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EXTRATO 

 

SANTOS, Gonçalo Silva, M. S., Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus, fevereiro de 

2014. Citogenética clássica e molecular na progênie híbrida F1 do cruzamento Passiflora 

gardneri MAST x Passiflora gibertii N.E. BROW. Orientadora: Margarete Magalhães de 

Souza. 

 

As passifloras destacam-se como plantas ornamentais devido à beleza e originalidade de suas 

flores. No mercado de plantas ornamentais, os híbridos de Passiflora L. merecem destaque 

devido à possibilidade da produção de novas plantas que possuam flores com novos formatos 

e novas cores. No Brasil, a produção de híbridos de Passiflora geralmente tem sido feita entre 

espécies silvestres e P. edulis Sims, com o interesse de transferir genes de resistência das 

espécies silvestres para a cultivada. No entanto, a produção de híbridos para fins ornamentais 

tem ganhado espaço no país. Este trabalho teve como objetivo caracterizar e confirmar a 

paternidade dos híbridos obtidos do cruzamento entre P. gardneri Mast x P. gibertii N. E. 

Brown utilizando a citogenética clássica e molecular. As células metafásicas foram obtidas de 

ápices de raízes pré-tratadas com 8 Hidroxiquinolina. As lâminas foram preparadas pela 

técnica de esmagamento e mantidas a -20 ºC até a aplicação das técnicas. A coloração 

convencional foi feita com Giemsa 2% para contagem do número cromossômico dos 

genitores e híbridos. O número cromossômico (2n = 18) não variou entre os genótipos 

analisados. O cariótipo dos híbridos apresentou características intermediárias aos genitores. 

No bandamento com os fluorocromos CMA3/DAPI, verificou-se que todos os blocos CMA3 

foram localizados nas regiões de satélites. Para confirmação dos híbridos, foram aplicadas as 

técnicas de hibridização in situ fluorescente (FISH) e hibridização genômica in situ (GISH). 

Para a FISH, foram utilizadas simultaneamente as sondas DNAr 45S e 5S. A sonda 45S foi 

obtida a partir do clone de trigo pTa71 por amplificação via PCR e marcada com Biotina-16-

dUTP via Nick translation. A sonda 5S foi obtida via PCR com o par de primers específico 

para Passiflora (5’-GTGCGATCATACCAGRYTAATGCACCGG-3’ e 5’-

GAGGTGCAACACGAGGACTTCCCAGGAGG -3’) e marcada com digoxigenina-11-

dUTP via Nick tranlation. As hibridizações foram realizadas em metáfases de genitores e 

híbridos. Os cromossomos marcadores (portando um sítio de DNAr 5S ou 45S) foram 

selecionados com base em sua localização em cada genoma específico para análise dos 

híbridos F1 obtidos do cruzamento P. gardneri x P. gibertii. Foram utilizados apenas os 
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cromossomos com sítios de DNAr com características específicas para cada genoma, os que 

possuíam características semelhantes não foram utilizados. A presença de cromossomos 

marcadores característicos para cada genitor nos híbridos confirmou o caráter híbrido dos 

genótipos. A GISH tem sido realizada com sucesso em inúmeras famílias de plantas para 

identificação de espécies alopoliplóides, híbridos interespecíficos e intergenéricos e no 

melhoramento de plantas. Nesse estudo a GISH discriminou os cromossomos dos genitores 

nos híbridos interespecíficos. Para aplicação da técnica, o DNA genômico total do genitor 

paterno, P. gibertii, foi utilizado como sonda. A marcação foi realizada por Nick translation 

com Biotina-16-dUTP. O DNA genômico total do genitor materno, P. gadneri, foi utilizado 

como DNA de bloqueio. Todos os híbridos foram confirmados. Cada híbrido apresentou nove 

cromossomos de origem paterna, marcados com a sonda (FITC) e nove cromossomos de 

origem materna, contracorados com DAPI. Para a distinção dos genomas foi necessário 

utilizar o DNA de bloqueio 100 vezes mais concentrado que a sonda. A necessidade de uma 

alta concentração de DNA de bloqueio sugere que as duas espécies possuem muitas 

sequências repetitivas em comum, estando próximas filogeneticamente. 

 

Palavras-chave: CMA3/DAPI, confirmação de paternidade, FISH, GISH, híbrido 

interespecífico, passiflora ornamental. 
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ABSTRACT 

 

SANTOS, Gonçalo Silva, M. S., Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus, fevereiro de 

2014. Classical and molecular cytogenetics in F1 hybrid progeny crossing Passiflora 

gardneri MAST x Passiflora gibertii BROW NE. Advisor: Margarete Magalhães de Souza. 

 

The passifloras stand out as ornamental plants due to the beauty and originality of its flowers. 

In the ornamental plant market, hybrids of Passiflora L. noteworthy because of the possibility 

of producing new plants that have flowers with new shapes and new colors. In Brazil, the 

production of Passiflora hybrids has usually been made between wild species and P. edulis 

Sims, with interest to transfer resistance genes from wild species to cultivated. However, 

hybrid production for ornamental purposes has gained ground in the country. This study 

aimed to characterize and confirm the paternity of hybrids obtained from a cross between P. 

gardneri Mast x P. gibertii N. E. Brown using classical and molecular cytogenetics. The 

metaphase cells were obtained from the tips of roots pretreated with 8 Hydroxyquinoline. The 

slides were prepared by the technique of squashes and stored at -20 °C until application of the 

techniques. Conventional staining was done with 2% Giemsa for counting the chromosome 

numbers of the parents and hybrids. The chromosome number (2n = 18) did not vary between 

the analyzed genotypes. The karyotypes of the hybrids showed intermediate characteristics to 

parents. In CMA3/DAPI banded it was noted that all CMA3 blocks located at the same 

position of satellites. For confirmation of hybrids, the techniques of fluorescence in situ 

hybridization (FISH) and genomic in situ hybridization (GISH) were applied. For FISH, the 

probes 5S and 45S rDNA were simultaneously used. The 45S probe was obtained from wheat 

clone pTa71 by PCR amplification and labeled with biotin-16-dUTP by nick translation. The 

5S probe was obtained by PCR with the primer pair specific for Passiflora (5’-

GTGCGATCATACCAGRYTAATGCACCGG-3’ e 5’-GAGGTGCAACACGAGGACTTCC 

CAGGAGG -3’) and labeled with digoxigenin-11-dUTP by Nick tranlation. The 

hybridizations were performed on metaphases of parents and hybrids. The marker 

chromosomes carrying a site of 5S or 45S rDNA were selected based on their location in each 

individual genome for analysis of F1 hybrids produced by crossing P. gardneri x P. gibertii. 

Only chromosomes with rDNA sites with specific characteristics for each genome were used, 

those who possessed similar characteristics were not used The presence of chromosomal 

markers characteristic for each parent in the hybrids confirmed the hybrid character of the 

genotypes. GISH has been successfully performed in several plant families to identify 
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allopolyploids species, intergeneric and interspecific hybrids and in plant breeding. In this 

study, GISH discriminated the chromosomes of parents in interspecific hybrids. For 

application of the technique, the total genomic DNA from the paternal parent, P. gibertii, was 

used as a probe. The staining was performed by Nick translation with biotin-16-dUTP. Total 

genomic DNA from the maternal parent, P. gadneri, was used as blocking DNA. All hybrids 

were confirmed. Each hybrid presented nine chromosomes of paternal origin, marked with the 

probe (FITC) and nine chromosomes of maternal origin, counterstained with DAPI. To 

distinguish the genomes it was necessary to use the blocking DNA 100 times more 

concentrated than the probe. The need for high concentrations of blocking DNA suggests that 

both species have in common many repetitive sequences and are phylogenetically close. 

 

Key-words: CMA3/DAPI, confirmation of paternity, FISH, GISH, interspecific hybrid, 

ornamental passion flower. 
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INTRODUÇÃO 

 

O gênero Passiflora L. possui uma grande variabilidade genética e é o mais rico 

dentro da família Passifloraceae Juss (BERNACCI et al., 2003; MELETTI et al., 2005a). O 

Brasil possui condições climáticas favoráveis para o desenvolvimeto das passifloras, sendo 

considerado um importante centro de diversidade do grupo, com 137 espécies descritas 

(BERNACCI et al., 2013a). No entanto, novas espécies continuam sendo descobertas 

(BERNACCI; SOUZA, 2012). 

 As passifloras são utilizadas principalmente para duas finalidades: para o mercado de 

frutas e para o mercado de plantas ornamentais, devido à beleza e originalidade de suas flores. 

O Brasil é considerado o maior podutor mundial de maracujá, em que se destacam as 

variedades P. edulis f. edulis Sims e P. edulis f. flavicarpa O. Deg., que no final da década de 

90 correspondia a 95% da área plantada (MELETTI et al., 2005a). Os dados do ano de 2011 

mostraram que a área plantada no país foi de 61.631 ha, com 923.035 t de produção e um 

rendimento de 14,98 t/ha (IBGE, 2011). Quanto à produção de plantas ornamentais, as 

passifloras já são bem estabelecidas para essa finalidade na Europa e Estados Unidos, sendo 

comum encontrar, em seções de jardinagem de supermercados europeus e norte-americanos, 

diversas variedades de passiflora ornamental, tanto espécies selecionadas quanto uma grande 

quantidade de híbridos (PEIXOTO, 2005). No Brasil o mercado de passsifloras ornamentais 

ainda permanece quase inexplorado, mesmo o país tendo as condições favoráveis para tal. No 

entanto, as pespectivas para o uso ornamental no país têm aumentado e pouco a pouco vem 

sendo ampliado e divulgado (ABREU et al., 2009). 

 As passifloras são usadas como plantas ornamentais desde o século XVII na Europa. 

Os primeiros relatos apontam que apenas duas espécies eram usadas como plantas 

ornamentais, sendo elas P. caerulea L. e P. incarnata L.. Somente cerca de 200 anos mais 

tarde é que o inglês Thomas Milne produziu o primeiro híbrido artifical, cruzando as espécies 

P. caerulea e P. racemosa Brot. (PEIXOTO, 2005). Desde então uma quantidade imensa de 

híbridos tem sido produzidos para fins ornamentais (VANDERPLANK, 2000; ULMER; 

MACDOUGAL, 2004).  

 No Brasil a produção de híbridos tem sido voltada pricipalmente para produção de 

cultivares resistentes para o mercado de frutas. As hibridações são feitas com o intuito de 

tranferir genes de resistência das espécies silvestres para P. edulis (MELETTI et al., 2005b). 

No entanto, a produção de híbridos ornamentais está começando a mudar no cenário 
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brasileiro. Na Universidade Estadual de Santa CRUZ (UESC), que desde 2004 possui um 

BAG com espécies silvestres de passifloras, tem feito cruzamentos interespecíficos para a 

obtenção de híbridos exclusivamente ornamentais (CONCEIÇÃO et al., 2011). Já foram 

produzidos alguns híbridos, os quais estão registrados na Sociedade Internacional de 

Passifloras, como P. ‘Bella’, P. ‘Gabriela’ (BELO, 2010), P. ‘Aninha’, P. ‘Alva’ e P. 

‘Priscilla’ (SANTOS et al., 2012). Para a produção de híbridos com maior potencial 

ornamental e comercial, é necessário conhecer, explorar e manusear convenientemente a 

variabilidade genética disponível, o que requer a caracterização do germoplasma como parte 

de programas de melhoramento genético (MELETTI, 1998; MELETTI et al., 2000). 

 A confirmação de hibridação consiste em um passo essencial em um programa de 

melhoramento. Diversas metodologias podem ser utilizadas para confirmação de híbridos, 

desde a baseada em características morfológicas, que é uma metodologia simples e de baixo 

custo, sem a nescessidade de grande infraestrutura para a sua realização (OLIVEIRA et al., 

2005), até as que são realizadas em nível molecular e citogenético. Os marcadores 

moleculares são excelentes ferramentas para a confirmação de hibridação, em que a presença 

de apenas uma banda informativa já é o suficiente para sua confirmação (FALEIRO et al., 

2003). Os marcadores moleculares RAPD foram utilizados para confirmar 15 hibridações 

feitas com várias espécies de passifloras, e todas as plantas foram confirmadas com a presença 

de uma única banda informativa (JUNQUEIRA et al., 2008). Os marcadores RAPD também 

foram utilizados com sucesso para confirmação de quatro híbridos de interesse ornamental 

(CONCEIÇÃO et al., 2011). Os marcadores RAPD e SSR foram eficientes na confirmação 

dos híbridos ornamentais P. ‘Bella’, P. ‘Gabriela’ (BELO, 2010), P. ‘Aninha’, P. ‘Alva’ e P. 

‘Priscilla’ (SANTOS et al., 2012). 

 A confirmação em nível citogenético também pode ser muito útil em um programa de 

melhoramento. Os híbridos podem ser analisados desde a contagem do número cromossômico 

e caracterização cariotípica, até a análise do comportamento meiótico. A redução do 

pareamento meiótico durante a meiose, e consequente redução da fertilidade, tem sido 

utilizada para identificação de híbridos (GATT et al., 2000). As técnicas evolvendo 

citogenética molecular tem se mostrado excelentes ferramentas para essa finalidade. A 

utilização da hibridização in situ fluorescente (FISH), utilizando sequências gênicas 

repetitivas (genes de DNAr), fornece excelentes cromossomos marcadores com sítios DNAr 

45S e 5S para identificação de híbridos (MARASEK et al., 2004). Da mesma forma, o uso da 

hibridização genômica in situ (GISH) tem sido empregada para identificação de híbridos em 

inúmeras famílias de plantas (SILVA; SOUZA, 2013). A GISH utiliza o DNA genômico total 
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de um genitor como sonda e o DNA genômico total do outro genitor como DNA de bloqueio, 

e dessa maneira é possível identificar o genoma de cada espécie doadora no híbrido (STACE; 

BAILEY, 1999; SILVA; SOUZA, 2013). 

O presente trabalho teve com objetivo principal utilizar técnicas de citogenética 

clássica e molecular para confirmar e caracterizar os híbridos F1 resultantes do cruzamento 

entre P. gardneri e P. gibertii; como objetivos específicos: (i) caracterizar os cariotipos dos 

genitores e híbridos; (ii) identificar marcadores cromossômicos que permitam a distinção 

entre os cromossomos dos genitores; (iii) confirmar a paternidade dos híbridos; (iv) distinguir 

cromossomos oriundos de cada genoma (paterno e materno) nos híbridos interespecíficos. 
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REVISÃO DE LITERATURA 

 

1. Família Passifloraceae e gênero Passiflora 

 

A família Passifloraceae, pertencente à ordem Malpighiales (MILWARD-DE-

AZEVEDO; BAUMGRATZ et al., 2004), é composta por cerca de 650 espécies e 

representada por 17 gêneros (BERNACCI et al., 2013b). As espécies desta família são, em 

geral, lianas com gavinhas, que habitam os trópicos e subtrópicos quentes das Américas e 

África, mas também podem se apresentar como arbustos e árvores (BERNACCI et al., 

2013b). Dos 17 gêneros aceitos atualmente para a família Passifloraceae, quatro deles 

ocorrem no Brasil: Ancistrothrysus Harms, Mitostemma Mast., Dilkea Mast. e Passiflora L, 

com 149 espécies (BERNACCI et al., 2013a). No entanto, esse número continua aumentando 

com as novas descobertas feitas recentemente, tais como Passiflora kikiana Cervi & 

Linsingen (CERVI; LINSINGEN, 2010), P. cristalina Vanderpl. & Zappi 

(VANDERPLANK; ZAPPI, 2011) P. cacao Bernacci & M. M. Souza (BERNACCI; SOUZA, 

2012) e P. pottiae Cervi & Imig (CERVI; IMIG, 2013). 

Dentro da família Passifloraceae, as principais características são a presença de 

gavinhas axilares utilizadas para sustentação em outras árvores, glândulas nos pecíolos e na 

superfície foliar, flores que apresentam cores variadas, com pétalas e sépalas em número de 

cinco e presença de corona, androceu com cinco estames e gineceu composto de três estiletes; 

as folhas são alternas simples, e as sementes são ariladas (KILLIP, 1938). A maioria das 

espécies são auto-incompatíveis (AKAMINE; GIROLAMI, 1957) e dependem de animais 

polinizadores como as mamangavas (Xylocopa spp.), que são os agentes polinizadores mais 

eficientes para as passifloráceas (RUGGIERO, 1980), beija-flores (Ensifera ensifera) 

(LINDBERG; OLESEN, 2001), morcegos, vespas e abelhas (BERNACCI et al., 2013b). No 

entanto, a abelha Apis mellifera tem efeito prejudicial à polinização, sendo considerada uma 

praga em lavouras de maracujazeiros (P. edulis f. edulis e P. edulis f. flavicarpa) 

(BRUCKNER et al., 2005). 

O gênero Passiflora é o mais rico dentro da família Passifloraceae, com mais de 525 

espécies descritas (CERVI; IMIG, 2013). No Brasil, que é considerado um importante centro 

de diversidade do grupo, são encontradas 137 espécies (BERNACCI et al., 2013a). Na Bahia, 

o gênero Passiflora é representado por cerca de 31 espécies, com uma ampla distribuição, 

ocorrendo praticamente em todos os biomas do Estado, no entanto, a floresta atlântica do Sul 
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do Estado e a Chapada Diamantina são consideradas os principais centros de diversidade 

(NUNES; QUEIROZ, 2006). 

Quanto à classificação, Killip (1938) subdividiu o gênero Passiflora em 22 

sugbêneros. No entanto, recentemente uma nova classificação infragenérica foi proposta, 

reconhecendo apenas quatro subgêneros: Astrophea D. C., Deidamiodes Harms, Decaloba D. 

C. e Passiflora (MACDOUGAL; FEUILLET, 2004). A análise filogenética utilizando 

sequências trnL/trnT e com base na evolução do número cromossômico suportou a redução 

dos 22 subgêneros proposto por Killip para os quatro subgêneros (HANSEN et al., 2006). 

Além de Passiflora ser considerado o gênero mais representativo da família 

Passifloraceae, há um grande interesse econômico por várias espécies desse gênero, 

principalmente para o mercado de frutas (P. edulis e P. alata), para fins medicinais (P. 

caerulea e P. incarnata), uma vez que algumas espécies possuem um composto denominado 

passiflorina, um calmante natural (ULMER; MACDOUGAL, 2004), para a produção de 

cosméticos (cremes, óleos e perfumes) (PENHA, 2012) e para o mercado de plantas 

ornamentais, devido à beleza exótica de suas folhas e flores (ABREU et al., 2009).  

Dentre as principais espécies do gênero com características comerciais devido à sua 

utilização como planta frutífera, destaca-se o maracujazeiro-azedo, que se apresenta em duas 

formas, Passiflora edulis Sims e P. edulis f. flavicarpa O. Deg. O marujazeiro-azedo ocupa 

mais de 95% da área plantada de maracujá no Brasil, que é destinada para o mercado de frutas 

e para a indústria de sucos. O Brasil é o primeiro produtor mundial de maracujá, e dados do 

ano de 2011 mostraram 61.631 ha de área colhida e 923.035 t de produção, com rendimento 

de 14,98 t/ha. Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE), o estado da 

Bahia é o maior produtor de maracujá do Brasil, com 29.885 ha de área colhida, 410.078 t de 

produção, com rendimento de 13,72 t/ha em 2011 (IBGE, 2011). 

Embora o gênero Passiflora seja notoriamente reconhecido devido a sua grande 

importância econômica, no último levantamento feito no Brasil, seis espécies (P. hatschbachii 

Cervi, P. imbeana Sacco, P. ischnoclada Harms, P. margaritae Sacco, P. urubiciencis Cervi e 

P. setulosa Killip) encontram-se em risco de extinção, principlamntente devido ao 

desflorestamento para agricultura e pecuária, implementação de lavouras e exploração de 

madeira (BERNACCI et al., 2013b). O processo de urbanização e expanção da agricultura 

têm reduzido a diversidade genética e o tamanho populacional (FERREIRA, 2005). 

Consequentemente, a consevação do gemoplasma de espécies silvestres é necessária para 

manter a variabilidade genética e permitir o acesso futuro a esses materiais (ABREU et al., 

2009). 
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2. Morfologia do gênero Passiflora 

 

 As passifloras são plantas que apresentam ciclo de vida perene ou semi perene 

(PEREIRA et al., 2005). Compreendem plantas trepadeiras de hábito lenhoso ou herbáceo, 

com a presença de gavinhas. Porém, algumas poucas espécies apresentam-se como arbustos 

ou até mesmo pequenas árvores com 15 m de altura e caule de 20 cm de diâmetro (subgênero 

Astrophea), como por exemplo, P. arborea Spreng. e P. lindeniana Triana & Planch. 

(MACDOUGAL; FEUILLET, 2004). 

 As folhas são geralmente alternadas, no entanto, há muita variação entre as espécies 

do gênero, havendo variação até mesmo dentro da mesma espécie, como exemplo podemos 

citar P. setacea D. C. (ULMER; MACDOUGAL, 2004). Provavelmente essa grande variação 

no formato das folhas das passifloras ocorreu devido à pressão evolutiva entre as passifloras e 

borboletas do gênero Heliconiinae (VANDERPLANK, 2000). Para a maioria das espécies, as 

folhas são simples, elípticas ou orbiculares, inteiras ou lobadas, 2-9 lobos, 3-5 nervuras, a 

margem pode ser inteira, serreada, denteada ou pectinada, base cordada, truncada, 

arredondada ou cuneada, pecíolo com ou sem glândulas, glândulas peciolares sésseis, 

estipitadas ou pedunculadas, algumas vezes com glândulas nos lobos dos sinus. Poucas 

espécies apresentam folhas compostas, como P. deidamioides Harms (ULMER; 

MACDOUGAL, 2004; NUNES; QUEIROZ, 2006). As gavinhas desenvolvem-se nas axilas 

das folhas e são ausentes em espécies lenhosas (CUNHA et al., 2002). A presença de gavinha 

solitária é uma característica da família (NUNES; QUEIROZ, 2006). 

 A maioria das espécies floresce abundantemente durante vários meses no ano. 

Geralmente as flores permanecem abertas por até um dia, porém algumas espécies como P. 

bahienses e P. eichileriana ficam abertas por mais de um dia (ABREU et al., 2009) e P. 

aurantia G. Forst., P. cinnabarina Lindl. e P. herbertiana Ker Gawl. permanecem com suas 

flores abertas por até três dias consecutivos (ULMER; MACDOUGAL, 2004). Apresentam 

flores com uma ampla gama de variação de cor, desde flores com um vermelho intenso (P. 

coccinea Aubl.) até flores brancas (P. setacea), havendo espécies com coloração laranja, roxo, 

amarelo e azul. O cálice é formado por cinco sépalas. As sépalas são carnosas, ovais, 

lanceoladas, até amplamente oval-deltoides. A corola é formada geralmente por cinco pétalas 

membranáceas, que se alternam com as sépalas. A corona (um grupo de filamentos que 

circunda toda a base do ovário) é uma característica marcante em Passiflora, sendo utilizado 

como um caráter para a taxonomia do grupo. O androginóforo, que é uma coluna que se inicia 

na base central do tubo do cálice, suporta as partes reprodutoras (estames e carpelos), que 
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situam na parte superior, sempre em número de cinco e unidos por sua base (CERVI, 1997; 

ULMER; MACDOUGAL, 2004). Possuem ovário globoso, ovoide ou fusiforme, unilocular, 

3-carpelar, muitos óvulos em placentação parietal. Estiletes em número de três, distintos ou 

unidos na base, cilíndricos ou clavados. Estigmas capitados, orbiculares ou reniformes 

(NUNES; QUEIROZ, 2006). As passifloras possuem flores hermafroditas, que podem se 

apresentar como flores individuais ou aos pares, e em algumas espécies como inflorescências. 

Nectários extra-florais, sésseis ou penduculados, podem estar presentes, podendo ser 

utilizados como caráter taxonômico, pois a distribuição destes nectários pode ser utilizada 

para o reconhecimento das espécies. Eles podem ocorrer no pecíolo, na lâmina foliar (margem 

ou superfície), nas brácteas ou nas sépalas (NUNES; QUEIROZ, 2006). 

O fruto pode ser uma baga indeiscente ou uma cápsula com deiscência longitudinal 

muito variável em forma, tamanho e cor, que pode ter coloração amarela, vermelha ou roxa. 

Em relação à forma, o fruto pode ser globoso, ovoide ou elipsoide. Os frutos raramente são 

deiscentes, como em P. capsularis L., onde o fruto é uma cápsula, que se abre 

longitudinalmente no ápice, liberando as sementes quando maduras (VANDERPLANK, 

2000; ULMER; MACDOUGAL, 2004; NUNES; QUEIROZ, 2006). As sementes são sempre 

numerosas, comprimidas e com uma testa dura. Apresentam diferentes formatos, desde 

ovadas a obcordadas. A testa apresenta textura do tipo reticulada, estriada, foveolada a 

sulcada, com ápice liso, bidentado ou tridentado (P. foetida L.). As sementes são revestidas 

por um arilo, constituído de uma polpa ácida mucilaginosa ou aquosa (NUNES; QUEIROZ, 

2006). 

 

3. Potencial ornamental de Passiflora 

 

 Desde que a primeira espécie de maracujazeiro (P. incarnata) foi descoberta, as suas 

flores têm encantado pessoas em todo o mundo devido à beleza e originalidade. Talvez o 

maracujazeiro tenha sido a planta americana que mais encantou os europeus que se 

aventuravam no novo mundo. Além de sua beleza única, a flor de Passiflora também foi 

associada à crucificação de Cristo, em que, as folhas representam a lança que transpassou 

Jesus na cruz; as gavinhas, o açoite; a corona de filamentos, de coloração vermelha e azul, a 

coroa de espinhos; os três estiletes simulavam os três cravos e as cinco anteras representavam 

as chagas de Cristo (CERVI, 1997), sendo chamada de a flor-da-paixão (SOUSA; MELETTI, 

1997). 
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 Algumas características colocam as passifloras na lista de plantas ornamentais, como 

suas flores exóticas e a capacidade de florescimento durante todo o ano, além de sua folhagem 

exuberante (ABREU et al., 2009). As passifloras começaram a ser cultivadas como plantas 

ornamentais na Europa por volta de 1625 com as espécies P. caerulea e P. incarnata. Durante 

muitos anos o cultivo ficou restrito a essas duas espécies, até que em 1819 o inglês Thomas 

Milne conseguiu produzir o primeiro híbrido artificial, cruzando P. racemosa com P. caerulea 

obtendo assim P. ‘Violacea’, que ainda hoje permanece em cultivo (PEIXOTO, 2005). Desde 

então, uma quantidade imensa de híbridos são produzidos para serem utilizados 

exclusivamente na ornamentação (http://www.passiflorasociety.org).  

 Na Europa e Estados Unidos o uso de passiloras já é consolidado como planta 

ornamental há mais de um século, sendo amplamente comercializadas, seja na forma de 

mudas ou sementes, para ornamentação de jardins, cercas, estufas e pérgolas 

(VANDERPLANK, 2000; RUSHING, 2003; ULMER; MACDOUGAL, 2004). Apesar de ser 

considerado o centro de diversidade do grupo, o uso das passifloras como plantas ornamentais 

ainda permanece bastante incipiente no Brasil, embora sejam plantas essencialmente de clima 

tropical e assim não exigem nenhuma prática onerosa para o seu cultivo, como a construção 

de estufas, como é feito nos países de clima temperado (SOUZA et al., 2003). Os relatos do 

uso de Passiflora ornamental ainda são restritos e pontuais. Na região norte do país há relatos 

do uso para ornamentação de P. coccinea e no nordeste de P. cincinatta Mast. (PEIXOTO, 

2005). A espécie P. caerulea, que é utilizada apenas para fins ornamentais, foi inserida na 

listagem por uma empresa do ramo paisagístico, visando à produção de mudas para formação 

de cercas-vivas (MELETTI et al., 2005b). No sudeste, P. alata Curtis e, mais raramente, P. 

edulis são usadas de forma mista, em pérgulas ou cercas para aproveitar os frutos e ter como 

bônus uma flor bela e perfumada. Porém, ultimamente P. alata tem sido a espécie mais 

utilizada para ornamentação, sendo assunto de reportagens pelas revistas de paisagismo e 

decoração, tanto para ambientes externos como para interiores (DURANTE, 2013; CARINI, 

2014). 

  Algumas espécies e híbridos se adequam a diferentes ambientes para ornamentação: P. 

malacophylla Mast., P. ‘Cordelia’ (P. coccinea. x P. vitifolia H. B. & K) e P. ‘Lady Margaret’ 

(P. coccinea x P. incarnata) podem ser usadas em encostas expostas ao sol que necessitem de 

uma grande massa foliar para cobertura. Já em encostas sombreadas P. amethystina Mikan é 

mais adequada; P. seemannii Griseb., P. actinia Hook, P. sidaefolia M. Roem, P. serrulata 

Jacq. e P. triloba Ruiz & Pav. podem ser usadas em pérgolas; P. racemosa pode ser usada em 

locais sombreados; P. sanguinolenta Mast & Linden, P. tulae Urb. e P. auriculata H.B. & K. 

http://www.passiflorasociety.org/
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podem ser usadas como cercas vivas para separar diferentes ambientes; P. racemosa e P. 

kermesina Link & Otto. podem ser cultivadas em varandas ou locais com meia sombra; além 

disso, é possível cultivar qualquer espécie em vaso, desde que se tenha o suporte adequado e 

que seja feita podas para manter no tamanho desejado (PEIXOTO, 2005). 

 No Brasil, a EMBRAPA lançou as primeiras variedades híbridas de passiflora 

ornamental: BRS Estrela do Cerrado, BRS Roseflora e BRS Rubiflora. O híbrido BRS Estrela 

do Cerrado foi obtido a partir do cruzamento entre as espécies silvestres P. coccinea de flores 

vermelhas, e P. setacea, de flores brancas; as plantas BRS Roseflora e BRS Rubiflora foram 

obtidas a partir do retrocruzamento entre BRS Estrela do Cerrado e P. setacea e P. coccinea, 

respectivamente (FALEIRO et al., 2007a; 2007b; JUNQUEIRA et al., 2007). 

Recentemente foi implantado na Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC) um 

programa de melhoramento de Passiflora voltado para produção de híbridos ornamentais. De 

maneira geral, os híbridos são bastante desejáveis como planta ornamental, pois as 

hibridações promovem variações em cores e formatos de estruturas florais (BERNACCI et al., 

2005). Na UESC, já foram obtidos híbridos do cruzamento P. sublanceolata J. M. MacDougal 

x P. foetida (SANTOS et al., 2012). Os híbridos obtidos estão registrados na Sociedade 

Internacional de Passiflora (http://www.passiflorasociety.org) como P. ‘Alva’, P. ‘Aninha’, P. 

‘Priscilla’. Dessa forma, uma nova realidade começa a surgir no País. A hibridação entre as 

espécies P. gardneri Mast. e P. gibertii N. E. Brown tem sido bem sucedida. Alguns híbridos 

já foram produzidos, os quais estão registrados como Passiflora ‘Gabriela’ e P. ‘Bella’ 

(BELO, 2010). 

Em relação ao uso de passifloras como plantas ornamentais, parece que no Brasil o 

problema é mais cultural (ABREU et al., 2009). Apesar de o Brasil ser o maior produtor de 

maracujá do mundo, as pessoas não vêem o maracujazeiro como uma planta produtora de flor, 

embora as achem muito bonitas. A cultura do maracujazeiro como frutífera parece superar a 

beleza única de suas flores. Pode-se dizer que os produtores de maracujazeiro no Brasil 

ignoram a sua beleza. Embora essa questão cultural seja muito forte no país, isso pode ser 

mudado através de um trabalho sistemático de conscientização (PEIXOTO, 2005). 

 

4. As espécies Passiflora gardneri e Passiflora gibertii  

 

Essas duas espécies foram escolhidas devido às características de suas folhas e flores 

(BELO, 2010). P. gardneri possui belas flores e florecimento abundante que vai de março a 

http://www.passiflorasociety.org/


10 
 

 

setembro (CERVI, 1997). Já P. gibertii pode produzir até 30 flores por dia, além de possuir 

crescimento e florescimento precoce (VANDERPLANK, 2000). 

A espécie Passiflora gardneri está distribuída geograficamente nos estados de Mato 

Grosso e Goiás. Essa espécie é uma liana, com um crescimento que pode alcançar vários 

metros de comprimento. É uma planta que cresce normalmente em beira de estrada. É uma 

espécie heliófita, ou seja, não tolera sombreamento, necessitando de níveis de luz intensa para 

sobreviver. Suas folhas são trilobadas com flores roxas, que medem entre 6 e 7 cm, floresce e 

frutifica de setembro a março (PEIXOTO, 2013). Apresenta pétalas lanceoladas a oval-

lanceoladas, obtusas no ápice e de coloração roxa. As sépalas são oblongo-lanceoladas, 

esverdeadas na face abaxial e roxas na face adaxial. A corona desta espécie encontra-se 

dividida em cinco séries de filamentos (CERVI, 1997).  

Passiflora gibertii é uma espécie endêmica do estado de Mato Grosso. Essa espécie é 

uma liana, com um crescimento que pode alcançar vários metros de comprimento. Assim com 

P. gardneri, é uma espécie heliófita que cresce normalmente em beira de estrada. Possui 

folhas trilobadas e flores com pétalas e sépalas de coloração branca, que medem entre 7 e 8 

cm de diâmetro (PEIXOTO, 2013). Floresce e frutifica de dezembro a março e seus frutos são 

bastante procurados pelos pássaros (CERVI, 1997). 

Além do interesse ornamental, a espécie P. gibertii possui resistência à morte 

prematura e a outras doenças causadas por patógenos do solo (MELETTI; BRUCKNER, 

2001; FISCHER, 2005), por isso possui potencial para ser utilizada como porta enxerto e 

também no melhoramento genético (JUNQUEIRA et al., 2005). P. gibertii é considerada um 

porta enxerto ideal para P. edulis f. flavicarpa (LIMA, 2005), pois apresenta resistência à 

bactéria Xanthomonas campestris pv. passiflorae (FISCHER et al., 2007), uma das pragas que 

mais acomentem os pomares de maracujazeiros no Brasil. 

 

5. Hibridação em Passiflora 

 

 O primeiro híbrido produzido envolvendo espécies do gênero Passiflora ocorreu em 

1819, quando o inglês Thomas Milne, cruzou P. caerulea e P. racemosa, obtendo o híbrido de 

origem sexuada que denominou de P. ‘Violacea’, segundo a fórmula de hibridação descrita 

por Jean-Louis-Auguste-Loiseleur-Destongchamps, em 1928 (VANDERPLANK, 2000). A 

finalidade da obtenção de híbrido ainda permanece desconhecida, mas acredita-se que foi para 

fins ornamentais (ABREU et al., 2009). Embora exista uma vasta definição para o termo, os 

híbridos artificiais são resultados de cruzamentos inter ou intraespecíficos utilizando-se 
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genitores com genótipos diferentes e originando espécies que comportam genes alelos de 

interesse (ALLARD,1971; GRIFFITHS et al., 1998; VANDERPLANK, 2000). Até 2005, 

cerca de 400 híbridos de passifloras com finalidade ornamental já haviam sido reportados 

(PEIXOTO, 2005). Entre 2010 e 2011 foram registrados 21 novos híbridos (KING, 2011), e a 

maioria deles possui flores de grande exuberância.  

A hibridação interespecífica é amplamente utilizada em programas de melhoramento, 

no entanto, o sucesso da hibridação depende da compatibilidade genética entre as duas 

espécies envolvidadas no cruzamento. Para que se tenha sucesso na hibridação é necesssário 

que as espécies envolvidas tenham homologia cromossômica, pois assim garante a viabilidade 

do híbrido (PEREIRA et al., 2005). Em Passiflora o processo de hibridação é relativamente 

fácil, pois as barreiras de incompatibilidade são frágeis em muitas espécies (MELETTI et al., 

2005b).  

Dentro do gênero Passiflora a produção de híbridos até então tem geralmente dois 

propósitos, ou para a produção de cultivares resistentes a doenças, geralmente para a produção 

de frutos, ou para a produção de híbridos ornamentais (SANTOS et al., 2012). No Brasil, a 

grande maioria dos híbridos produzidos envolve cruzamentos entre P. edulis f. edulis e outras 

espécies silvestres, geralmente com o intuito de obter cultivares do maracujá comercial 

resisistentes a doenças (JUNQUEIRA et al., 2005). No entanto, a produção de híbridos com 

interesse ornamental tem ganhado espaço, no qual vários híbridos vêm sendo produzidos para 

essa finalidade (ABREU, 2008; BELO, 2010; CONCEIÇÃO et al., 2011; SANTOS et al., 

2012). 

Um dos maiores polos de produção de híbridos ornamentais está situado na Alemanha, 

sendo o Dr. Roland Fischer considerado um dos expoentes, realizando melhoramento genético 

e induzindo plantas à tetraploidia, conseguindo assim flores maiores e mais vistosas adaptadas 

ao cultivo em vasos (PEIXOTO, 2005). Há também outros produtores renomados, entre eles 

podemos citar Maurizio Vecchia (Itália), Leopold Sevcík (República Checa), John 

Vanderplank (Grã Bretanhia) e Patrick J. Worley (Estados Unidos) (ULMER; 

MACDOUGAL, 2004). 

As passifloras são alógmas por excelência. A autoincompatibilidade, ou seja, a 

incapacidade de uma planta ser fertilizada pelo seu próprio pólen favorece a hibridação 

cruzada, até mesmo entre espécies diferentes (BRUCKNER et al., 1995). Por isso, a 

autoincompatibilidade é útil na produção de híbridos em Passiflora. 

Levando em consideração as caracteristíticas florais e o florerescimento em 

Passiflora, o emprego das técnicas de hibridação é relativamente fácil, pois as espécies 
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possuem flores grandes e florecem o ano todo, além disso, a viabilidade do pólen e a 

receptividade do estigma ocorrem no mesmo dia (BRUCKNER; OTONI, 1999). 

No Brasil, apesar de possuir uma condição privilegiada quanto aos recursos genéticos 

de Passiflora, a maioria dos híbridos interespecíficos obtidos apresenta problemas de 

desenvolvimento, esterilidade masculina, baixa viabilidade polínica ou dificuldade em 

florescer em alguns cruzamentos (MELETTI; BRUCKNER, 2001). Por isso, a hibridação 

interespecífica não tem sido explorada adequadamente em muitos programas de 

melhoramento (NAKASONE; PAULL, 1999). Há alguns problemas com híbridos 

interespecíficos, como suscetibilidade às doenças, falta de adaptação, baixo vigor, macho 

esterilidade, produção de pólen inviável, entre outros (OLIVEIRA; RUGGIERO, 1998). Por 

exemplo, o híbrido P. edulis x P. gibertii apresentou macho esterilidade, com reduzida 

produção de pólen viável (BARBOSA; VIEIRA, 1997a). No entanto, há muitos resultados 

positivos com híbridos de Passiflora (JUNQUEIRA et al., 2005, BELO, 2010; CONCEIÇÃO 

et al., 2011; SANTOS et al., 2012). 

A hibridação somática por meio da fusão de protoplastos é uma das técnicas 

biotecnológicas que tem sido utilizada, demonstrando ser eficiente para superar barreiras entre 

espécies incompatíveis (BARBOSA; VIEIRA, 1997a; BRUCKNER; OTONI, 1999). Ao 

contrário do processo sexuado, em que a herança citoplasmática é predominantemente 

materna, a hibridação somática, pela fusão de protoplastos, combina o genoma nuclear de 

ambas as espécies genitoras e possibilita a contribuição do genoma citoplasmático de ambas 

as espécies (GROSSER; GMITTER JR., 1990). Híbridos somáticos de P. edulis f. flavicarpa 

e P. incarnata foram obtidos utilizando a técnica de eletrofusão de protoplastos de mesofilo 

(OTONI et al., 1995), e também foram obtidos a partir de protoplastos de P. edulis f. 

flavicarpa e protoplastos derivados de suspensões celulares das espécies P. alata, P. 

amethystina e P. gibertii (DORNELAS et al., 1995). As hibridações utilizando técnicas 

biotecnológicas possibilitam a transferência de genes entre espécies nas quais o cruzamento 

convencional não é possível ou é inviável.  

Em Passiflora, devemos observar também a existência de híbridos naturais. Muitos 

autores com base em estudos evolutivos questionam a origem de algumas espécies. Acredita-

se que nesse gênero novas espécies possam surgir por hibridação. Por exemplo, já foi 

proposto que P. edulis f. fiavicarpa resultou do cruzamento entre P. edulis e P. ligularis Juss 

(POPE, 1935), no entanto, sua origem ainda permanece obscura, apontada por E. P. Killip 

como uma mutante ou híbrido selvagem (VANDERPLANK, 2000). 
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6. Confirmação de hibridação em Passiflora 

 

Em Passiflora, até recentemente a confirmação de hibridação era feita apenas com 

base em características morfológicas. A confirmação de hibridação com base em caracteres 

morfológicos é simples e de baixo custo (SANTOS et al., 2012), uma vez que não é 

necessário a utilização de grandes estruturas para esse fim. Geralmente procura analisar se os 

híbridos possuem características intermediárias entre as espécies genitoras. Porém, com o 

advento da biologia molecular e com os refinamentos das técnicas em citogenética, novas 

ferramentas mais confiáveis estão surgindo. Atualmente os marcadores moleculares têm sido 

empregados para confirmação de hibridação em vários gêneros, tais como espécies do gênero 

Theobroma (FALEIRO et al., 2003), Carica (MAGDALITA et al., 1997) e Passiflora 

(JUNQUEIRA et al., 2008; CONCEIÇÃO et al., 2011; SANTOS et al., 2012). O uso da 

citogenética molecular, hibridização in situ fluorescente (FISH) e hibridização genômica in 

situ (GISH) fornece informações altamente confiáveis quanto à confirmação de híbridos, tanto 

com a utilização de cromossomos marcadores com o uso de FISH, utilizando DNAr 5S e 45S, 

por exemplo (MARASEK, et al., 2004), como com o uso de GISH, utilizando DNA genômico 

como sonda (SCHWARZACHER et al., 1989; MARASEK, et al., 2004; XIONG, et al., 2006; 

SILVA; SOUZA, 2013). 

 Em 2008, foi publicado o primeiro trabalho relatando o uso de marcadores 

moleculares para confirmação de paternidade em híbridos de Passiflora (JUNQUEIRA et al., 

2008). O uso de um ou dois primers ou combinações de primers com, pelo menos, uma banda 

informativa já é suficiente para confirmar a ocorrência da fecundação cruzada (FALEIRO et 

al., 2003). A confirmação de híbridos utilizando marcadores moleculares consiste em uma 

ferramenta rápida e confiável, uma vez que, usa o DNA e pode ser feita nos estágios iniciais 

de desenvolvimento da planta (FALEIRO et al., 2003), reduzindo o tempo e o custo de 

manutenção das plantas em casa de vegetação (CONCEIÇÃO et al., 2011).  

Com a utilização de marcadores RAPD foi possível confirmar quinze hibridizações 

envolvendo diferentes espécies de Passiflora, tanto híbridos F1 quanto indivíduos 

retrocruzados, os quais estão listados a seguir: P. laurifolia x P. nitida; P. edulis f. flavicarpa 

GA2 x RC1 (GA2 x P. coccinea); P. caerulea x P. amethystina; P. glandulosa x P. galbana; 

P. coccinea x P. actinia; P. glandulosa x P. edulis f. flavicarpa GA2; P. sidaefolia x P. 

actinia; P. galbana x P. actinea; F1 (P. coccinea x P. setacea) x P. coccinea; F1 (P. coccinea 

x P. setacea) x P. mucronata; P. eichleriana x P. gibertii; P. galbana x P. edulis f. flavicarpa 
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GA2; P. glandulosa x P. edulis f. edulis; P. glandulosa x P. sidaefolia; P. coccinea x P. 

setacea (JUNQUEIRA et al., 2008). 

 Os marcadores RAPD também foram utilizados para confirmar a paternidade de 

híbridos com potencial ornamental, obtidos a partir dos seguintes cruzamentos: P. gardneri x 

P. alata, P. watsoniana x P. alata, P. watsoniana x P. gardneri, P. gardneri x P. gibertii. 

Todos os cruzamentos foram confirmados com, pelo menos, quatro bandas informativas 

(CONCEIÇÃO et al., 2011). 

 Os híbridos P. ‘Bella” e P. ‘Gabriela’ obtidos  do cruzamento P. gardneri x P. gibertti, 

visando sua utilização como planta ornamental, foram confirmados via SSR e RAPD. Tanto 

com SSR quanto com RAPD apenas um par de primers já foram suficientes para a 

confirmação de paternidade (BELO, 2010). Também com o uso desse dois marcadores foi 

possível confirmar o caráter híbrido de P. ‘Aninha’, P. ‘Alva’ e P. ‘Priscilla’, obtidos do 

cruzamento entre P. sublanceolata (ex P. palmeri var. sublanceolata) e P. foetida (SANTOS 

et al., 2012). 

 Recentemente o método TBP (tubulin-based-polymorphism) foi aplicado para 

confirmar os seguintes híbridos: P. ‘Amethyst’ (P. kermesina x P. caerulea); P. ‘Caprice’ (P. 

kermesina x P. tucumanensis); P. ‘Clara Luna’ (P. caerulea ‘Costance Eliott’ x P. 

eichleriana); P. ‘Fata Confetto’ (P. ‘Guglielmo Betto’ x ? ); P. ‘Guglielmo Betto’ (P. 

incarnata x P. tucumanensis); P. ‘La Lucchese’ (P. ‘Fata Confetto’ x P. kermesina); P. ‘La 

Venexiana’ (P. edmundoi x P. caerulea ‘Pierre Pomié’ ); P. ‘Manta’ (P. xiikzodz  x P. 

coriacea); P. ‘Thuraia’ (P. kermesina x P. miersii); P. ‘Vivacemente’ (P. incarnata f. alba x 

P. cincinnata ‘Dark Pollen’ ); P. x allardii (P. quadrangularis x P. caerulea ‘Constance 

Eliott’); P. x belotii (P. alata x P. caerulea); P. x colvilii (P. incarnata x P. caerulea); P. x 

colvilii ‘Clara’ (P. incarnata x P. caerulea ‘Constance Eliott’); híbrido n.1 CRA-FSO (P. 

sublanceolata x P. foetida var. hastata. Os genótipos oriundos de cada cruzamento possuem o 

perfil dos íntrons intermediários, com uma distribuição de tamanho que reflete fielmente os 

genótipos de ambos os genitores (BRAGLIA et al., 2014). O método TBP permite um 

reconhecimento fácil, rápido e preciso da contribuição de cada genitor. 

 

 

7. Estudos citogenéticos em Passiflora 

 

O gênero Passiflora, assim como os demais gêneros da família Passifloraceae, tem 

sido pouco estudado citogeneticamente. Até 2005 apenas uma pequena parte das espécies 
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tinham seus números cromossômicos conhecidos, cerca de 100 espécies (CUCO et al., 2005), 

com raras informações sobre análises cariotípicas e medidas cromossômicas (SOARES-

SCOTT et al., 2005). Os trabalhados mais abrangentes, principalmente abordando o número 

cromossômico foram realizados por Bowden (1945), Storey (1950), Beal (1969a; 1969b; 

1973a; 1973b), Raven (1975) Morawtz (1986), Snow e MacDougal (1993), Melo et al. (2001) 

e Melo e Guerra (2003). Das 137 espécies que ocorrem no Brasil, até 2008 menos da metade 

tiveram o número cromossômico conhecido (SOUZA et al., 2008). A escassez de dados 

cariotípicos para a maioria das espécies de Passiflora provavelmente se deve a dificuldades na 

coleta dessas espécies, na germinação de sementes e na manutenção das espécies em casas de 

vegetação ou outros ambientes ex situ, e também pelo pequeno tamanho cromossômico para a 

maioria das espécies (SOARES-SCOTT et al., 2005). 

As espécies de Passiflora estudadas possuem diferentes números cromossômicos, 

podendo ser agrupadas de acordo com o número básico (x), existindo vários números básicos, 

x = 6, x = 9, x = 10 e x = 12 (MELO; GUERRA, 2003). O número básico x = 6 é considerado 

ancestral dentro do gênero e os demais são considerados secundários (MELO et al., 2001), 

porém, x = 12 também tem sido considerado como número básico ancestral (HANSEN et al., 

2006). No entanto, mais informações são necessárias para entender a evolução do número 

cromossômico nesse gênero (HANSEN et al., 2006). Além dessa questão envolvendo o 

número básico, e devido à facilidade com que híbridos podem ser produzidos dentro desse 

grupo, existindo mais de 400 híbridos produzidos artificialmente (ULMER; MACDOUGAL, 

2004; PASSIFLORA SOCIETY, 2014), alguns autores afirmam que muitas espécies de 

Passiflora podem ter origem híbrida (POPE, 1935; VANDERPLANK, 2000).  

Considerando o número básico x = 6, a evolução por poliploidia é fortemente 

defendida para o grupo. As espécies com 2n = 18 provavelmente seriam triploides (STOREY, 

1950), as espécies 2n = 36 seriam hexaploides (MELETTI et al., 1992), e as espécies 2n = 84 

seriam poliploides (2n = 14x) (STOREY, 1950). Porém, estudos com FISH utilizando sondas 

de DNAr mostram apenas um par de sítios 45S ou 5S em algumas espécies com 2n = 18, 

derrubando a teoria de triploidia. 

Para a maioria das espécies de Passiflora analisadas, geralmente se observa 

cromossomos pequenos, com o comprimento cromossômico médio variando entre 1,0 e 3,7 

µm (SOARES-SCOT et al., 2005), o maior comprimento já observado foi em P. 

quadrangularis, 4,51 µm (SOUZA et al., 2003). As passifloras em geral apresentam, em sua 

maioria, cariótipos simétricos, com cromossomos submetacêntricos e metacêntricos 

(SOARES-SCOT et al., 2005).  
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Em Passiflora, a visualização de satélites não é sempre possível, dificultando a 

identificação de cromossomos satelitados em muitas espécies. Além disso, vários autores 

citam a localização de satélites em cromossomos diferentes de uma mesma espécie (CUCO et 

al., 2005; MAYEDA; VIEIRA, 1995; MELETTI et al., 2005a; VIANA; SOUZA, 2012). Em 

P. edulis vários trabalhos têm identificado satélites em diferentes pares cromossômicos. 

Satélites de P. edulis já foram observados no braço longo do cromossomo 8 e no braço curto 

do cromossomo 9 (CUCO et al., 2005), nos braços longos dos cromossomos 4 e 7 

(MAYEDA; VIEIRA, 1995; MELETTI et al., 2005a), nos braços curtos dos cromossomos 1 e 

4 (VIANA; SOUZA, 2012), além disso, três pares cromossômicos com satélites já foram 

observados (SOARES-SCOTT et al., 1999). Essas diferenças quanto a localização dos 

satélites provavelmente indicam a ocorrência de variação em populações diferentes de P. 

edulis, possivelmente devido a rearranjos cromossômicos (SOUZA et al., 2003), ou mesmo 

devido qualidade das preparações citológicas ou ainda devido ao grau de compactação dos 

cromossomos.  

O uso de CMA e FISH fornece melhores evidências sobre o entendimento da 

diversificação cariotípica dentro do grupo (MELO et al., 2001), além de serem técnicas muito 

promissoras na identificação e caracterização de alopoliploides e híbridos. Em P. tricuspis 

Mast., por exemplo, foi observado apenas um par cromossômico com constrição secundária 

(MELO et al., 2001), no entanto, foram observados dois pares cromossômicos com blocos 

CMA
+
 e sítios de DNAr 45S (MELO; GUERRA, 2003). 

Em Passiflora foram reportados indivíduos de algumas espécies com algum tipo de 

alteração estrutural. Em um único idivíduo de P. racemosa analisado foram observados cinco 

blocos CMA3
+
, com quatro blocos menores e apenas um bloco maior (MELO et al., 2001). 

Em P. suberosa L. foi observado a presença de um sítio de DNAr 45S e um sítio de DNAr 5S 

no mesmo cromossomo (MELO; GUERRA, 2003). Em um indivíduo de P. glandulosa Cav., 

tanto na metáfase mitótica quanto no núcleo interfásico, foi observada a presença de um sítio 

de DNAr 5S apenas em um homólogo. Já em outro indivíduo da mesma espécie o par 

cromossômico com o sítio de DNAr 5S foi heteromórfico quanto ao tamanho (MELO; 

GUERRA, 2003). 

O estudo do padrão de bandas C, que pode ser uma importante ferramenta para 

análises evolutivas em Passiflora, até recentemente não havia sido realizado dentro do grupo. 

Com o objetivo de observar o padrão de bandas C em Passiflora, duas metodologias 

diferentes foram adaptadas para obtenção de bandas C e um protocolo foi estabelecido para 

Passiflora (VIANA; SOUZA, 2010). Nesse estudo, os autores obtiveram o padrão de banda C 



17 
 

 

de P. edulis f. edulis e P. cacao (ex P. cacaoensis), uma espécie recém descoberta no Sul da 

Bahia (BERNACCI; SOUZA, 2012). O padrão de banda C forneceu excelentes resultados 

para a delimitação entre essas duas espécies. O bandamento C mostrou que apenas P. cacao 

possui o braço longo do cromossomo três heterocromático e o braço curto do cromossomo 

nove quase todo hetrocromático, características que a diferencia de P. edulis f. edulis 

(VIANA; SOUZA, 2012).  

Em híbridos de Passiflora, os estudos cariotípicos envolvendo híbridos sexuados ou 

somáticos, ainda são muito pouco frequentes. A maioria dos híbridos produzidos são 2n = 18, 

envolvendo espécies de interesse econômico (SOARES-SCOTT et al., 2005). O híbrido 

sexuado de P. edulis f. flavicarpa x P. setacea e o híbrido somático de P. edulis f. flavicarpa 

x P. incarnata apresentaram variavéis cariótipicas intermediárias entre os genitores 

(SOARES-SCOTT, 1998). Híbridos somáticos também foram obtidos entre P. edulis f. 

flavicarpa x P. amethystina (BARBOSA; VIEIRA, 1997a) e P. edulis f. flavicarpa x P. 

cincinnata (BARBOSA; VIEIRA, 1997b), para os quais foi analisado o comportamento 

meiótico. Hibridos sexuados já foram obtidos entre as espécies P. sublanceolata x P. foetida 

var. foetida, em que foi analisado o número cromossômico e o comportamento meiótico 

(SANTOS et al., 2012), sendo observados indivíduos aneuploides, com o número 

cromossômico diferente dos genitores. 

A citogenética molecular em híbridos de Passiflora é praticamente inexistente, embora 

a localização de genes de DNAr possa fornecer excelentes marcadores para caracterização e 

confirmação de paternidade em híbridos (HASTEROK et al., 2004). O uso da FISH com 

sondas de DNAr 5S e 45S para mapeamento e carterização foi reportada apenas no híbrido 

somático de P. edulis f. flavicarpa x P. amethistina (CUCO et al., 2005). 

Aneuplodia tem sido reportada em híbridos artificiais de Passiflora. No híbrido 

somático  P. edulis f. flavicarpa x P. amethistina foram observadas amostras com 2n = 35, em 

vez de 2n =36, no entanto, a ausência de um cromossomo não afetou o desenvolvimento 

vegetativo e florescimento da planta (CUCO et al., 2005). Da mesma forma, no cruzamento 

entre P. sublanceolata x P. foetida, ambas 2n = 22, foram observados híbridos com mesmo 

número cromossômico que os genitores, mas também híbridos aneuploides com 2n = 20, no 

entanto, a perda um par cromossômico (2n = 22 - 2) não afetou negativamente o 

desenvolvimento dos híbridos (SANTOS et al., 2012). 

 

 

 



18 
 

 

 

CAPÍTULO 1: 

Artigo publicado na revista Genetics and Molecular Research 
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CAPÍTULO 2: Determinação do caráter híbrido da progênie F1 do cruzamento 

Passiflora gardneri MAST. x Passiflora gibertii N.E. BROW com base em GISH e 

Cromossomos Marcadores 

 

RESUMO 

 

No gênero Passiflora há um grande interesse pela produção de híbridos com valor ornamental 

devido à beleza atribuída às características exóticas de suas flores. Em Passiflora, até então, a 

confirmação de paternidade de plantas híbridas tem sido feita com base em características 

morfológicas e, mais recentemente, com uso de marcadores moleculares RAPD e SSR. Nesse 

estudo, a citogenética clássica e molecular foi utilizada para verificar o caráter híbrido de 

plantas obtidas através do cruzamento P. gardneri x P. gibertii. Todos os genótipos 

analisados apresentaram o mesmo número cromossômico que as espécies genitoras, 2n = 18. 

O bandamento CMA3/DA/DAPI revelou que os blocos CMA3
+
/DAPI foram restritos aos 

satélites. A hibridização in situ fluorescente (FISH) com sonda para sítios de DNAr 5S e 45S 

foi utilizada para confirmação de paternidade. Foram observados cromossomos marcadores 

com sítios 5S ou 45S, que foram selecionados com base em sua localização em cada genoma 

específico para análise dos híbridos F1 obtidos do cruzamento P. gardneri x P. gibertii. A 

presença de cromossomos marcadores, que possuem sítios de DNAr característicos para cada 

genitor, foi a confirmação de que todas as plantas obtidas eram híbridos. A hibridização 

genômica in situ (GISH) também foi utilizada para a diferenciação dos genomas dos genitores 

nos genótipos híbridos. O DNA genômico do genitor paterno (P. gibertii) foi utilizado como 

sonda e o DNA genômico do genitor materno (P. gardneri) foi utilizado como DNA de 

bloqueio. Nas plantas híbridas com o uso de GISH foi possível diferenciar o genoma materno 

do genoma paterno com a utilização de DNA de bloqueio 100 vezes mais concentrado que a 

sonda. 

 

Palavras-Chave: Bandamento CMA3/DAPI, hibridização in situ fluorescente, hibridização 

genômica in situ, híbridos interespecíficos. 
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ABSTRACT 

 

In the genus Passiflora there is great interest in producing hybrids with ornamental value due 

to the beauty ascribed exotic characteristics of their flowers. In Passiflora, confirming 

paternity of hybrid plants has been made based on morphological characteristics and, more 

recently, using molecular markers RAPD and SSR. In this study the classical and molecular 

cytogenetics was used to check the hybrid status of plants obtained by crossing P. gardneri x 

P. gibertii. All genotypes analyzed showed the same chromosome number that the progenitor 

species, 2n = 18. The CMA3/DA/DAPI banding revealed that CMA3
+
/DAPI blocks were 

restricted to satellites. The fluorescent in situ hybridization (FISH) probe for sites of  rDNA 

5S and 45S was used to confirm paternity. Marker chromosomes with 5S and 45S sites, which 

were selected based on their location in each individual genome for analysis of F1 hybrids 

produced by P. gardneri x P. gibertii were observed. The presence of marker chromosomes 

that have rDNA sites, characteristic for each parent, it was confirmed that all the plants 

obtained were hybrid. Genomic in situ hybridization (GISH) was also used to differentiate the 

genomes of parents in hybrid genotypes. Genomic DNA from the paternal parent (P. gibertii) 

was used as a probe and genomic DNA from the maternal parent (P. gardneri) was used as 

blocking DNA. In the hybrid plants using GISH was possible to distinguish the maternal 

genome of the parental genome using DNA block 100 times more concentrated than the 

probe. 

 

Key-words: CMA3/DAPI banding, fluorescente in situ hybridization, genomic in situ 

hybridization, interspecific hybrids. 
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1. INTRODUÇÃO 

  

 O gênero Passiflora L. é o maior dentro da família Passifloraceae Juss, possuindo 

mais de 525 espécies (CERVI; IMIG, 2013), sendo o Brasil um importante centro de 

diversidade, com 137 espécies já reportadas (BERNACCI et al., 2013). No entanto, novas 

espécies continuam sendo descritas, como Passiflora kikiana Cervi & Linsingen (CERVI; 

LINSINGEN, 2010), P. cristalina Vanderpl. & Zappi (VANDERPLAN; ZAPPI, 2011), P. 

cacao Bernacci & M. M. Souza (BERNACCI; SOUZA, 2012) e P. pottiae Cervi & Imig 

(CERVI; IMIG, 2013). O gênero Passiflora destaca-se pelo interesse econômico encontrado 

em algumas espécies usadas para fins alimentícios, em que se destaca o maracujazeiro-azedo 

(P. edulis f. flavicarpa O. Deg.) (MELETTI et al., 2005), para fins medicinais (BARBOSA et 

al., 2008) e para o uso ornamental (VANDERPLANK, 2000; ABREU et al., 2009). 

 As passifloras são consideradas plantas ornamentais devido à beleza e características 

exóticas de suas flores (ABREU et al., 2009). No mercado de plantas ornamentais, além do 

uso de espécies, há um grande interesse pelos híbridos interespecíficos, devido à produção de 

plantas com características únicas. Muitas espécies de Passiflora podem ser hibridizadas sem 

dificuldades e o resultado do cruzamento entre duas espécies é uma progênie F1 de fenótipo 

intermediário aos genitores (VANDERPLANK, 2000). O primeiro relato de híbridos de 

Passiflora surgiu em 1819, quando o inglês Thomas Milne, cruzou P. caerulea L. e P. 

racemosa Brot., obtendo o híbrido P. ‘Violacea’, segundo a fórmula de hibridação descrita 

por Jean-Louis-Auguste-Loiseleur-Destongchamps, em 1928 (VANDERPLANK, 2000). A 

finalidade da obtenção desse híbrido ainda permanece obscura, no entanto, acredita-se que foi 

para ornamentação (ABREU et al., 2009). Desde então já foram produzidos mais de 400 

híbridos, os quais estão registrados na Sociedade Internacional de Passiflora 

(http://www.passiflorasociety.org). Entre 2010 e 2011, foram registrados 21 novos híbridos 

(KING, 2011). A maioria dos híbridos obtidos possui flores exuberantes, fator essencial à 

ornamentação. 

Espécies de Passiflora são bastante exploradas no mercado de plantas ornamentais na 

Europa, Estados Unidos e Japão (BERNACCI et al., 2013). No entanto, no Brasil o potencial 

da utilização de espécies de Passiflora como plantas ornamentais ainda permanece 

praticamente inexplorado, embora a localização do Brasil na zona tropical forneça as 

condições climáticas favoráveis para o seu cultivo (ABREU et al., 2009). Recentemente no 

Brasil, programas de melhoramento de Passiflora com propósito ornamental têm ganhado 

destaque, visando à produção de híbridos com características únicas, focando as condições 

http://www.passiflorasociety.org/
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edafoclimáticas do país (FALEIRO et al., 2007a; 2007b; JUNQUEIRA et al., 2007; BELO, 

2010; SANTOS et al., 2012;). 

 A identificação de híbridos pode ser realizada com base em diferentes técnicas, desde 

a que utiliza caracteristícas morfológicas, a qual é simples e de baixo custo (OLIVEIRA et al., 

2005), até as que utilizam marcadores moleculares, como RAPD, SSR, AFLP e ESTs 

(CZERNICKA et al., 2010). O uso de dados citogenéticos também tem oferecido excelentes 

resultados na análise de híbridos. O uso da citogenética convencional e molecular para esse 

propósito fornece uma ampla variedade de características cromossômicas (RAN et al., 2001). 

O uso de marcadores cromossômicos, em que cromossomos com padrões de bandas e 

marcações distintas são produzidas por Giemsa ou fluorocromos, consistem em boas 

ferramentas para a identificação de híbridos (MELO et al., 2001; MELO; GUERRA, 2003; 

ORTOLONI et al., 2007).  

Técnicas citogenéticas moleculares são extremamente úteis para confirmação de 

paternidade de híbridos, tais como a hibridização in situ fluorescente (FISH), em que 

cromossomos específicos que possuem marcações podem ser úteis, a exemplo temos o uso de 

sondas de DNAr 5S e 45S. Os cromossomos que carregam sítios de DNAr podem ser usados 

como marcadores para identificação dos genomas das espécies genitoras em plantas híbridas. 

Outra técnica que tem sido amplamente usada para identificação de híbridos é a hibridização 

genômica in situ (GISH), que envolve o uso do DNA genômico total de uma espécie como 

sonda (STACE; BAILEY, 1999) e que permite a distinção de ambos os genomas das espécies 

genitoras em germoplasma híbrido (SILVA; SOUZA, 2013). 

 Até então, em Passiflora, a confirmação de hibridação tem sido realizada com base em 

características morfológicas e, mais recentemente, por marcadores moleculares, que consiste 

em uma metodologia mais confiável para confirmação de paternidade em plantas híbridas de 

maracujazeiro, como RAPD (JUNQUEIRA et al., 2008; CONCEIÇÃO et al., 2011) e SSR 

(BELO, 2010; SANTOS et al., 2012). A utilização das técnicas de citogenética molecular 

FISH e GISH ainda não foram reportadas para a verificação de hibridações em Passiflora. 

Apenas a FISH tem sido empregada dentro do gênero, principalmente com o uso de sondas 

DNAr 5S e 45S para caracterizar algumas espécies (MELO; GUERRA, 2003) e híbridos 

somáticos (CUCO et al., 2005).  

Este trabalho teve com objetivo utilizar técnicas de citogenética clássica e molecular 

para confirmar e caracterizar os híbridos F1 resultantes do cruzamento entre P. gardneri e P. 

gibertii; como objetivos específicos: (i) caracterizar os cariotipos dos genitores e híbridos; (ii) 

identificar marcadores cromossômicos que permitam a distinção entre os cromossomos dos 
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genitores; (iii) confirmar a paternidade dos híbridos; (iv) distinguir cromossomos oriundos de 

cada genoma (paterno e materno) nos híbridos interespecíficos. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Material vegetal 

 

As espécies Passiflora gardneri Mast. (acesso 247) e Passiflora gibertii N.E Brown 

(acesso 174), provenientes da Embrapa Cerrados, Brasília, e oito híbridos cuja progênie foi 

denominada HD15 (HD15-101, HD15-104, HD15-106, HD15-107, HD15-108, HD15-109, 

HD15-110, HD15-111) foram analisados. As espécies e os híbridos são mantidos no Banco 

Ativo de Germoplasma (BAG-Passifloras), localizado no Campus da Universidade Estadual 

de Santa Cruz (UESC), no município de Ilhéus, Bahia (long 39 10‟W, lat 14 39‟ – S, alt 

78m). 

 

2.2 Coleta e preparação das lâminas  

 

Ápices de raízes com aproximadamente um centímetro foram coletados de estacas. As 

amostras foram pré-tratadas com 8-hidroxiquinolina (8-HQ) a 0,002 M por 1 h em 

temperatura ambiente (TA) e mais 21 h a + 8 -10 ºC. Após lavadas duas vezes em água 

destilada e fixadas em Carnoy (etanol:ácido acético glacial [3:1], v/v; JOHANSEN, 1940) por 

3 h em TA, as amostras foram mantidas a -20 °C por pelo menos 24 h ou até sua utilização. 

Para preparação das lâminas, os ápices de raízes foram lavados duas vezes em água destilada 

e incubados com 50 µl da solução enzimática celulase 2% e pectinase 20% (w/v) por 80 

minutos a 37º C. A enzima foi retirada com o auxílio de micropipeta, e após lavadas em água 

destilada, foi adicionado 10 µl de ácido acético 45% sobre a raiz. Com o auxílio de agulhas e 

sob microscópio estereoscópico, as raízes foram maceradas, cobertas com uma lamínula e 

pressionadas firmemente entre papel de filtro, congeladas em nitrogênio líquido por cerca de 

6 minutos para a retirada da lamínula, realizada com o auxílio de gilete, e secas ao ar. As 

lâminas com boas preparações metafásicas foram mantidas a -20 °C até a aplicação das 

técnicas citogenéticas.  
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2.3 Análise cariomorfológica 

 

 As lâminas foram coradas seguindo o protocolo proposto por Guerra e Souza (2002), 

com modificações. As lâminas foram imersas em solução de Giemsa 2% (Merck
®
) por 20-30 

min, lavadas rapidamente em água destilada e secas ao ar. Após a coloração, as lâminas foram 

montadas utilizando lamínulas 18 x 18 mm e meio Neomount
® 

(Merck
®

). Cinco metáfases de 

cada genótipo foram analisadas para as seguintes características: número cromossômico, 

medidas do braço curto (BC), braço longo (BL) e satélites (SAT); tamanho cromossômico 

médio (χ), comprimento do lote diploide (CLD); índice de assimetria (TF%) (HUZIWARA, 

1962) e heterogeneidade cariotípica (HC) (PASZKO, 2006). As metáfases foram fotografadas em 

microscópio de luz Olympus BX41 equipado com câmera digital de 5M Olympus DP25 e 

com software DP2-BSW. As mensurações foram realizadas utilizando o software Imagetool 

versão 3.0. 

  

2.4 Análise com fluorocromos CMA3/DA/DAPI 

 

 Para localização da heterocromatina rica em GC e AT foram usados os fluorocromos 

CMA3 e DAPI, respectivamente, e distamicina (DA). As lâminas foram envelhecidas por três 

dias antes da coloração. A tripla coloração CMA3/DA/DAPI seguiu o protocolo proposto por 

Guerra e Souza (2002), com modificação na concentração do CMA3, que consistiu na 

aplicação de 15 µl CMA3 (0,25 mg/ml) sobre as lâminas por uma hora, depois lavadas com 

água destilada e secas. Posteriormente, foi aplicada 15 µl de distamicina (0,1 mg/ml) por meia 

hora, lavadas com água destilada e secas e então foi aplicada em cada lâmina 15 µl de DAPI 

(0,5 mg/ml) por meia hora. As lâminas foram lavadas com água destilada, secas, montadas 

com 15 µl do meio de montagem glicerol/Macllvaine (1:1 v/v) usando uma lamínula de 20 x 

20 mm e envelhecidas por três dias antes da análise. As metáfases foram fotodocumentadas 

com a utilização do microscópio de epifluorescência Olympus BX41 equipado com câmera 

digital de 5M Olympus DP25 com o software DP2-BSW. O CMA3 foi detectado com o do 

filtro (excitação 360-390) e o DAPI foi detectado com filtro (excitação 430-470). 

 

2.5 Extração do DNA genômico  

  

 Para os procedimentos de hibridização in situ, o DNA dos genitores foi extraído 

usando o protocolo proposto por Doyle e Doyle (1990), com modificações. Folhas jovens 
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foram coletadas e maceradas em nitrogênio líquido, condicionadas em tampão de extração 

CTAB 2% [NaCl a 1,5 M; EDTA a 20 mM; Tris-HCl a 100 mM; B-Mercaptoetanol a 0,2%]. 

O isolamento de ácidos nucleicos foi realizado com solução (24:1) clorofórmio: álcool 

isoamílico e a ressuspensão do DNA foi realizada com tampão TE [Tris a 10 mM; EDTA a 1 

mM]. A inferência da concentração do DNA genômico extraído foi realizada através da 

comparação com 100 ng de DNA lambda em eletroforese em gel de agarose 1,2%, corado 

com SYBR safe (Invitrogen
®
). 

 

2.6 Tratamento de lâminas para hibridização in situ  

 

O tratamento das lâminas seguiu o protocolo para hibridização in situ fluorescente 

proposto por Schwarzacher e Heslop-Harrison (2000) e Souza et al. (2010), com 

modificações. Lâminas contendo as preparações citológicas foram secas em estufa a 37 °C 

pelo tempo mínimo de 1 h. Após aplicação de 50 µl de RNase (Sigma) a 1 µg/mL em tampão 

2xSSC (cloreto de sódio a 0,3 M, Sigma; citrato de sódio a 0,03 M, Sigma), as lâminas foram 

incubadas em câmara úmida por 1 h a 37°C. As lâminas foram imersas em 2xSSC em TA 

duas vezes por 5 min cada; 50 µL de HCl a 10 mM foi adicionado sobre as metáfases por 5 

min, e após retirada do HCl, foi adicionado 50 µL de pepsina (Sigma) [pepsina a 10 mg/mL; 

HCl a 10 mM (1:100 v/v)] e as lâminas foram incubadas em câmara úmida por 20 min a 

37°C. As etapas de lavagens citadas a seguir foram realizadas em plataforma agitadora a 120 

rpm (Biomixer, Mos-1). As lâminas foram lavadas em 2xSSC em TA duas vezes por 5 min 

cada, imersas em paraformaldeido a 4% em TA por 10 min, e novamente lavadas em 2xSSC 

duas vezes por 5 min cada. As preparações citológicas foram desidratadas em etanol 70% e 

etanol 96% por 5 min cada, para imediata aplicação das técnicas de hibridização in situ. 

 

2.7 Preparo de sondas para hibridização in situ 

 

Para hibridização genômica in situ (GISH), o DNA genômico total do genitor paterno, 

P. gibertii, foi usado como sonda e o DNA genômico total do genitor materno, P. gardneri, 

foi usado como DNA de bloqueio. Para a preparação do DNA de bloqueio e sua posterior 

utilização na aplicação da GISH, o DNA genômico do genitor masculino, P. gibertii, foi 

clivado com a utilização de três metodologias distintas, visando à obtenção de bandas 

preferencialmente entre 100 a 800 pb. A utilização do sonicador para a clivagem do DNA 

genômico resultou em melhor perfil de clivagem após a eletroforese em gel de agarose 2%. A 
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sonicação resultou na clivagem de fragmentos acima de 200 pb, mas com predominância de 

fragmentos entre a 200 a 1000 pb. A utilização de autoclave para a elaboração do DNA de 

bloqueio clivou o DNA genômico apenas em fragmentos menores que 200 pb, em contraste 

com a aplicação de choque térmico para a clivagem, o qual gerou grandes concentrações de 

fragmentos maiores que 1200 pb. Portanto para a preparação do DNA de bloqueio foi 

utilizado o método de clivagem do DNA genômico através de sonicação. Para a quebra do 

DNA de bloqueio, cerca de 20 µg de DNA genômico em um volume final de 200 µL foi 

clivado com o uso do sonicador (Qsonica, Q125) com a programação para a amplitude 40%, 2 

segundos ligado e 2 segundos deligado, com o tempo total de 5 minutos (JAUHAR; 

PETERSON, 2006). A verificação do tamanho dos fragmentos clivados foi realizada por 

eletroforese em gel de agarose 2% (Pronadisa) utilizando como parâmetro o marcador ladder 

100 pb (NEB, new england biolabs). Após a clivagem do DNA genômico, foi realizada a 

purificação do DNA clivado pela precipitação com 2% do volume final de acetato de sódio a 

3 M mais 200% do volume final de etanol P.A. A mistura foi estocada a -20 ºC overnight e, 

após este período, centrifugado por 20 min a 14.000 rmp a 20ºC para a eliminação do 

sobrenadante e posterior secagem em TA por no mínimo 1 hora. O pellet foi ressuspendido 

com Tris a 10 mM pH 8.0 com o volume necessário para concentração final de 1,1 μg/µL de 

DNA clivado. A marcação da sonda foi realizada por Nick translation com Biotina-16-dUTP 

(Roche Diagnostics
®
), concentração final de 1 μg de DNA clivado, seguindo o protocolo 

proposto pelo fabricante. 

Para a hibridização in situ fluorescente (FISH), clones pTa71 foram utilizados para a 

obtenção de sondas para sítios de DNAr 45S, as quais foram marcadas com biotina-16-dUTP 

(Roche Diagnostics
®

). As sondas para sítios de DNAr 5S foram obtidas a partir do produto da 

reação cadeia da polimerase (PCR) com o par de primer específico para Passiflora (5’-

GTGCGATCATACCAGRYTAATGCACCGG-3’ e 5’-GAGGTGCAACACGAGGACT 

TCCCAGGAGG -3’) (MELO; GUERRA, 2003) e marcada com digoxigenina-11-dUTP 

(Roche Diagnostics
®
). As sondas foram marcadas via Nick tranlation, com concentração final 

de 1 μg de DNA clivado, seguindo o protocolo proposto pelo fabricante. 

 

2.8 Aplicação e análise de GISH e FISH 

  

Após a secagem das lâminas em TA por 30 min, foi adicionada a mistura de 

hibridização com o volume final de 15µl, sendo formamida 50% (Sigma), dextran sulfato 

10% (Sigma), 2xSSC, SDS 0,13%  (Sodium dodecyl sulfate) (Bioagency) e a sonda. No 
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procedimento de GISH, foram utilizados 33 ng de sonda em quatro concentrações diferentes 

do DNA de bloqueio em relação à concentração da sonda genômica (33 ng): (a) 20x (660 ng); 

(b) 40x (1,36 μg); (c) 60x (1,98 μg); (d) 100x (3,3 μg) para realização dos testes. Nos quatro 

testes para adequação da sonda/DNA de bloqueio, a aplicação da técnica de GISH foi 

realizada no híbrido interespecífico F1 HD15-101 (2n = 18). No procedimento de FISH, foram 

utilizados 50 ng da sonda 45S e 50 ng da sonda 5S. A mistura de hibridização foi aquecida a 

75 °C por 10 min em termociclador (Eppendorf, Mastercycler) e transferida imediatamente 

para gelo pelo tempo mínimo de 5 min. As preparações citológicas contendo a mistura de 

hibridização foram desnaturadas em termociclador contendo um adaptador para lâminas 

(Techne, TC-412) a 75 °C por 10 min e incubadas overnight a 37 °C em câmara úmida. Após 

a hibridização, as lâminas foram imersas em 2xSSC em TA por 5 min para a remoção das 

lamínulas. Os banhos pós-hibridização a seguir foram realizados em banho Dubnoff (Quimis, 

9226ML), a 42 ºC, consistindo em duas imersões em 2xSSC por 5 min cada, duas em 

0,1xSSC por 5 min cada, e mais duas imersões em 2xSSC por 5 min cada. As lâminas foram 

imersas em solução com 4xSSC/Tween 20 a 0,2% (Sigma) em TA por 5 min e tratadas com 

50 µl de BSA (Sigma) a 5%. As sondas marcadas com biotina foram detectadas com 0,7 μl de 

avidina-FITC (Vector) mais 19,3 μL BSA 5% por lâmina. As sondas marcadas com rodamina 

foram detectadas com 0,7 μL anti-digoxigenina-rodamina (Roche) mais 19,3 μL de BSA 5% 

por lâmina. As lâminas contendo os anticorpos para a detecção foram incubadas em câmara 

úmida por 1 h a 37 °C. Para a remoção do excesso de anticorpo, foram realizados três banhos 

por 5 min cada com 4xSSC/Tween 20 a 0,2% em TA. As lâminas foram brevemente imersas 

em 2xSSC e as preparações citológicas foram simultaneamente montadas e contracoradas 

com meio DAPI/Vectashield
®
 (H-1200). As lâminas foram estocadas a + 8 - 10 °C até 

análise. 

As metáfases foram fotodocumentadas com a utilização do microscópio de 

epifluorescência Olympus BX41 equipado com câmera digital de 5M Olympus DP25 com o 

software DP2-BSW. As hibridizações detectadas com avidina-FITC foram visualizadas com o 

uso do filtro U-MWB (excitação 450-480 nm) e as hibridizações detectadas com anti-

digoxigenina-rodamina foram visualizadas com o uso do filtro U-MWG (excitação 510-550 

nm). As confecções de pranchas, cariogramas e sobreposições FITC/DAPI e 

FITC/RODAMINA/DAPI foram realizadas com o uso do software photoshop SC5. 
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3. RESULTADOS 

 

3.1 Análise cariomorfológica 

 

As espécies genitoras, P. gardneri e P. gibertii, e os oito híbridos interespecíficos 

HD15 analisados apresentaram 2n = 18, não havendo alteração no número cromossômico 

(Tabela 1; Figura 1). Por coloração convencional, não foi possível realizar o pareamento dos 

cromossomos homeólogos, uma vez que os comprimentos de muitos cromossomos são 

similares, não havendo variação cariotípica suficiente entre os genitores ou dentro de genótipo 

para a identificação acurada, como presença de satélites ou posição de centrômeros 

diferenciada entre pares. Dessa forma, a identificação dos pares cromossômicos foi 

dificultada, e por isso o lote haploide não foi considerado para medições. A visualização de 

satétiles também foi dificultada utilizando a coloração convencional (Giemsa 2%). Apenas 

poucos satélites puderam ser visualizados nos genitores e nos híbridos, mas não em todas as 

metáfases de cada genótipo analisado. 

Os valores para comprimento cromossômico médio (χ), comprimento do lote diploide 

(CLD) e índice de assimetria (TF%) são apresentados na Tabela 1. Foi verificada diferença no 

CLD entre as espécies genitoras de apenas 11,91 %. Os híbridos analisados apresentaram os 

valores para χ e CLD intermediários aos genitores. O híbrido HD15-107 apresentou os valores 

para χ e CLD mais próximos do genitor paterno, P. gibertii, enquanto o híbrido HD15-109 

apresentou valores mais próximos do genitor materno, P. gardneri (Tabela 1).  

 O índice de assimetria (TF%) proposto por Huziwara (1962) demostrou que todos os 

cariótipos, tanto dos genitores quanto dos híbridos, foram simétricos. Dentre os híbridos, os 

genótipos HD15-101 e HD15-104 apresentaram os menores índices de assimetria cariotípica 

(Tabela 1), indicando que esses dois genótipos são mais derivados.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



41 
 

 

Tabela 1. Características cariotípicas dos genitores Passiflora gardneri Mast. e P. gibertii N. 

E. Brown e híbridos interespecíficos F1 da progênie HD15 

Genótipos 2n χ (µm) CLD TF% 

Passiflora gadneri  18 3,31 58,40 43,48 

Passiflora gibertii  18 2,86 51,40 43,39 

HD15-101 18 3,10 55,85 42,60 

HD15-104 18 2,97 53,51 42,66 

HD15-106 18 3,10 55,82 44,12 

HD15-107 18 2,89 52,02 43,49 

HD15-108 18 3,09 55,61 44,10 

HD15-109 18 3,21 57,70 43,73 

HD15-110 18 3,15 56,73 43,95 

HD15-111 18 3,01 54,26 44,35 

χ = tamanho cromossômico médio; CLD = comprimento do lote diploide; TF% = índice de assimetria 

(Huziwara, 1962). 

 

A análise da heterogeneidade cariotípica (HC) realizada utilizando a dispersão dos 

parâmetros que avaliam as variações inter cromossômicas quanto ao comprimento 

cromossômico (CVCL) e à posição do centrômero (CVCI) agruparam todos os híbridos 

próximos do genitor materno (Figura 2). 
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Figura 1. Metáfases mitóticas em genitores e híbridos interespecíficos F1 de Passiflora 

corados com Giemsa (2n = 18). (A) P. gardneri Mast., (B) P. giberti N. E. Brown, (C) HD15-

101, (D) HD15-104, (E) HD15-106, (F) HD15-107, (G) HD15-108, (H) HD15-109, (I) 

HD15-110, (J) HD15-111. Barra = 10 µm. 
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Figura 2. Análise da heterogeneidade cariotípica usando (CVcl) e CVci) em espécies genitoras 

e híbridos interespecíficos F1 de Passiflora. 1 = P. gibertii Mast.; 2 = P. gardneri N. E. 

Brown; 3 = HD15-101; 4 = HD15-104; 5 = HD15-106; 6 = HD15-107; 7 = HD15-108; 8 = 

HD15-109; 9 = HD15-110; 10 = HD15-111.  

 

3.2 Bandamento CMA3/DA/DAPI 

 

 O bandamento CMA3/DAPI permitiu a observação de satélites não visualizados pela 

coloração convencional (Giemsa 2%). Não foram observados blocos DAPI
+
, sendo apenas 

visualizados blocos CMA3
+
/DAPI

- 
relacionados aos satélites (Figuras 3 e 4). A relação entre 

os blocos CMA3
+
/DAPI

-
 terminais e satélites possibilitaram à confirmação do número de 

satélites em ambas as espécies genitoras. No genitor paterno, P. gibertii, foram observados 

cinco blocos CMA3
+
/DAPI

- 
e no genitor materno, P. gardneri, foram observados seis blocos 

(Tabela 2). Nos oito híbridos analisados também foi possível observar os blocos CMA3
+
, 

confirmando o número de satélites (Tabela 2).  

 

Tabela 2. Dados cariotípicos com base em bandamento CMA3 e FISH (DNAr 45S e 5S) dos 

genitores (2n = 18) Passiflora gardneri Mast. e P. gibertii N. E. Brown e híbridos 

interespecíficos F1 da progênie HD15 (2n = 18)  

Genótipos   CMA3
+ 

DNAr 45S DNAr 5S 

P. gardneri 6 6 4 

P. gibertii 5 5 2 

HD15-101 5 5 (3M; 2P) 3 (2M; 1P) 

HD15-104 5 5 (3M; 2P) 3 (2M; 1P) 

HD15-106 6 6 (3M; 3P) 3 (2M; 1P) 

HD15-107 5 5 (3M; 2P) 3 (2M; 1P) 

HD15-108 5 5 (3M; 2P) 3 (2M; 1P) 

HD15-109 6 6 (3M; 3P) 3 (2M; 1P) 

HD15-110 5 5 (3M; 2P) 3 (2M; 1P) 

HD15-111 5 5 (3M; 2P) 3 (2M; 1P) 

(CMA3
+
) número de blocos CMA3; (DNAr 45S) número de sítios 45S; (DNAr 5S) número de sítios 

5S; (M) sítio de origem materna; (P) sítio de origem paterna.  
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Figura 3. Bandamento CMA3/DA/DAPI em metáfases mitóticas de espécies genitoras e 

híbridos interespecíficos F1 de Passiflora corados com DAPI (A, D, G, J, M), CMA3 (B, E, H, 

K, N) e sobreposição CMA3/DAPI (C, F, I, L, O). A-C P. gardneri Mast., D-F P. gibertii N. 

E. Brown, G-I HD115-101, J-L HD15-104, M-O HD15-106. As setas indicam os blocos 

CMA3
+
. Barra = 10 µm.  
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Figura 4. Bandamento CMA3/DA/DAPI em metáfases mitóticas de híbridos interespecíficos 

F1 de Passiflora (P. gardneri x P. gibertii) corados com DAPI (A, D, G, J, M), CMA3 (B, E, 

H, K, N) e sobreposição CMA3/DAPI (C, F, I, L, O). A-C HD15-107, D-F HD15-108, G-I 

HD115-109, J-L HD15-110, M-O HD15-111. As setas indicam os blocos CMA3
+
. Barra = 10 

µm. 
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3.3 FISH com uso de sondas DNAr 45S e 5S  
 

 As espécies genitoras, P. gardneri e P. gibertii, e oitos híbridos interespecíficos F1 

foram mapeados para os sítios de DNAr 45S e 5S (Figuras 5 a 7). O número de sítios de 

DNAr 45S e 5S e sua origem (genitor paterno ou materno) são apresentados na Tabela 2.  

 A identificação dos cromossomos no cariótipo dos genitores foi realizada com o uso 

de letras e números. Os pares foram ordenados pelo tamanho em ordem decrescente, onde 

para o genitor P. gardneri os cromossomos foram denominados de 1A a 9I para os pares 

cromossômicos de 1 a 9. Já para o genitor P. gibertii a denominação cariotípica foi realizada 

seguindo a adoção na nomenclatura 1a a 9i, sequencialmente para os pares cromossômicos de 

1 a 9. A denominação cariotípica nos genótipos híbridos foi realizada através da identificação 

dos cromossomos marcadores dos genitores, dotados de sítos de hibridização de DNAr 45S e 

5S, os quais segregaram nos híbridos HD15. Neste sentido, os pares cromossômicos 1A, 4D e 

7G do genitor P. gardneri apresentaram os sítios de DNAr 45S, enquanto que os pares 

cromossômicos 5E e 9I apresentaram os sítios de DNAr 5S. Já em P. gibertii os pares 

cromossômicos 2b, 7g e 9i apresentaram sítios de DNAr 45S e o par 5e apresentou sítios de 

DNAr 5S (Figura 6). 

A interpretação dos cariótipos dos genótipos híbridos não foi realizada apenas como 

base no tamanho cromossômico, uma vez que o genitor P. gardneri apresenta cromossomos 

maiores que o genitor P. gibertii, dificultando a identificação dos cromossomos, de ambos os 

genomas. Neste caso, os cariogramas dos híbridos HD15 foram elaborados seguindo o 

agrupamento de cromossomos homeólogos para 45S e 5S. Desta forma, a disposição dos 

cromossomos não obedece à ordem decrescente. Para os demais cromossomos o 

posicionamento seguiu a ordem de tamanho decrescente. 

Em P. gardneri foram observados três pares cromossômicos com sítios de DNAr 45S 

e dois pares com sítios de DNAr 5S (Figuras 5A e 6A). Um sítio DNAr 45S foi localizado na 

constrição secundária do braço longo do maior cromossomo (1A), próximo da região 

terminal. Um segundo sítio foi observado na constrição secundária do braço longo do 

cromossomo 4D e um terceiro sítio foi observado na constrição secundária do braço curto do 

cromossomo 7G, ambos na região terminal. Quanto aos sítios de DNAr 5S, um sítio foi 

observado na região pericentromérica do cromossomo 5E e um outro sítio foi localizado na 

região terminal do braço curto do menor par cromossômico (9I). 

 Em P. gibertii (Figuras 5B e 6B) três pares cromossômicos com sítios de DNAr 45S e 

um par cromossômico com sítio de DNAr 5S foram observados. No par cromossômico 2b foi 
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observado a presença de um sítio de DNAr 45S na constrição secundária do braço curto, perto 

da região terminal, sendo esse par heteromórfico, com apenas um homólogo portando o sítio 

de DNAr 45S. Os demais sítios foram observados na constrição secundária do braço curto dos 

cromossomos 7f e 9i. O único sítio de DNAr 5S foi observado próximo da região terminal do 

braço longo do cromossomo 5e. 

 A FISH realizada simultaneamente com as sondas DNAr 5S e DNAr 45 forneceram 

cromossomos marcadores para identificação do caráter híbrido dos indivíduos analisados. No 

entanto, uma quantidade maior desses marcadores foi encontrada para identificar o genoma 

materno (P. gardneri) em relação ao genoma paterno (P. gibertii), em que um número 

relativamente baixo de cromossomos marcadores carregando sítios de DNAr foi encontrado. 

Apenas os cromossomos portando os sítios DNAr 5S (par 5e) se apresentou como marcador 

confiável para identificação do genoma paterno. No entanto, o cromossomo 9i pode ser usado 

como um marcador secundário. 

 Nos cariogramas dos oito híbridos analisados foram numerados e nomeados apenas os 

cromossomos marcadores, portando os sítios de DNAr 5S e 45S para facilitar a identificação 

(figuras 6C-J). Desses, alguns foram escolhidos como marcadores para verificação do carárter 

híbrido das plantas analisadas. Para o genoma paterno, P. gardneri, o cromossomo 1A, que 

possui um sítio de DNAr 45S no braço longo, foi escolhido como o marcador primário para 

identificação desse genoma nos híbridos, pois em P. gibertii não foi encontrado nenhum sinal 

hibridização nesse cromossomo. Além disso, apenas P. gardneri possui sítio de DNAr 45S no 

braço longo de seus cromossomos. Atrelado a isso, o fato do cromossomo 1A ser maior lhe 

confere características únicas, o que impede que esse cromossomo seja confundido com os 

demais. O par cromossômico 4D também pode ser usado como marcador, pois possui um sítio 

de DNAr 45S no braço longo, característica exclusiva de P. gardneri. Dessa mesma forma, o 

par cromossômico 5E, que é o único par que possui um sítio de DNAr 5S na região 

pericentromérica consiste em um ótimo marcador, pois possui essa característica única e 

excludente. O par cromossômico 9I, que também possui um sítio de DNAr 5S no braço curto, 

pode igualmente ser usado como marcador, pois o único par cromossômico que possui sítio 

de DNAr 5S no genitor paterno, P. gibertii, está localizado no braço longo.  

Para o genitor paterno, P. gibertii, o par cromossômico 5e foi utilizado como marcador 

primário, possuindo um sítio de DNAr 5S na região terminal no braço longo, o que confere 

características únicas para esse par cromossômico e com isso consiste em marcador eficiente e 

seguro para identificação do genoma paterno nas plantas híbridas. O par cromossômico 9i que 

apresenta um sítio de DNAr 45S na região terminal do braço curto pode ser usado como um 
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marcador secundário, consistindo no menor cromossomo nos híbridos. Os demais 

cromossomos que possuem sítios de DNAr não podem ser usados de maneira segura como 

marcadores, pois possuem sinais de marcações e tamanhos muito similares, o que dificulta o 

seu uso para o propósito de identificação genômica.  

 Os oitos indivíduos híbridos analisados apresentaram cromossomos com sítios de 

DNAr 45S e 5S em posições características para cada genoma doador, o que confirma que 

todas as plantas testadas são híbridas. Nos híbridos HD15-101, HD15-104, HD15-107, HD15-

108, HD15-110 e HD15-111 foram observados claramente cinco sítios de DNAr 45S e três 

sítios de DNAr 5S; nos híbridos HD15-106 e HD15-109 foram observados seis sítios de 

DNAr 45S e três sítios de DNAr 5S (Tabela 2). Em todos os casos, o caráter híbrido das 

plantas testadas foi confirmado com a presença de cromossomos marcadores.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



49 
 

 

 
Figura 5. Hibridização in situ fluorescente (FISH) com sondas de DNAr 5S e 45S em 

metáfases mitóticas de genitores e híbridos interespecíficos F1 de Passiflora. (A) P. gardneri 

Mast., (B) P. gibertii N. E. Brown, (C) HD15-101, (D) HD15-104, (E) HD15-106, (F) HD15-

107, (G) HD15-108, (H) HD15-109, (I) HD15-110, (J) HD15-111. Os híbridos HD15-101, 

HD15-104, HD15-107, HD15-108, HD15-110, HD15-111 possuem cinco sítios de DNAr 45S 

e três sítios de DNAr 5S; os híbridos HD15-106 e HD15-109 possuem seis sítios de DNAr 

45S e três sítios de DNAr 5S. Barra = 10 µm.  
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Figura 6. Cariogramas das metáfases mitóticas com sondas de DNAr 5S e 45S em genitores e 

híbridos interespecíficos F1 de Passiflora. (A) P. gardneri Mast., (B) P. gibertii N. E. Brown, 

(C) HD15-101, (D) HD15-104, (E) HD15-106, (F) HD15-107, (G) HD15-108, (H) HD15-

109, (I) HD15-110, (J) HD15-111. As letras e números nos genitores indicam os pares 

cromossômicos. As letras e números nos híbridos indicam os cromossomos com os sítios de 

DNAr 45S e 5S. Barra 10 µm.  
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Figura 7. Ideogramas indicando as bandas CMA3 e sítios de DNAr 5S e 45S (FISH) em 

metáfases mitóticas de genitores e híbridos interespecíficos F1 de Passiflora: (A) P. gardneri 

Mast., (B) P. gibertii N. E. Brown, (C) HD15-101, (D) HD15-104, (E) HD15-106, (F) HD15-

107, (G) HD15-108, (H) HD15-109, (I) HD15-110, (J) HD15-111. Barra = 5 µm. 
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3.4 GISH 

 

 Esse é o primeiro trabalho relatando a aplicação de GISH no gênero Passiflora, por 

isso foi necessário aperfeiçoar a técnica, adequando a concentração do DNA de bloqueio em 

relação à sonda para a distinção dos genomas (Tabela 3). 

 

Tabela 3. Condições experimentais de GISH para adequação da sonda/DNA de bloqueio no 

híbrido interespecífico F1 HD15-101 de Passiflora 

Experimento Concentração da sonda  DNA de bloqueio Marcação obtida 

1 33 ng/μl (660 ng/μl) 20x Sem diferenciação 

2 33 ng/μl (1,36 μg/μl) 40x Sem diferenciação 

3 33 ng/μl (1,98 μg/μl) 60x Difereniação parcial 

4 33 ng/μl  (3,3 μg/μl) 100x Diferenciação completa 

 

Nos quatro testes para adequação da sonda/DNA de bloqueio (Tabela 3), a aplicação 

da técnica de GISH foi realizada no híbrido interespecífico F1 HD15-101 (2n = 18). A 

utilização do DNA de bloqueio 20 vezes mais concentrado que a sonda genômica do genitor 

paterno, não permitiu a diferenciação dos genomas devido à forte ocorrência de hibridização 

cruzada, em que a sonda hibridizou tanto no genoma de interesse quanto no genoma do outro 

genitor, impossibilitando a distinção do genoma alvo (Figura 8A). A utilização do DNA de 

bloqueio 40 vezes mais concentrado possibilitou a visualização de cromossomos hibridizados, 

conferindo ao genoma alvo o brilho característico da fluorescência FITC, entretanto a forte 

ocorrência de hibridização cruzada no genoma não alvo indicou a necessidade da utilização de 

DNA de bloqueio em maiores concentrações (Figura 8B).  

A aplicação da GISH com utilização do DNA de bloqueio 60 vezes mais concentrado 

já permitiu a visualização de cromossomos de P. gibertii, genoma alvo, fortemente 

hibridizado com a sonda, no entanto, a hibridização cruzada no genoma não alvo ainda não 

permitia distinção segura do genoma paterno (Figura 8C). A utilização do DNA de bloqueio 

100 vezes mais concentrado que a sonda demonstrou no híbrido HD15-101 a presença de 

nove cromossomos fortemente hibridizados, representando o genoma de P. gibertii na 

constituição genômica do híbrido. Os nove cromossomos do genitor materno, P. gardneri, 

(contracorados com DAPI), cujo DNA foi utilizado como DNA de bloqueio (Figura 8D), 

apresentou ausência de sinais de hibridização, ou um baixo nível de hibridização cruzada, 

demonstrando que a utilização do DNA de bloqueio na concentração de 100X possibilitou a 

diferenciação segura dos genomas dos genitores no genótipo HD15-101.  
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Figura 8. Hibridização genômica in situ (GISH) em metáfases mitóticas do híbrido 

interespecífico F1 HD15-101 de Passiflora (P. gardneri x P. gibertii) utilizando diferentes 

concentrações de DNA de bloqueio: (A) 20X, (B) 40X, (C) 60X e (D) 100X. Barra = 10 µm. 

 

A GISH permitiu distinguir o conjunto cromossômico de cada genitor nos híbridos 

analisados. Em cada híbrido, nove cromossomos do genitor paterno marcaram uniformemente 

de verde (FITC) ao logo de todo o cromossomo, permanecendo os nove cromossomos de 

origem materna sem marcação ou com um nível muito baixo de hibridização cruzada com a 

sonda (contracorados com DAPI). As plantas híbridas assim como os genitores, provaram 

serem indivíduos diploides com 2n = 18 cromossomos. A GISH permitiu a comprovação do 

caráter híbrido em todas as plantas F1 analisadas (Figuras 9 e 10).  
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Figura 9. Hibridização genômica in situ (GISH) em metáfases mitóticas de híbridos 

interespecíficos F1 de Passiflora (P. gardneri x P. gibertii): (A) HD15-101, (B) HD15-104, 

(C) HD15-106, (D) HD15-107, (E) HD15-108, (F) HD15-109, (G) HD15-110 e (H) HD15-

111. Barra = 10 µm. 
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Figura 10. Cariogromas de metáfases mitóticas com hibridização genômica in situ (GISH) em 

híbridos interespecíficos F1 (2n = 18) de Passiflora (P. gardneri x P. gibertii), mostrando 

nove cromossomos de origem paterna (verde; cromossomos menores) e nove de origem 

materna (azul; cromossomos maiores): (A) HD15-101, (B) HD15-104, (C) HD15-106, (D) 

HD15-107, (E) HD15-108, (F) HD15-109, (G) HD15-110 e (H) HD15-111. Barra = 10 µm. 

  

 

4. DISCUSSÃO 

  

 A progênie de híbridos F1 obtidos do cruzamento P. gardneri x P. gibertii 

apresentaram o mesmo número cromossômico (2n = 18) que as espécies genitoras. Em 

Passiflora, os vários híbridos interespecíficos produzidos artificialmente tendem a apresentar 

o mesmo número cromossômico que as espécies genitoras, no entanto, híbridos com 
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alterações cromossômicas numéricas  já foram reportados dentro do gênero (SANTOS et al., 

2012). Em um levantamento feito em 2005, foi verificado que, para a maioria das espécies de 

Passiflora, a caracterização cariotípica se restringe basicamente à contagem do número 

cromossômico (SOARES-SCOTT et al., 2005). Provavelmente a falta de dados 

cariomorfológicos para a grande quantidade de espécies e híbridos produzidos no gênero 

ocorre devido à similaridade cariotípica, uma vez que os cariótipos dentro do gênero 

Passiflora tendem a ser similares (SOUZA et al., 2008). 

Nesse estudo, tanto as espécies genitoras quanto os híbridos apresentaram cariótipos 

similares, com o conjunto de cromossomos apresentando comprimento decrescente gradual, 

discreto, como ocorre para a maioria das espécies de Passiflora já analisadas (MELO et al., 

2001; SOUZA et al., 2003; VIEIRA et al., 2004). Os híbridos apresentaram características 

caritotípicas intermediárias às espécies genitoras. Híbridos obtidos do cruzamento entre P. 

edulis Sims e P. setacea D. C. também apresentaram variáveis cariotípicas intermediárias aos 

genitores (SOARES-SCOTT, 1998). O cálculo do índice de assimetria cromossômica revelou 

que as espécies e os híbridos apresentaram cariótipos simétricos, o que sugere um caráter 

primitivo (STEBBINS, 1971). Geralmente as espécies com n = 9 pertencentes ao gênero 

Passiflora tendem a apresentar cariótipo simétrico (MELO et al., 2001; MELO; GUERRA, 

2003).  

O diagrama de dispersão agrupou os híbridos mais próximos do genitor materno (P. 

gardneri). No entanto, a maioria dos híbridos foi agrupada em posição intermédiaria em 

relação aos genitores. O agrupamento dos híbridos mais próximos de P. gardneri sugere que 

os seus cromosomos são mais semelhantes a esse genitor, indicando que pode ter havido 

pequenas alterações estruturais nos genomas dos híbridos. Uma nova constituição genômica 

produzida pelo processo de hibridação pode gerar conflitos intergenômicos, que levam a 

rearranjos genéticos (RIDDLE; BIRCHLER, 2003). O método baseado em CV(ci) e CV(cl) é 

bastante sensível a qualquer tipo de variação (PASZKO, 2006), sendo útil na análise de 

alterações cromossômicas dos genomas dos híbridos. 

Nos genitores e híbridos de Passiflora analisados, o uso da coloração convencional 

(Giemsa 2%) não consistiu na melhor ferramenta para identificação dos genótipos, pois a  

morfologia e tamanho dos cromossomos foi semelhante e a visualização de satélites não foi 

possível para todos os genótipos. Com base nessa técnica, apenas foram visualizados satélites 

em poucas células e em algumas células de maneira não muito clara, o que pode levar a um 

resultado impreciso.  
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Como os satélites nem sempre são visíveis em Passiflora, a utilização de bandamento 

CMA3 e hibridização in situ fluorescente (FISH) com DNAr podem fornecer melhores 

resultados para analise cariotípica (MELO et al., 2001). De fato, no presente estudo, pode-se 

verificar que o uso da FISH com sonda para DNAr 45S e da coloração com fluorocromos 

forneceram cromossomos marcadores para identificação e confirmação dos híbridos. 

 Em P. gardneri, P. gibertti e nos híbridos, todos os blocos CMA3 foram restritos a 

regiões de satélites, confirmando o que tem sido descrito na literatura para o gênero Passiflora 

(MELO; GUERRA, 2003). O padrão de bandamento CMA3
+
 observado nos híbridos da 

progênie HD15 apresentou-se de duas formas, observando-se híbridos com cinco bandas 

CMA3
+ 

e com seis bandas. Essa variação já era esperada, pois o genitor paterno (P. gibertii) 

possui um par heteromórfico (observados com bandas CMA3
+
 e sítios 45S). Em Passiflora, 

cromossomos homólogos com heteromorfismo já foram observados em um único indivíduo 

de P. amethystina Mikan, que apresentou cinco blocos CMA3
+
, com quatros blocos menores e 

um único bloco maior (MELO et al., 2001). Heteromorfismo cromossômico também foi 

observado para sítios de DNAr. Em um indivíduo de P. glandulosa Cav. foi observado a 

presença de apenas um sítio de DNAr 5S em um homólogo e a ausência no outro homólogo, 

já em P. suberosa L. foi observada a presença de sítios de DNAr 5S e 45S no mesmo 

cromossomo (MELO; GUERRA, 2003).  

 A localização e o número de sequências ribossomais (genes DNAr) e satélites são 

muito importantes e úteis para a diferenciação cromossômica e, consequentemente, para a 

utilização desses cromossomos como marcadores. Nos híbridos, houve variação na 

quantidade de sítios DNAr 45S. Isso se deve ao fato da espécie genitora paterna apresentar o 

par cromossômico 2b heteromórfico, em que apenas um homólogo possui um sítio de DNAr 

45S, ou seja, durante a meiose essa espécie pode formar gametas contendo dois ou três 

cromossomos carregando sítios DNAr 45S. Nos híbridos contendo cinco sítios DNAr 45S 

houve a fusão de um gameta paterno carregando dois sítios DNAr 45S com o gameta materno 

carregando três sítios DNAr 45S, enquanto que nos híbridos contendo seis sítios DNAr 45S, 

houve a fusão de um gameta paterno carregando três sítios DNAr 45S com um gameta 

materno carregando três sítios DNAr 45S. 

Em espécies do gênero Passiflora, já foi observado à presença de multivalentes 

durante a meiose (MELO et al., 2001). Na espécie P. edmundoi Sacco foi observada a 

presença de irregularidades meióticas, como a formação de multivalentes, que podem refletir 

mudanças estruturais no genoma, tais como inversões, translocações, deleções e duplicações 

(SOUZA et al., 2003). Provavelmente a presença de um par cromossômico homólogo 
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heteromórfico em P. gibertti ocorreu devido à deleção ou redução de um dos sítios de DNAr 

45S, o qual não pode ser detectado por FISH em cromossomos metafásicos, ou essa espécie 

possui diferentes citótipos, com indivíduos portando quatro sítios 45S e outros indivíduos 

portando seis sítios 45S. O cruzamento entre esses diferentes citótipos pode formar indivíduos 

com cinco sítios DNAr 45S. Porém outros acessos de P. gibertii precisam ser analisados com 

base em detecção de bandas CMA e sítios de DNAr 45S para testar essas hipóteses.  

Em Passiflora tem sido reportada a existência de indivíduos com diferentes cariótipos 

quanto à localização de satélites. Em P. edulis, por exemplo, já foram observados satélites nos 

cromossomos 8 e 9 (CUCO et al., 2005), nos cromossomos 4 e 7 (MAYEDA; VIEIRA, 1995; 

MELETTI et al., 2005) e nos cromossomos 1 e 4 (VIANA; SOUZA, 2012). Essa grande 

variação quanto à posição dos satélites em populações distintas pode indicar a ocorrência de 

rearranjos estruturais (SOUZA et al., 2003).  

 O uso da FISH com as sondas para DNAr 5S e 45S demonstrou ser essa técnica uma 

excelente ferramenta para identificação de híbridos em Passiflora. As sondas DNAr 5S e 45S 

permitiram a localização dos genes de DNAr, os quais foram utilizados como marcas para 

confirmação de paternidade. Em híbridos obtidos de espécies do gênero Lilium L, o uso de 

apenas uma sonda de DNAr já foi o suficiente para confirmar a hibridização cruzada 

(MARASEK et al., 2004). Cada cromossomo com um sítio de DNAr pode funcionar como 

marcador. A utilização desses marcadores fornece informações (marcas) que podem ser 

facilmente reconhecidas em uma célula, e assim, permitem uma confirmação rápida e 

confiável dos híbridos analisados, uma vez que o uso dessa técnica pode ser feita em qualquer 

estágio do ciclo de vida da planta, sendo relevante para programas de melhoramento de 

plantas que envolvem hibridações interespecíficas.  

 A FISH usando duas ou mais sequências de DNA repetitivo como sondas tem sido 

amplamente utilizada para a identificação cromossômica e, consequentemente, para a 

utilização como cromossomo marcador em algumas espécies de plantas (MARASEK et al., 

2004). O uso de sondas DNAr 5S e 45S determinou o caráter híbrido em Lilium L., em que o 

uso simultâneo das duas sondas forneceu cromossomos marcadores, os quais foram usados 

para identificação de cada genoma doador nos híbridos (MARESAK et al., 2004). No gênero 

Oryza L., com a aplicação da sonda de DNAr 45S em híbridos (O. meyriana x O. sativa), foi 

possível verificar que dois sítios de DNAr 45S pertenciam à O. meyriana e um sítio pertencia 

à O. sativa (XIONG et al., 2006).  

 A técnica de GISH tem se mostrado uma importante e eficiente ferramenta para 

identificação rápida e confiável de genomas das espécies genitoras em híbridos 



59 
 

 

(interespecíficos e intergenéricos) e espécies alopoliploides (SCHWARZACHER, 2003). Essa 

técnica também tem se mostrado promissora para verificar a introgessão cromossômica em 

cultivares melhoradas (HUMPHREYS; PASAKINSKIENE, 1996). Entretanto, a GISH tem 

sido mais informativa em espécies que possuem cromossomos maiores, pois em espécies com 

cromossomos pequenos há tendência de marcação apenas nas regiões pericentroméricas 

(YAO et al., 2010). 

 A habilidade para distinguir os genomas das espécies genitoras em híbridos com base 

em GISH depende do grau de homologia entre as espécies e das condições de estringência. 

Além disso, a quantidade de DNA de bloqueio necessária para distinguir os genomas das 

espécies genitoras representa o grau de homologia compartilhada por elas (TANG et al., 

2010). Para a identificação dos híbridos interespecíficos resultantes do cruzamento entre P. 

gardneri x P. gibertii, utilizou-se o DNA genômico paterno como sonda e o DNA genômico 

materno com DNA de bloqueio. Foi necessário o uso do DNA de bloqueio 100x mais 

concentrado que a sonda, sendo que os testes com concentrações menores de DNA de 

bloqueio não permitia a diferenciação dos genomas. Dessa forma podemos inferir que as duas 

espécies genitoras possuem muitas sequências repetitivas em comum, estando próximas 

geneticamente. Por isso, o uso de baixas concentrações de DNA de bloqueio permitiu que a 

sonda marcasse ambos os genomas genitores nos híbridos, enquanto que o aumento do DNA 

de bloqueio contribuiu para o aumento da especificidade da marcação e preveniu a 

hibridização cruzada (ANAMTHAWAT-JÓNSSON et al., 1990). Para identificação dos 

híbridos resultantes do cruzamento entre Lycopersicon esculentum L. e L. peruvianum L. foi 

necessário o uso de DNA de bloqueio 100x mais concentrado que a sonda (PAROKONNY et 

al., 1997), enquanto que em híbridos de Dendranthema nankingense X.D.Cui e Tanacetum 

vulgare L., ambos os genomas foram diferenciados sem a necessidade de DNA de bloqueio 

(TANG et al., 2011). 

 Geralmente, genomas que compartilham 80-85% ou menos de homologia podem ser 

diferenciados sem a necessidade de uma alta concentração de DNA de bloqueio 

(SCHWARZACHER et al., 1989). Por outro lado, com o aumento das condições de 

estrigência combinada com uma quantidade alta de DNA de bloqueio, se pode obter a 

distinção de genomas que compartilham até 90 a 95% de homologia (PAROKONNY et al., 

1997). No gênero Allium foram testadas diferentes concentrações de DNA de bloqueio, sendo 

que para algumas espécies genitoras uma taxa de 1:100 sonda/DNA de bloqueio foi 

suficiente, enquanto que para outras uma concentração de DNA de bloqueio extremamente 
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alta 1:1000 foi necessária (FRIENSEN; KLAAS, 1998), indicando que essas espécies são 

muito próximas. 

  

5. CONCLUSÕES 

 

 A coloração convencional não pemitiu a visualização de todos os satélites, não sendo a 

melhor ferramenta para identificação dos híbridos. 

 O bandamento CMA3 permitiu verificar que as regiões ricas em GC nas espécies 

genitoras e nos híbridos foram restritas aos satélites. 

Com o uso de FISH e GISH foi possível determinar a paternidade das plantas híbridas 

de Passiflora, demonstrando que ambas as técnicas podem ser utilizadas para identificação de 

híbridos em programas de melhoramento do maracujazeiro. Com a FISH foi possível 

selecionar cromossomos marcadores para idendificação de ambos os genomas e com a GISH 

foi possível diferenciar os genomas.  

Para a identificação do genoma paterno, P. gardneri, vários cromossomos puderam ser 

usados como marcadores com o uso simultâneo das duas sondas de DNAr 5S e 45S, além 

disso, foi possível verificar que apenas o uso da sonda DNAr 5S já seria suficiente para 

identificação de ambos os genomas das espécies genitoras nos híbridos. 
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CONCLUSÕES GERAIS  

 

1 - A hibridização genômica in situ (GISH) tem sido aplicada com sucesso em ínumeras 

famílias de plantas, permitindo a indentificação de híbridos interespecíficos e intergenéricos, 

verificação da origem e evolução de alopoliplóides e no melhoramento de plantas para 

verificar introgressão cromossômica em genótipos de interesse agronômico. 

 

2 - Não houve alteração cromossômica numérica nos híbridos.  

 

3 - Com o bandamento CMA3 verificou-se que as regiões ricas em GC nos híbridos e nas 

espécies P. gardneri e P. gibertii foram restritas aos satétiles.  

 

4 - A hibridização in situ flourescente (FISH) com o uso das sondas de DNAr 45S e 5S 

permitiu a identificação de cromossomos marcadores para cada genoma e assim foi possível 

confirmar a hibridação cruzada das plantas obtidas do cruzamento P. gardneri x P. gibertii. 

 

5 - A GISH, com uso do DNA genômico de P. gibertii como sonda e o DNA genômico de P. 

gardneri como DNA de bloqueio, permitiu distinguir os genomas de ambas as espécies nos 

híbridos e inferir que as duas espécies são próximas. 
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