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RESUMO

DE OLIVEIRA, Andréia MagalhdesM.S., Universidade Estadual de Santa Cruz, llhéus,
Setembro de 2022nélise citogenética classica erRassiflora trilobaRuiz e Pavon ex DC
Orientadora: Dra. Margarete Magalhdes de Souza. Coorientadores: Dr. Clausio Ferreira de
Melo e Dr. Gongalo &tos d&bilva.

A exuberancia e tamanho dasdlores, a variada gama de cores e morfologia gnmaerem

as passifloas caracteristicas ornamentasquds ja vém sendo utilizadadesde o século XVII

pelos Europeusporém ainda muito pouco explorada no Brasil. Com o objetivo de realizar
caracterizacao citogenética na espécie silv@sssiflora trilobg que possui grande potencial
ornamental e pouco sal®e sobre ela, fam realizada andises decitogenética classica
(coloracao com giemsa e dupla coloracao com fluorocromoszIMRI1) eandlises meiodtica

e poésmeidticas. Além disso, foi realizado estudo da biologia reproducaestimando a
viabilidade polinicagerminacdo do grdo de polanvitro e polinizacéoin vivo. O estudo da
citogenética classicgossibilitou analisar os cromossomos mitéticos para realizacdo do
cariétipo e meibticos para analise de pareamento e regularidade na segRgacéste estudo

foi utilizado materialvegetal P. triloba) presente nacolecdo de trabalho dBassiflora
localizada na Universidade Estadual de Santa CRESC Ilhéus, BahiaAtravés daanalise
cariotipicafoi observadsmimerocromossémicdliploide 2h = 18 e haploide = 9, sendo todos

seus cromossomos metacéntricos. A deplaracdo demustrou blocos CMA e DAPI nos
centrébmeros de todos os cromossomagi&roblocos em regides terminais, portardojs

pares de cromossomos com satélite. A analise meidtica demonstrou alguns tipos de
irregularidades meidticas como cromossomos precoces e retardatarios, assincronia e
irregularidades na formacao nas fibras do fuso do tipo transverso. Quéomnimacao de
guiasmashouve predominancia de quiasma intersticial com indice de récagao de 188.

Na analise pémeibdtica, foram encontradas poucas irregularidades como diades e triades e 0
indice meidtico foi de 99,08%. A viabilidade polinica com Solucédo de Alexander demonstrou
8054% de viabilidademas tambérforamobservadegraos de pélemviaveiscom citoplasma
contraido (0,38%), vazio (9,9%pulverizado (8,44) o e micgodo (0,64%). Na germinacéo

vitro foi observad a germinacéo d&l,88%dos graos de poleiNa polinizagdan vivo houve
emissao de tubo polinico e fecundacao apés 2 horas de polinizacdo. Os estudos canmtipicos
presente estudo indicague a espécie possui 0 nimero cromossdmico comuwsuba@Enero
Passiflorg favorecendo a sua utilizacdo em cruzamentos entre espiécieEsmo grupo

taxondmico Adicionalmente, comprovesequeP. trilobaapresenta comportamento meidtico
%



regular levando ao méaximo aproveitamento no percentual de fertilizacdo, sendo uma espécie

apta para utilizacdo em hibridacao interespecifica e prodig@lantas para ornamentacao.

Palavraschave:MaracujazeirosMeiose.Cariotipo. Viabilidade polinica. Germinacao.

Vi



ABSTRACT

DE OLIVEIRA, Andréia Magalhdes, MB., Universidade Estadual de Santa Cruz, llhéus,
Setembro de 202Zlassical cytogenetic analysis iPassiflora trilobaRuiz e Pavon ex DC.
Advisor: Dra.Margarete Magalhdes de Souza-&&tvisor: Dr. Claui® Ferreira de Melo e Dr.
Goncalo @ntos da Silva

The exuberance and size of its flowers, the varied range of colors and unique morphology, give
passifloras ornamental characteristics, which have already been used since the 17th century by
Europeans, buttidl very little explored in Brazil. With the aim of performing cytogenetic
characterization in the wild speciassiflora trilobg which has great ornamental potential and

little is known about it, classical cytogenetic analyzes were carried out (gtaiitm giemsa

and double staining with fluorochromes CRMBAPI) and meiotic and postnalyses analyses.
meiotic. In addition, a study of reproduction biology was carried out, estimating pollen viability,

in vitro pollen grain germination and in vivo pobition. The study of classical cytogenetics
made it possible to analyze mitotic chromosomes for karyotyping and meiotics for analysis of
pairing and regularityn segregation. For this studye usedplant material . triloba) present

in the Passiflora workollection located at the State University of Santa CruESC llhéus,

Bahia Through the karyotype analysis, diploid chromosome numier I8 and haploich =

9 were observed, with all of their chromosomes being metacentric. Double staining showed
CMA™* and DAPI blocks in the centromeres of all chromosomes and four blocks in terminal
regions, therefore, two pairs of satellite chromosomes. Meiotic analysis seomedypes of
meiotic irregularities such as early and late chromosomes, asynchrony and irregularities in the
formation of transverse spindle fibers. As for the formation of chiasms, there was a
predominance of interstitial chiasm with a recombinationxnafe18.88. In the posheiotic
analysis, few irregularities such as dyads and triads were found and the meiotic index was
99.08%. Pollen viability with Alexander's solution showed 80.54% viability, but unviable
pollen grains with contracted cytoplasm @%3), empty (9.9%), sprayed (8.44) and micrograin
(0.64%). In the in vitro germination, germination of 31.88% of the pollen grains was observed.
In vivo pollination there was pollen tube emission and fertilization after 2 hours of pollination.
The karyotyjic studies in the present study indicate that the species has the same chromosome
number as th@assiflorasubgenus, favoring its use in crosses between species of the same

taxonomic group. Additionally, it was proved thiattriloba presents regular meiotbehavior,

Vi



leading to the maximum use in the percentage of fertilization, being a suitable species for use

in interspecific hybridization and production of plants for ornamentation.

Key-words Passionflower. Meiosis. Karyotypollen viability. Germination
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1 INTRODUCAO

A familia Passifloracead. L. de Jussie ex Kuntlpossui cerca de 1@éneros e
aproximadamente 650 egies (BERNACCI et al.2013. Estdo distribuidas pelas regides
tropicais e subtropicais, sendo as Amérizaentro da diversidade do grupo, com cerca de 500
espéciegULMER; MACDOUGAL, 2009. A cada ano novas espécies dascobertasomo
P. cacaoBernacci & M. M. Souza (BERNACCI; SOUZA, 2014, pottiaeCervi & Imig
(CERVI; IMIG, 2013) eP. echinastdas A. K. Koch, A. Cardoso & Ilki Borg (KOCH et al.,
2015),aumentando gradativamert@&imero de espéssi do género da familiaPassifloraceae
(BERNACCI; SOUZA, 2012).

O géneroPassifloral. € o mais representativo dentro da familia Passifloraceae,
abrangendo cerca de 400 espécies, sendo aproximadamente 135 delas endémicas do Brasil
(BERNACCI et al., 2013¥azendo com que o pais seja um dos principais centros de diversidade
genética do género (FERREIRA, 2005).

Seu cultivo é realizado para uso medicinal, alimenticio e ornamental (ABREU et al.,
2009).0 interesse dessas espécies pelo uso em ornameatag@&odevido a exuberancia e
tamanho das suas flores, sua variada gama de cores e formas uUnicas (ABREU et al., 2009).
Espécies d@assifloravém sendautilizadasna ornamentacadesde o século XVII na Europa
com as espécieP. caerulea L e P. incarnata L (PEIXOTO, 2005) devido assuas
caracteristicas morfologicas variadd3. primeiro hibrido ornamentalP( Oviol aceat
desenvolvido por Thomas Milne em 1819, em Fulmannglaterra, resultado do cruzamento
das espécieB. caeruleae P. racemosarot, cultivado até hojVANDERPLANK, 2000)

A Universidade Estadual de Santa Cruz (UESIBEusBA, possui desde 2004 uma
Colecao de Trabalho (CFassiflora/UESCEom o objetivo de caracterizar espécies ainda nao
estudadas deassiflorae obter hibridos interespecificos com caracteristicas ornameotais,
flores mais exuberantes e vistosas com cores exaticas (SANTOS et alg 2@di@d) tempo de
abertura das floredNa CT-PassiflordJESCja foram obtidocom sucesshibridos comdP.

0 BebP.abd GaBELOetlal@2@B8),P. O ANR nihaAB P &d s (SANTOSebal.,
2012)P. o6 ViPvi 83 hevi 6 ( S QO Zataterehtbrida dio.individadpdde kser
confirmado pela morfologia e nUmero dos cromossos®@scomportamento durante a meiose
(SOARESSCOTT et al., 20059 analises moleculareBorPassifloraser um género com uma

grande variabilidade genética, estudos do comportamento cromossdémico rpezsttéher



com mais precisdo espécies com genotipo rfeaisravel para hibridacdo interespecifica
(OHRI, 1998) aumentando a probabilidade no sucesso do cruzamento.

Apesar da variabilidade genética existente e do alto potencial de uso das passifloras
como planta ornamental e medicinal, e para consomatura, ainda sdo poucos os trabalhos
gue visama caracterizacdo do germoplasma para 0 acesso a programas de melhoramento
genético (FALEIRO et al., 2011).

A maioria das espécie§ autoincompativie (SOUZA et al., 2006), demonstrando
incapacidade de uma plangrtil formar semente quando fertilizada com seu proprio pélen
(SCHIFINO-WITTMANN; DALL AAGNOL, 2002), necessitando de agentes polinizadores.
Esse mecanismo facilita a hibridacdo de forma natural entre individuos com mesmo numero
cromossémicoEm plantas ong o interesse séo as floresta autmcompatibilidade pode ser
consideraddenéfica, pois a ndo polinizacdo mantém as flores exuberantes por mais tempo
(SCHIFINO-WITTMANN; DALL AGNOL, 2002).

De acordo com estudos citogenéticaseapécies dPassifloraapresentam diferentes
nameros cromossémicos, podendo ser agrupadas de acordo com o numerx)hasicdck
=6,x=9,x=10 ex = 12 (MELO; GUERRA, 2003). As técnicas de citogenética classica
permitan analisar os cromossomadanto meidticos quanto mitoticgsara estudo do datipo
de determinada espécternandopossivel saber o numemorfologia,0 comprimentdotal e
dos bracoslos cromossomoslém dadocalizacdo de regides satélifgegides organizadoras
de nucléoloi RON), que sdo utilizadas como marcadores (SOASE®TT et al, 2005).

Esses dados permitem comparar espécies proximas, analisar a variabilidade dentro da mesma
espécie e analisar aspectos filogenéticos.

As andlises rdaadas durante a meiose fornecem informacdes sobre o comportamento
dos cromossomos e sobre a fertilidade da espécie, demonstrando ser uma importante
ferramentgara auxiliar na escolha de gendtipos para cruzamentos interespecificos em
programas de melhoramento plantas (KIIHL et al., 2011)informagbes como pareamento
dos cromossomos, recombinacdo genética, niveis de irregularidades meioticas e a viabilidade
dos gametas sdo obtidos através das analises me®fcssneidticafSOUZA et al., 2003a).

Na profase |, pareamento dos cromossomos € um dos eventos mais importantes da meiose,
pois € ondse observa compatibilidade gdnatatravés do mecanismo ideanbinacgédo, além

disso, um pareamento correto resulta na segregacao correta dos crom@SAQHONETTO;
TEDESCO, 2009)garantindo produtos pémeidticos com nimero cromossoémico balanceado.

A viabilidade dos gametas pode ser reduzida se houver um desbagadcsiribuicdo dos
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cromossomos durante a meiose por desequilibrio na segregacéo, isto pode ocorrer por erro no
pareamento cromossdmico, na manutencdo dos bivalentes ou na formacéo das filsas do
(SOUZA et al., 2003a).

A espécie silvestrBassiflora trilobaRuiz e Pavoiex. DC.apresentélores exuberantes
sendo considerada ornamental (OLIVEIRA et al., 2017), porém ainda ndoncoadtteratura
informacdes sobrestudos citogenéticogs quais sdo importantparasubsidiaprogramas de
melhoramento eehibridacdes.

Por ser considerada ornament®. triloba pode ser utilizada em hibridacfes
interespecificapara obtencdo de progénie com caracteristicas ornamentais Unicassd éra
necessaria caracterizacédo da espécie a qual ainda néo foi real@amgetivo deste trabalho
foi realizar caracterizagéo citogenétieaabpéci®. triloba paraavaliar a pssibilidade de sua
utilizacdo e melhor selecdo de gendtigms hibridaes interespecificasDesta forma, os
objetivos especificos foran() determinaro cariétipo da espécie através da analise mitética;
(i) analisar a ocorréncia de distribuicdo de ban@a8As*/ DAPI; (iii) analisar o
comportamento meidtico da espécig) éstimar o indice da viabilidade polinice) 6bservar
a emissdo de tubo polinico e fecundacdo através da polinizagaaal in vivo por

geitonogamia

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1Importancia econdmica dagassiflorascomo ornamentais

No mercado de plantas ornamentais flores dapassifloraga vém sendo utilizadas
desde o século XVII na Europa (PEIXOTO, 2005). Isto se da pela exuberancia de suas flores,
suas cores e originalidade de suas formas (ABREU et al., 2009; FALEIRO et al., 2005). Em
1819 o Inglés Thomas Milne obteve o primeiro hibaddficial, P.6violace@LoiseleusDes,
até hoje cultivadaomoresultado do cruzamento entre as espdeigacemosarot comP.
caerulealL. (PEIXOTO, 2005). Desde entéo, ja foram produzidos e registrados mai¥ de
hibridos com a finalidade de ornami&cdo, sendo que o maior polo de producéao de hibridos
fica na Alemanha, onde através do melhoramento genético e inducgéo a tetraploidia é possivel

obter flores maiores e adaptadas ao cultivo em vasos (PEIXOTO, 2005)
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As primeiras variedades de hibridos Rlessiflorapara uso ornamental lancados no
Brasil foi realizada pela EMBRAPAendo elaBRS Estrela do CerragdBRS Roseflora e BRS
Rubiflora, BRSCéu do Cerrado, BRS Rosea Purpura e BRS Pérola do CEOBNEIRA,
2019).Na CT- Passiflora UESC véarios hibridos com potencial para ornamentacéo ja foram
obtidos com sucessmmoP. 6 BPe | & & a BELOetlala2®13P. O ANnAR nhaAd v ad
P. Poi scillad (SAd&NmMaBPeceatt. adVipvi2dalrevi 6 ( SOUZ
2020)

O formato das flores, variedades de cores e presenca da corona, caracteristica exclusiva
da familia Passifloraceae, chamam a atencéo e a colocam na lista de plantas ornamentais
(ABREU et al., 200R Além diso, a variacdo no formato das folhagens fez com que nos
Estados Unidos fossem muito utilizadas na decoracao de cercas, paredes, pergolados, estufas ¢
jardins (VANDERPLANK, 2000; ABREU et al., 2009). Outra caracteristica importante € a
capacidade de florac@donde ha grande producéo de flores por loqpgogdosduranteo ano
todo, onde na maioria das espécies as flores ficam abertas apenas po(ABREE et al.,

2009). Porém, as espécksaurantiaG ForsterP. cinnabarinaLindley eP. herbertianaKer-
Gawl podem ficar com as flores abertas por até trés dias consecutivos (ULMER;
MACDOUGAL, 2004).

Apesar de ser considerado o centro de diversidade do grupo e possuir o clima ideal para
o cultivo, o uso das passifloras como planta ornamental no Brasil&insipiente(SOUZA
et al., 2008). H& relatos do uso para ornamentacdo da especieccineaAubl. na regiao
norte do pais e da espéBiecincinattaMast naregido nordeste (PEIXOTO, 2005). Na regido
sudeste destaese 0 uso da espédie alataCurtis e ocasionalmentePa edulisSimsem cercas
ou pérgolagara aproveitamento do frueodeacréscimaer flores exuberantes e perfumadas
(SILVA et al, 2018). Uma empresa do ramo paisagistico inseriu a especigeruled.. a lista
de plantas ornamentais para obtencéo de mudas para a producdo eevas¢MELETTI et
al., 200%). Em regides de clima mais ameno, uma opc¢éao de cultivo tolerante ao frio éia espé
P. mucronatd_am., por apresentar brotacédo e formacéo de folhas durante o final do inverno e
todo outono (MELETTI et al., 20)1

Desta forma, o melhoramento genético de espécies e a hibridacéo interesgecifica
espécies dePassiflora oferece a oportunidade de potencializar os lucrds empresas
paisagisticascom a implantacdo de cultivares otimizados, tanto na producdo quanto na
qualidade dosritos e flores (OLIVEIRA et al2017).



Passiflora trilobaRuiz e Pavon ex DC. possui flores vistosas que chegam até 8 cm de
comprimentg com coloracédo vermelho parpura contrastando com a corona listrada nas cores
violeta e brancpo niumero de sépalas e pétalas é Unico dentro do género, posseisui®
cada (ULMER; MACDOUGAL, 2004). Suas flores abrem no inicio da maimée
permanecem abertas durante todo o dia, durando em média 12 horas. Em condi¢fPs ideais
triloba floresce o mo inteiro. Observacdes nas condi¢cdes de cultivo pematemar queP.
triloba tem preferéncia luz do sol diretajrrigacdoem média 3 vezes por semana e poda

ocasional.

2.3 Citogenética classica enPassifloral.

A citogenética é o ramo da ciéncipie estuda os cromossomos, onde estdo as
informacdes genéticas de um individuo (SOARESOTT et al, 2005). Esta dividida em
citogenética classica (onde a investigagéo € principalmente descritiva e baseada na microscopia
Otica e eletrbnica) e citogenéticaolecular (que se iniciou com a criacdo do processo de
hibridagaan situ) (LACADENA, 1996).

A hibridacdo interespecifica tem um papel fundamentalmente importante no
melhoramento genético dspécies vegetaiSMELETTI et al., 2005a)Pararealizacdo desta
técnica, é importante conhecer o numero cromossdmico das espécies candidatas g genitora
tornando provavel a viabilidade de unpossivelhibrido (SOARESSCOTT et al, 2005)

Espécies com mesmo numero cromossoni&n maior probabilidade deucessocomo
resultadode cruzaments (CONCEICAO et al., 2011). Essas informacdes sdo obtidas com
técnicas de coloracdo chamadas convencionais, onde os corantes mais utilizados sép o giemsa
0 carmim oua orceina acética, e com dados morfolégicos e qaawtis € possivel determinar

o0 caridtipo da espécie (SOARESCOTT et al., 2005).

Em Passiflorao nimero basico de cromossémicos difere entre espgaigando entre
X=6,x=9,x=10 ex = 12 (MELO; GUERRA, 2003). H& ainda variacbes na ploidia em
individuos de mesma espécie (SOARESOTT et al, 2005. Além das espécies diploides
comumente encontradas, ja foram registradas espécies tetraploided4x(2 24), comx = 6,
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hexaploides (&= 6x = 36)comx = 6 e octaploides (2= 8x = 72) ex=9 (MELO et al., 2001,
MELO; GUERRA, 2003)0O numero basica= 6 € considerado o niumero ancestral do género,
porém uma diversificacdo no subgéndtassiflora por disploidia ascendente teve como
resultalo uma mudanca de= 6 parax = 9 (SADERet al., 2019 Na maioria das espécies de
Passifloraanalisadas o comprimento médio @osmossomosariou de 1,0a 3,7 um, sendm

maior comprimento médio observado BnguadrangularigSOUZA et al., 2008). A maioria

das espécies deassiflorapossuem cariotipo simétrico com cromossomos metacéntricos e
submetacéntricos (SOARESCOT et al., 2005).

As técnicas de coloragbes convenciomagrcam 0S Cromossomos como todo, sem a
possibilidade de diferenciar regides especif(&EVIA et al., 2005).Umas das técnicas de
coloracéo diferenciajue demonstrou eficacia na comparacao entre espécies € a coloracdo com
fluorocromos basespecificoCMA: (afinidade pelas regides ricas em GC) e DAPI (afinidade
pelas regides ricas em AT), a qual pode ser utilizada para observar a localizagao de constricbes
secundarias (regides satélites) ja que as bandas; Gike sempre séo ressiteessas regides
(MELO et al.,, 2014; PRESENTE TRABALHO)Estudos mostram pouca variacdo na
guantidade, porém muita variagdo na posicao e localizacédo dessas bandas nos cromossomos de
diferentes espécies dentro do género (MELO et al., 2001; MELO et al.,, 2014) e até em
individuos de mesma espécie (CUCO et al., 2005; MAYEDA, VIEIRA, 1995; MELETTI et
al., 200%; VIANA; SOUZA, 2012).

O conhecimento sobre a posicao fisica das bandas GC e AT dentro dos cromossomos
permite compreender a organiza¢do do genoma e a relacdo entreseggwros e familias,
assim como 0s mecanismos de alterac¢des cariotipicas ao longo da evolucao (SSXRES
et al., 2005).

2.4 Comportamento meiotico

Sabemos que a reproducdo é uma propriedade fundamental das células. Através da
mitose 0os cromossomos sdo duplicados e segregados igualmente para a formacdo de duas
células filhas idénticas e com a mesma quantidade de DNA da célula méae, isto porque na fase
de sintese (fase S) o DNA ¢é replicado e revisado por pontos de checagem que garantem a

integridade do material genético recémtetizadg permitindo a continuidade do processo



(SUMNER, 2003). Quando néo esta em processo de divisdo, a célula se emsonteafase,
e juntas, a interfase e a mitose compdem o ciclo celular somatico (SUMNER, 2003).

Nareprodugdo sexuada se torna necessario reduzir a quantidade de DNA nos gametas
femininos e masculinos (células progenitoras), ja que a fusdo destas diaaspecétiuzira uma
célula filha com informacdes genéticas de ambas, restabelecendo a quantidade de DNA da
espécie, processo denominado meiose (SUMNER, 2003; LODISH, 2005).

E na meiose que ocorre 0 processo de pareamento de cromossomos homologos,
recombinacé genéticaCrossingover), formacao de quiasmas e segregacdo cromossdmica, 0
gualteminfluénciadireta ra diversidade, adaptacéo das populacdes e evolugdo dos seres Vvivos
(GUERRA, 1988; RISSE@PASCOTTO et al.,, 2003). Todo esse processo € controlado
genetcamentgLAVINSCKY et al.,2017 RISSOPASCOTTO et al., 2003

Para que haja a reducdo do numero de cromossomos nas células filhas, a célula
progenitora passa pela fase S e sofre duas rodadas de segregagdo cromossémica sucessivas,
primeira chamadmeiose |, onde ocorre a separacao dos cromossomos homologos (segregacéo
reducional) e a segunda chamada meiose Il, onde ha a separacdo das cromatides irmas
(segregacéo equacional) (YAMAMOTO et al., 2008).

Apesar da estabilidade evolutiva, a divisdo megjpiode sofrer alteracdes que resultam
em células com numero cromossémico alterado, auséncia de pareamento dos cromossomos
homologos, irregularidades na orientacéo nas fibras do fuso, formacao de micronucleos e pontes
cromossOmicas (SOARESCOTT et al., 205; LAVINSCKY et al., 2021) Para que haja a
divisdo correta, os eventos da meiose sao controlados por pontos de checagem que garantem ¢
passagem de uma fase para outra se tudo estiver dentro do padrdo de normalidade. Porém,
mutantes meioticos podem ignorasses pontos de checagem (SINGH, 2003). Quando os
cromossomos ndo estdo alinhados na placa metafasica ou ndo estdo sendo capturados
corretamente pelas fibras do fuso, ocorre a sinalizacdo pelas proteinas que regulam o ciclo
celular para que haja uma pausa divisdo, fornecendo tempo suficiente para que a célula
corrija 0 erro e prossiga o ciclo corretamente (YAMAMOTO et al., 2008).

As mutacBes podem ocorrer antes da meiose (mutacGesepiticas), durante a
meiose (mutacdes meiodticas) e depois da radimsitacdes pesieidticasSINGH, 2003) As
mutagcfes assinapticas sdo as que impedem o pareamento dos cromossomos homaologos,
formacdo do complexo sinaptonémico e o crossewey. As mutacdes dessinapticas induzem a
terminalizacdo do complexo sinaptonémiantes da fase correta gerando pareamento

incompleto dos cromossomos homologogevandoa uma baixa taxa de recombinacéo,
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diminuicdo na quantidade de quiasmas e formacdo de cromossomos univalentes (SINGH,
2003).

A formacdo de gametas haploides depemieetamente da correta disjuncdo
cromossOmica (ZAMARIOLA et al., 2014pu seja, dertilidade dos gametas femininos e
masculinos esté relacionada com um ciclo correto da meiose (SO8RETFT et al., 2005).

A andlise do comportamento meidtigermite verificar o nivel de estabilidade de determinada
espécie sob diferentes condi¢cdes (CAETANO, 20B8jtanto, sua compreensao e seu estudo

serevelamimportantegara os programas de melhoramento de plantas.

2.5Comportamento posmeidtico

Ao final da meiose Iha estrutura masculinacorrea formacao da tétrade, estrutura
formada por quatro células haploides envoltas de uma parede de calose que se dissolvera
liberando osnicrésporosque ao passar paksicrosporgénese, dara origem ao grao deepdl
(TAIZ et al., 2017).Ja na estrutura feminina ocorre a ginosporogénese que resulta em um
ginésporo haploide (SINGH, 2003).

Irregularidades na meiose podem levar a producdo de gametas inviaveis tendo como
consequéncia baixa produtividade (CAETANO, 2008)formacdo de monades, diades,
triades, poliades, micronucleos e células aneuploides ou poliploides sdo consequéncias de
anormalidades meioticas (SOARBEOTT et al., 2003; SOUZA et al., 2G0BAVINSCKY
et al, 2021)Irregularidades no processo de citocinese também podem afetar os produtos pés
meioticos(PAGLIARINI, 2000). O tamanho dos gréos de podlen pode estar relacionado com
erros na meiose gegandoa formacao de triades em diversas espéci€asgflora(SOUZA et
al., 2003a) Plantas com irregularidades meioticas que tem como resultados gametas né&o
reduzidos podem ser utilizadas como genitores para obtencdo de individuos triploides sem
semente$CAVALCANTE, et al. 2000) Essas irregularidades sdo consequénciasutiecies
gue podem ser espontdneas em populac¢des naturais induzidas por agentes mutagénicos ou com:
resultado de hibridacdes interespecificas. (SINGH, 2003)

Através do indice de tétrades normais observados ao final da meiose € possivel estimar
o indice medtico (IM). O IM acima de 90% indica de o individuo € citologicamente estavel
(LOVE, 1951). Na maioria das espéciesRisssifloraja analisadas o IM ficou acima de 90%
indicando que as irregularidades meiotipaslem interferipoucona producédo de gametas
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vidveis (SOUZA; PEREIRA, 2011)As irregularidades meidticas geram instabilidade que
afetam na fertilidade da planta levando ao declinio de um culveBLIARINI, 2001).

2.6 Biologia da reproducdo emPassiflora

Plantas que nao seeproduzem vegetativamente pela producdo de brotos ou que
apresentam mecanismos de autoincompatibilidade necessitaterdasagende poélenao
estigmade outros individuos para frutificadPQSTERARE, 2021)O transporte do pélen pode
ser realizado por fares abidticoscomo a agua e o vento ou pelos animais pela zoofilia
(POSTERARE, 2021)As passifloras sdo autoincompativeis necessitando da polinizacédo
cruzada para que ocorra a fecundacdo (DE SIQUEIRA et al., .2B8®)passifloras a
polinizacéo fica resita apenas a insetos de grande porte ou com a interferéncia humana, pois
seu polené pesado e pegajoso (DE OLIVEIRA; SAMUELSSON, 2022).maioria das
espécies responsaveis pela polinizacdo das passifloras sdo abelhas do grupo Centridine
(GAGLIANONE et al, 2010).

O estudo da autoincompatibilidade no maracujazgianta ser do tipo homomaorfico
esporofitico (HO; SHI1,1986 BRUCKNER et al. 1995) Porém, em estudos posteriores, foi
possivel observar a inibicdo do crescimento do tubo polinico n@oretgdiana do estigma,
caracteristica tipica do sistema gametofitREGOet al., 2000)Suassuna et al. (2003) sugeriu
gue ha um gene gametofitico associado ao sistema esporofitico. A resposta autoincompativel
ocorre apos a interacao polquistilo (SOUZA et al., 2018)Quando ha compatibilidade entre
0 polen e o estigma os tubos polinicos crescem em diregcdo ao ovario (MADUREIRA et al.,
2014). Quando incompativel, geralmente, o pélen € inibido no pistilo parando na superficie do
estigma, sendo possivel s@svar uma reorganizacdo como resposta a incompatibilidade,
provocando um processo de desordem no protoplasma gerando uma forma arredondada do tubo
polinico (MADUREIRA et al., 2014).

Estimar a viabilidade polinica da espécie se mostra uma importante detaapara
programas de melhoramento, podendo ser realizada através da gernmnaigépna qualé
possivel avaliar o desenvolvimento do tubo polinico em condi¢cBes ideais de temperatura,
umidade e substrato, no periodo necessario para germinacdo (MARTINS et al., 1981;

STANLEY; LINSKENS, 1974). A polinizacdm vivo permite observase houve fecundaga



e desenvolvimento de fruto através da polinizacdo cruzada ou autopolinizagdo controlada,
permitindo inferir sobre wiabilidade e compatibilidade da espécie (CRUZ et al., 2008)

Na técnica de coloracao, a solucao de Alexander demonstra ser eficamatvestia
viabilidade do grédo de polete passifloragSOUZA et al., 2018)A solucdo de Alexander
consiste em utilizar a tripla coloragdo com Laranja G (intensificador), Fucsina basica (cora o
citoplasma em vermelho) e Verde malaquita (cora de verdeedepéo grao de polenjesta
forma, o nucleo dogrdosde polenviaveis reagem com a fucsina corando o citoplasma de

vermelho, ja graos de polen inviaveis sao corados em WEEXANDER, 1969)

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal

A espécie silvestr@assiflora trilobaRuiz & Pavon ex DC(Figura 1)vem sendo
mantica na colecédo de trabalho de passifloras @Bsifloras/UESC), alocado em casa de
vegetacdo, na Universidade Estadual de Santa Cruz, llhéus(Bateat . 39 A1006 W, | o
78m).
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Figura 1. Passiflora triloba a) Flor; b) Folha.

3.2 Coleta e prétratamento de material para analise mitotica

Para obtencéo dos apices caulinares, estacas foram retiradas da parte mediana dos ramos
da planta matriz e colocadas em sacos de polietileno de 1,5L contendo areia lavada para
enraizamentoApicesde radiculazom aproximadamente cmforam coletados de estacas e
prétratados em solucaantimitética 8-hidroxiquinolina (8-HQ) 0,002 M em temperatura
ambiente (TA) por 1h e em refrigerador (8 a 10 °C) por Apdsesse tempo, as amostras
foram lavadas 2x por 5min cada em agua destilada em plataforma agitadoraa® éixad
Carnoy | (etanolacido acético 3:1; JOHANSEN, 1940) pdr 8n TA e estocados em freezer
T 20 °C até a utilizac&SILVA et al., 2018)

Paraobtencdo das metafasasraizesforam lavadas 2x em agua destilada e depois
incubadis em 50 pL de solugcéenzimatica contendeelulase 2% e pectinase 20% para digestao
da parede e do citoplasrae camara umidgor 75min em estufa (37 °CApOs a incubacéo,
os 4piceslas raizeforam lavados 2x em agua destilada por 5min.cadaaterial foi macerado

em lamina contendo 10L de &ido acético 45% Em seguida foadicionada um#aminula
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