P. foetida diploide
(2x) e triploide (3x). As marcas CMA3+ séo destacadas em amarelo nos cromossomos
2 e 3; cromossomo metacéntrico (m) e submetacéntrico (sm)

1.5 -

Em P. foetida diploide, a maior média de comprimento do bracgo curto (BC) foi
registrada no cromossomo 1, que mediu 0,91 um; a menor média foi observada no
cromossomo 10, calculada em 0,51 um de comprimento. No cariotipo triploide a maior
média de braco curto (BC) também foi determinada no cromossomo 1, mas
correspondeu a 0,88 um; e a menor média foi observada no cromossomo 10,
guantificada em 0,44 um.

A maior média de tamanho braco longo (BL) de P. foetida diploide foi
guantificada no cromossomo 2, estimada em 1,27 um e a menor média foi calculada
no cromossomo 8, calculada em 0,67 um. No triploide, esses resultados foram
observados nos mesmos cromossomos, mas com valores diferentes, com maior

média do braco longo, correspondente a 1,15 um e a menor medida 0,47 pum.
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A média do comprimento total (CT) do maior cromossomo de P. foetida
diploide foi determinada no cromossomo 2, com a medida de 2,16 um (13,35%) e a
menor média foi observada no cromossomo 8, calculada em 1,28 um (7,90%). Em P.
foetida triploide a média do comprimento total foi igualmente registrada no
cromossomo 2, calculada em 1,97 um (13,62%); a menor média foi estimada no

cromossomo 8, correspondente a 0,93 um, cerca de 6,46% do cariétipo.

Tabela 3. Comparacéo das médias morfométricas de homélogos entre diploide e
triploide de P. foetida

Média cromossémica (um)

Pares 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Diploide
BC 0,91 0,88 0,74 0,71 0,67 0,64 0,63 0,61 0,52 0,51
BL 1,03 1,27 1,13 0,79 0,80 0,80 0,75 0,67 1,07 1,03
CT 1,94 2,16 1,87 1,50 1,47 1,43 1,38 1,28 1,59 1,54
R 1,13 1,44 1,52 1,10 1,19 1,25 1,19 1,11 2,04 2,02
CL m m m m m m m m sm sm
CR 12,00% 13,35% 11,60% 9,28% 9,11% 8,86% 8,53% 7,90% 9,86% 9,51%
Triploide
BC 0,88 0,82 0,73 0,56 0,55 0,53 0,53 0,46 0,45 0,44
BL 0,95 1,15 1,01 0,82 0,76 0,73 0,67 0,47 1,00 0,93
CT 1,83 1,97 1,74 1,38 1,31 1,27 1,20 0,93 1,45 1,37
R 1,08 1,40 1,39 1,47 1,38 1,37 1,26 1,03 2,21 2,11
CL m m m m m m m m sm sm

CR 12,67% 13,62% 12,05% 9,53% 9,09% 8,77% 8,29% 6,46% 10,02% 9,51%
Legenda. Braco curto (BC), braco longo (BL), comprimento total (CT), razao entre os
bragos (R), classificagéo (CL), comprimento relativo (CR), cromossomos metacéntrico
(m), submetacéntrico (sm).

As maiores médias da razdo entre bracos (R) em P. foetida diploide foram
verificadas nos cromossomos submetacéntricos 9 e 10, correspondentes a 2,04 e
2,02; e a menor média foi registrada no cromossomo 4, equivalente a 1,10. No cit6tipo
triploide, a maior média da razéo entre bracos (R) também ocorreu nos cromossomos
9 e 10 (submetacéntricos), mesurados em 2,21 e 2,11, mas a menor razao foi
identificada no cromossomo 8, medida em 1,03.

A comparacdo do comprimento relativo (CR) de P. foetida revelou que nas
plantas diploides o maior cromossomo representa 13,35% do cariétipo e o menor
7,90%; engquanto no triploide o maior cromossomo corresponde a 13,62% e 0 menor
6,46% do cariétipo.
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3.3 Comportamento meidtico de P. foetida triploide

A andlise do comportamento meiético de triploides de P. foetida (2n = 3x =
30), regenerada através do cultivo in vitro do tecido endospérmico apresentou
irregularidades cromossémicas demonstrando configuracdes dessinpticas e
formagéo de cromossomos monovalentes e/ou composicao de cadeias trivalentes, em
préfase I. Adicionalmente, irregularidades relacionadas a segregacao cromossdémica
também foram observadas ao longo da formacéo das células-mée do gréo de polen

(CMP) durante todo o processo de microsporogénese (Figura 4A-H).

PR - ‘ I R T

Figura 4. Comportamento meiético de triploide de P. foetida. As ponteiras de setas
indicam: presenca de cromossomos uni e trivalentes em diacinese (A); cadeia
cromossbmica em profase | (B); cromossomos retardatarios (C, D) e migracao
cromossbémica precoce em metéfase | (E); segregacao atrasada durante anéafase |
(G); fragmentos de pontes cromossémicas em terminacao na telofase | (F); citomixia
entre micrésporos adjacentes (H); formacao de triade em tel6fase Il (I). A barra mede
5 um
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Durante a diacinese, na profase da meiose 1, foi possivel identificar
anormalidades com formacao de cadeias cromossdmicas uni e trivalentes (Figura 4A)
e cadeias cromossOmicas (Figura 4B).

Na metéfase |, foi possivel identificar cromossomos ndo incorporados ao
conjunto congressado, alinhados pelo centrbmero, na placa equatorial meidtica e
cromossomos retardatarios (Figuras 4C e D). Do mesmo modo, foram registrados
Cromossomos em processo de migracao precoce na direcao dos polos (Figura 4E).

Na anéfase | foram registrados cromossomos retardatarios (Figura 4F). Na
teléfase | foram identificados fragmentos cromossémicos remanescentes de pontes,
em processo de terminacédo (Figura 4G).

Durante a divisdo também foi possivel observar a ocorréncia de citomixia

(Figura 4H) e ao final da divisao foi registrada a formacao de triade (Figura 4l).

3.4 Viabilidade polinica de P. foetida

Na analise de viabilidade polinica os graos de polen responderam a coloracao

com diacetato de fluoresceina (FDA).

Figura 5. Analise de viabilidade polinica de botdes florais de P. foetida triploide. As
setas indicam gréos de poélen viaveis: nucleos corados com diacetato de fluoresceina
- FDA (A); gréo de pélen viavel de planta triploide (B); comparacéao entre grao de pélen
triploide (maior) e diploides (menor), produzidos pelo triploide de P. foetida (C). Os
graos de polen inviaveis: menores, ndo-florescentes e nucleos ndo-corados. A barra
mede 10 pum
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A quantificacdo dos gréos de polen coletados do botéo floral em pré-antese
de P. foetida diploide somaram um total de 1.102 grdos, sendo 887 (75,77%)
classificados como viaveis e 215 (24,23%) identificados como inviaveis. Nas plantas
triploides, foram estimados 1.034 grdos de podlen, destes 800 (70,75%) foram
considerados inviaveis (Figura 5A-C) e apenas 234 (29,25%) foram tidos como
viaveis.

Os grédos de podlen inviaveis permaneceram opacos ou translicidos em

microscopia fluorescente.

Tabela 4. Viabilidade polinica de plantas de P. foetida diploide e triploide.

Viabilidade Polinica P. foetida 2x P. foetida 3x
No. Grao de No. Grao de
Polen Frequéncia % Pdlen Frequéncia %
Graos de polen viaveis 887 75.77 % 234 29,25 %
Gréos de pdlen inviaveis 215 2423 % 800 70,75 %
1.102 100 1.034 100
4. DISCUSSAO

A caracterizacao citogenética confirmou a natureza triploide de P. foetida (2n
= 3x = 30) produzida a partir do cultivo de explantes de endosperma coletados de
plantas diploides (2n = 2x = 20). A quantificagdo cromossomica corrobora com
Mikovski et al. (2021) ao determinar que plantas regeneradas de tecido de reserva de
P. foetida sao triploides verdadeiros. Conclusdes semelhantes foram relatadas por
Antoniazzi et al. (2018), em estudo de triploides de P. edulis; e Silva et al. (2020), em
trabalho com P. cincinnata.

A andlise do caribtipo permitiu classificar os conjuntos monoploides da P.
foetida no grupo x = 10 (Melo et al., 2001) e definir os cromossomos como pequenos,
ligeiramente simétricos. Melo e Guerra (2003) relatam que a espécie P. foetida
apresenta cromossomos de tamanhos reduzidos, de comprimento maiores que 0s
cromossomos do grupo X = 6, mas menores que os da classe x = 9.

Os cromossomos das plantas diploides e triploides de P. foetida responderam
a dupla coloracdo DAPI/CMAs; porém, apenas cromomicina-Az formou bandas,
destacando as regibes de constricAo secundarias, ricas em citosina e guanina.
Respostas fluorescentes foram relatadas para plantas diploides e hibridas do género

Passiflora, mas em diferentes sitios cromossémicos. Segundo Viana e Souza (2012)

60



a coloragdo a CMAz+ destacou as zonas de constricdo e satélites nos cromossomos
1 e 4 em P. edulis e P. cacaoensis. Para Coelho et al. (2016) o CMAs+ formou bandas
nos bracgos longos dos cromossomos 6 e 8 em hibridos de P. cincinnata x P. edulis.)
O bandeamento CMAs+ em hibridos resultantes do cruzamento entre P. gardneri x P.
gibertii, permitiram a contagem cromossémica e a observagéo dos satélites, o que ndo
seria possivel através da coloragédo convencional (Silva et al., 2018).

A coloracéo diferencial CMAs+ formou quatro bandas no diploide e seis no
triploides de P. foetida, resultando na marcacao fluorescente da constricdo secundaria
e identificacdo dos satélites nas regioes proximais dos bracos longos do cromossomo
2 e bracos curtos do cromossomo 3. Entretanto, Melo et al. (2001) relataram a
formacdo de bandas CMAs+ em trés pares cromossémicos em P. foetida diploide,
sendo um em regido terminal e dois pares em regiao proximal. Melo e Guerra (2003)
destacaram que individuos 2n de P. foetida apresentaram constricbes secundarias
proximais em trés pares de cromossomos.

Tanto no cit6tipo diploide como no triploide os cariétipos apresentaram oito
cromossomos metacéntricos e dois submetacéntricos. De modo geral, o género
Passiflora é formado, predominantemente, por espécies diploides, com morfologia
cromossOmica relativamente simétrica, composta por cromossomos metacéntricos e
submetacéntricos (Melo et al., 2001, 2014; Melo e Guerra 2003). Mas, pode haver
ocorréncias de cromossomos acrocéntricos (Leite et al., 2019).

O comportamento meidtico da P. foetida (Melo et al., 2001), assim como da
maioria das espécies do género Passiflora, apresenta regularidade na divisdo meiotica
acima de 90% (Souza et al., 2008). A exemplo do que ocorre com P. cincinnata (Souza
et al., 2002; Coelho et al., 2016), P. edulis (Barbosa & Vieira, 1997; Coelho et al.,
2016). No entanto, Souza e Pereira (2011) identificaram irregularidades meidticas de
cromossomos atrasados ou com migracdo precoce em 14 espécies nativas e
domesticadas de maracujas.

Os raros casos de anormalidades sao resultados de orientacdo irregular do
fuso acromatico ou formacédo de pontes cromossdmicas, fragmentos de cromatina
remanescente da disjuncdo metafasica, observadas durante a anafase (Barbosa &
Vieira, 1997; Kiihl et al., 2011; Pereira et al., 2017).

A analise de comportamento meidtico de P. foetida triploide (2n = 3x = 30)

identificou a formacédo de univalentes, trivalentes e cadeias cromossémicas, durante
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a diacinese na profase da meiose I. As configuragdes univalentes e tetravalente
também ja foram observadas em maracujazeiros nativos (Souza e Pereira, 2011).
Esses resultados corroboram com Reis et al. (2021) ao relatar a formacdo de
dessinapses e pareamento multivalentes em diacinese de triploides naturais de L.
alba. Kovalsky et al. (2017) observaram a formacéo de cadeias cromossOmicas uni,
bi e trivalentes em autotriploides de Turnera durante as fases de diacinese e metafase
l.

Na meiose anormal a quantidade de cromossomos nas cadeias é variavel
(Barbosa et al., 2007) e a formacdo de cromossomos monovalentes ou cadeias
trivalentes ocorre porque os genaétipos poliploides apresentam duas ou mais cépias
de cromossomos homadlogos como parceiros potenciais, capazes de emparelhar,
formar sinapses e realizar recombinacdo de sequéncias cromossomicas durante o
paquiteno, na profase | (Morgan e Wegel, 2020; Prieto & Naranjo, 2020). A alta
frequéncia de cromossomos monovalentes e trivalentes com orientacbes nao
convergente durante a citocinese, influéncia nas demais fases da meiose e pode
resultar na formacdo de gametas desbalanceados e néo viaveis (Morgan e Wegel,
2020; Prieto & Naranjo, 2020).

O comportamento meiético de P. foetida triploide exibiu cromossomos
atrasados e nao incorporados ao conjunto congressados na placa equatorial meiética
durante a metafase I, como consequéncia do desequilibrio iniciado na profase |
(Souza e Pereira, 2011). Configuracdo semelhante foi relatada para a espécie
Passiflora serrato digitata (Kiihl et al., 2011) e diferentes percentuais para as espécies
P. gibertii (34%), P. suberosa (24,9%), P. mucronata (16,2%), P. pentagona (12,5%)
e P. edulis (11%) (Souza e Pereira, 2011). Durante a metafase | também foram
observados cromossomo com migracéo precoce em direcao aos polos.

Na anéafase | foram observados cromossomos tardios resultado semelhante
ao encontrado por Kiihl et al. (2011) em P. serrato digitata e em hibridos de espécies
do género Passiflora que resultaram na formacao de micrésporos anormais (Soares-
Scott et al., 2003). Os tardios da anafase | sdo os cromossomos univalentes ndo-
pareados na diacinese ou que apresentaram terminacdes tardias dos quiasmas. Na
anéafase regular, os cromossomos sofrem disjuncéo ao ser arrastados para os polos
celulares pela forca motora do encurtamento dos microtibulos em processo de

degradacdo movida pelo cinetocoro (proteina que ancora e despolimeriza 0s
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microtubulos) (Souza-Kaneshima et al., 2010; Potapova e Gorbsky, 2017; Singh,
2018).

A analise do comportamento meidtico de P. foetida triploide apresentou
citomixia. Configuragdo cromossdmica também observada durante o zigéteno, na
profase |, da meiose de L. alba (Reis et al., 2021). O processo de citomixia
corresponde a canais de comunicacgao entre células para transferéncia de cromatina,
0 que pode resultar em desbalanceamento cromossémico e formacao de gametas néo
reduzidos e desbalanceados. As citomixias sdo mais comuns no final da profase 1, no
zigéteno e paquiteno, mas também podem ocorrer na meiose Il, entre a citocinese e
a formacéo das tétrades (Baquar e Afag-Husain, 1969; Mursalimov et al., 2013, 2020;
Devi e Sharma, 2021).

No produto pés-meidtico a formacédo de triade ao invés de tétrade no final da
meiose |l € um indicador da formacgédo de gametas néo reduzidos. Algumas espécies
como a P. pentagona e P. suberosa, podem apresentar comportamento meiético
incomum e formar diade e triade no produto pés-meidtico (Souza et al., 2003). Souza
e Pereira (2011) relatam que a formacao de triades foram irregularidades observadas
em quase todas as espécies nativas ou domesticadas do género Passiflora, em
propor¢cdes que variaram de 1,6% em P. amethystina a 9,9% em P. suberosa. O
acumulo ou reducdo da quantidade de cromatina na formacédo do produto pos-
meiotico pode contribuir para variacdo de tamanho e nimero do micrésporo e resultar
na reducdo da viabilidade polinica e, consequentemente, na reducdo da fertilidade
dos gendtipos (Soares-Scott, 2003; Pozzobon et al., 2011; Shin et al., 2021).

Durante a divisdo meiética de plantas triploides € comum o desequilibrio no
pareamento cromossdmico e isso, normalmente, gera progénies estéreis, com aborto
do zigoto apoés a fusdo dos gametas masculino e feminino, ou a formacao de frutos
sem sementes (Aleza et al., 2010; Bourke et al., 2017; Wang et al., 2017; Prieto &
Naranjo, 2020). Reis et al. (2021) relata que a maior frequéncia de anormalidades
meioticas em plantas triploides de Lippia alba contribui para elevacédo dos niveis de
infertilidade dos graos de pélen.

Conforme o esperado, a comparacéo da analise de viabilidade polinica entre
P. foetida triploide (2n = 3x = 30) com a planta diploide (2n = 2x = 20), produtora do
endosperma utilizado como explante na cultura de tecidos, permitiu observar que as

plantas com dois conjuntos cromossémicos apresentaram elevada taxa de viabilidade
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de gréos de pélen, cerca de 75,77%; enquanto os triploides apenas 29,25% dos graos
de pdlen demostraram ser viaveis. Esses resultados explicam o fato de as plantas
triploides analisadas estarem produzindo frutos e sementes, embora em pequena
guantidade, e cria perspectivas para novos trabalhos de melhoramento de Passiflora
foetida.

5. CONCLUSAO

A andlise do caridtipo permitiu verificar que, morfologicamente, o0s
cromossomos tanto das P. foetida germinadas por semente, como das plantas
regeneradas de tecido endospérmico, ndo apresentaram diferencas significativas
entre si. Os caridtipos de ambos os citotipos destacaram bandas CMA* nos
cromossomos 2 e 3. Além disso, os cari6tipos 2x e 3x apresentaram 0ito Cromossomos
metacéntricos e dois submetacéntricos.

A Unica variacdo observada foi a numeérica, pois as plantas originadas de
sementes apresentaram natureza diploide com 2n = 2x = 20 cromossomos € as
desenvolvidas pelo cultivo de endosperma possuiam 2n = 3x = 30 cromossomos. Um
incremento de 50% no complemento haploide, pois as duas plantas tiveram o nimero
basico cromossbémico quantificados em x = 10. Sendo, portanto, factivel determinar a
formagé&o de um triploide verdadeiro.

O estudo do comportamento meiotico de P. foetida triploide revelou que o
aumento do numero de cromossomos homélogos produziu configuracbes
cromossOmicas irregulares que resultaram na reducéo da taxa de fertilidade dos graos
de pdlen, mas ndo causaram alteracées no perfil cromossdémico.

A analise citogenética de plantas triploides, obtidas a partir da cultura de
explantes de endosperma, produziram informacdes inéditas e importantes sobre
morfologia e comportamento cromossomico de Passiflora foetida. Uma vez que, a
descricdo de caridtipos poliploides permite identificar e selecionar materiais com
caracteres agrondémicos desejaveis. Além disso, a compreensdo do comportamento
meiotico e dos mecanismos que influenciam na fertilidade da espécie nos processos
de poliploidizacéo, podem subsidiar a ado¢éo de novas estratégias aos programas de
melhoramento genético para produzir plantas ornamentais com caracteristicas

fenotipicas desejaveis.
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