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RESUMO

A hibridago interespecifica tem sido a melhor alternativa na busca de resisténcia a
doengas, em programas de methoramento genético de maracujé, principalmente devido a
susceptibilidade a doencas da espécie comercial mais cultivada Passiflora edulis f.
favicarpa.

Com o objetivo de contribuir com informagBes basicas para programas de
melhoramento neste trabalho, foi feita a caracterizacio cromossdmica e o estudo do
comportamento mei6tico de trés espécies de maracuja , P. edulis J favicarpa, P. setacea
e P incarnata e de dois hibridos interespecificos P.edulis J- flavicarpa X P. setacea (
hibrido sexual) e P. edulis f. flavicarpa + P. incarnata ( hibrido somatico). O cariétipo
das espécies progenitoras e do hibrido sexual apresentam 2n = 18 cromossonos. A ploidia
de 2n=36 no hibrido somatico confirma citologicamente a sua origem por fusio de
protoplastos. Os caridtipos das trés espécies mostram semelhangas morfologicas entre si,
apresentando  cromossomos metacéntricos e submetacéntricos. Estes Gltimos sempre
apresentam constrigdes secundarias. Todas as espécies e hibridos estudados mostram um d
par de cromossomos maior, o0 nimero 4, com uma constrigdo secundéria na porgio final
do brago longo. A espécie P. setacea e seu hibrido P edulis J- flavicarpa X P. setacea
mostram constri¢des secundérias em trés pares de cromossomos e o hibrido somatico em
quatro pares .

P. incarnata é a espécie que apresenta maior comprimento absoluto e o hibrido
sexual € 0 que mostra comprimento cariotipico total maior do que todas as espécies
analisadas. O hibrido somético apresenta o dobro do comprimento total dos cromossomos
em relagdo as outras espécies e em relagfio ao hibrido sexual.

A analise meidtica em ambos os hibridos indica a presenga de anormalidades na
microsporogénese. Ha maior homologia entre as especies P.edulis £ flavicarpa e P,
setacea sugerida pelo namero de bivalentes mostrado no hibrido entre estas espécies. A
presenga de multivalentes em ambos os hibridos sugere a ocorréncia de recombinagfio
génica. No hibrido somatico foi observada a formagdo de micronucleos na segunda divisio
da meiose causando um aumento do nimero de microsporos na fase de tétrade. Os gréios de
polen mostraram variagBes no didmetro. Ambos os hibridos mostraram diminuigdo na
viabilidade polinica.

As alteragdes meidticas observadas nos hibridos devem ser responsaveis pela
diminui¢io da viabilidade polinica,



ABSTRACT

In passion fruit breeding programs interspecific hybridization has been the best
alternative in searching for diseases resistance in the Passiflora edulis f Havicarpa, the
most cultivated commercial species.

Studies were carried out on chromosomic characterization and meiotic behavior.
The present work aimed to contribute with basic cytogenetic informations to breeding
programs in three species of passion fruit, P. edulis f flavicarpa, P. setacea and P.
incarnata and in two interspecific hybrids: P. edulis f flavicarpa X P. setucea ( sexual
hybrid ) and P. edulis f. flavicarpa + P. incarnata (somatic hybrid ). The karyotypes of
the parental species and the sexual hybrid showed 2n = 18 chromosomes. The somatic
hybrid present 2n = 36, confirming the protoplast fusion.

The species karyotypes showed similar morphology, with metacentric and
submetacentric chromosomes. The last ones always presenting secondary constriction . All
the studied species and hybrids showed a larger chromosome, number 4 pair, with a
secondary constriction in the end of the long arm. The P. sefacea species and the hybrid
P.edulis f. flavicarpa X P. setacea showed secondary constrictions in three pairs of
chromosomes while the somatic hybrid had them in four pairs.

P. incarnata was the species with the largest average absolute length and the sexual
hybrid had the largest karyotype total length when compared with the other species
analyzed. The somatic hybrid had twice the karyotype total length when compared with the
other species and with the sexual hybrid.

The meiotic analysis in both hybrids showed irregularities during the
microsporogenesis. A greater homology represented by the number of bivalents, was
observed in the hybrid between P.edulis f flavicarpa and P. setacea. The presence of
multivalents  in the sexual and the somatic hybrids gives evidence of genetic
recombination. Micronuclei of the somatic hybrid in the meiosis 11 was observed as a
consequence, the number of microspores in tetrads phase was higher than four and pollen
grains with varied sizes were observed.

The pollen viability was low in both hybrids, probably due to the meiotic
irregularities.

ii



I INTRODUCAOQO:

1. Caracteristicas gerais da familia Passifloracea e do género Passiflora:

A familia Passifloraceae, pertence a4 ordem Violales (Takhajan, 1980; Cronquist,
1988), e apresenta os seguintes géneros:Adenia, Chlorophoranthus, Dilkea,
Crossostemma, Echinothamus, Hollungia, Machadoa, Modecca, Paropsia, Passiflora,
Smeathmannia, Tetrapathaea, Tryphostemma, Schlechterina, Mitostemma, Tetrastylis
e Deidania (Killip, 1938; Leitdo Filho & Aranha, 1974), abrangendo mais de 530
espécies, distribuidas nas regides tropicais e subtropicais. Ocorrem nas Américas, Asia,
Oeste da India, Australia, Africa, Filipinas, Ithas do Pactfico Sul, Madagascar e
Galapagos, sendo mais de 95% predominantes na América do Sul (Vanderplank, 1991).

Segundo Leitio Filho & Aranha (1974) e Vanderplank (1991), a familia
Passifloracea ¢ classificada na ordem Passiflorales.

Ha divergéncias quanto ao numero de géneros da familia, presentes no Brasil.
Segundo Sacco (1980) e Cervi (1986) ocorrem quatro géneros: Passiflora (em todo o
pais), Dilkea (Amazonas e Pard), Mitostemma (Mato Grosso, Rio de Janeiro e Rio
Grande do Sul) e Tetrastylis (Bahia, Minas Gerais e Rio de Janeiro), mas segundo Leitdo
Filho & Aranha (1974) e Oliveira (1987), apenas os dois primeiros géneros ocorrem no
Brasil.

O género Passiflora, ¢ o maior e 0 mais representativo da familia,sendo formado
por 430 espéciesdistribuidas em 23 subgéneros, segundo dados de Vanderplank (1991):
Plectostemma (140 espécies), Passiflora (120 espécies), Astrophea (50 espécies),
Tacsonia (35 especies), Dysosmioides (10 espécies), Murucuja (4 espécies), Psilanthus
(4 espécies), Tacsoniopsis (4 espécies), Thyphostemmatoides (2  espécies),

Chloropathanthus (2 espécies) e as demais, Astephia, Calopathanthus, Apodogyne,



Deidamioides, Adenosepala, Rathea, Polyanthea e Tetrapathaea com uma Gnica
espécie.

Killip (1938) descreveu 354 espécies americanas sendo 101 destas citadas no
Brasil. Hoehne (1946) apresentou mais de 150 e Oliveira et al. (1988) aumentaram este
namero para mais de 200 espécies.

A regido Centro-Norte ¢é considerada a maior area de distribuicdo geografica do
género, no Brasil.

O género Passiflora ¢ caracterizado por trepadeiras herbaceas ou lenhosas, de
grande porte, caules com base lenhosa e lignificada, podendo ser cilindricos ou
quadrangulares, dependendo da espécie. A partir do caule surgem as gavinhas, folhas,
gemas vegetativas e reprodutivas e bracteas.

As folhas sdo alternadas, inteiras ou lobadas de margem inteira ou serrilhada,
eventualmente com glandulas nectariferas nos peciolos, estipulas e bracteas, com forma,
numero € posigdo varidveis, as gavinhas nascem nas axilas das folhas, sofrem
lignificacio a medida que se desenvolvem e vio se enrolando em suportes, permitindo a
planta maior sustentacio; elas sdo ausentes em espécies lenhosas.

As flores sfio hermafroditas, solitarias ou aos pares, ou agrupadas em cachos,
nascem nas axilas das folhas e sio pedunculadas, sendo protegidas em sua base por
bracteas foli-
aceas, geralmente em niimero de trés e sdo diclamideas (presenca de calice e corola). O
calice € pentdmero, formado por cinco sépalas; corola com cinco petalas, de coloragio
branca, rosada, azulada, pirpura ou violacea, nascendo alternadamente com as sépalas. A
corona mostra uma ou vérias séries dispostas em circulos, formadas por finos filamentos,
de coloragdo variada.

O androceu € formado por cinco estames, com filetes unidos na base em uma
membrana tubular, e livres na parte superior. As anteras sdo biloculares, com deiscéncia
longitudinal sendo dorsifixas, liberando polen de diferentes cores como creme, amarclo e
alaranjado.

O gineceu € constituido por ovario supero, globoso, ovdide ou cilindrico,
monolocular e multiovalado, com muitos dvulos presos na parede, com trés placentas

parietais, estiletes em niimero de trés com estigmas livres,



O fruto € classificado como sendo uma baga globosa, ovéide, com epicarpo as
vezes lignificado e mesocarpo com espessura variando de 0,5 3 4,0 mm. O tamanho e
formato vdo variar de acordo com a espécie. A polpa € mucilaginosa envolvendo as
sementes, estas
sd0 ovais e compridas, numerosas, com testa endurecida de aspecto reticulado e arilo
sacciforme ou membranoso (Sacco, 1980; Salomio & Andrade, 1987, Vanderplank,
1991; Silva & Sdo José, 1994).

As flores de Passiflora, na maioria das espécies, apresentam heterostilia
(produgdio de flores com comprimentos diferentes de estiletes e estames),
autoincompatibilidade, protandria (aplica-se a flor em que os estames amadurecem e
produzem polen antes da maturagdo dos estigmas) que exigem polinizagdo cruzada
(Janzen, 1968, Semir & Brown, 1975; Ruggiero, 1987).

A polinizago ¢ realizada principalmente por insetos como as mamangavas do
geénero Xylocopa nas espécies P. alata, P. amethystina, P. miersii (Koschnitzke, 1993) e
P. edulis (Corbert & Wilmer, 1980; Sazima & Sazima, 1989), por abelhas do género
Ptiglossa em P. foetidae (Janzen, 1968), por vespas em P. suberosa ¢ mariposas em P.
capsularis (Koschnitzke, 1993). Pode ser realizada também por beija-flores em P.
vitifolia (Janzen, 1968; Snow, 1982) e P. coccinea (Benson et al, 1975), e por
borboletas do género Heliconius em P. kermesina ¢ P. coccinea. O primeiro relato de
polinizagdo por morcegos em Passiflora foi feito por Sazima & Sazima (1978).

Pereira et al. (1971) identificaram cerca de 70 espécies com frutos comestiveis.
Existem também espécies utilizadas como plantas ornamentais e outras como plantas
medicinais.

De acordo com Manica (1981) e Oliveira (1987) , as principais espécies
cultivadas séo : P. edulis Sims. (maracuja roxo), Passiflora edulis f flavicarpa Deg.
(maracuja amarelo), P. alata Ait. (maracuja guag), P. laurifolia (maracuja-loureiro), P.

maliformis (maracuja macd), P quadrangularis (maracuja mamio), P. caerulea

(maracuja mirim) e P. vitifolia.



2. Reproducio

A reprodugdo sexuada ¢ um mecanismo capaz de aumentar a variabilidade
genética, permitindo aos individuos uma melhor resposta a ambientes em transformagio
(Willson, 1983).

As plantas, de modo geral, mostram uma diversidade de sistemas reprodutivos,
variando da autopolinizagdo obrigatoria associada a auto-compatibilidade, & polinizagio
cruzada obrigatoria associada & auto-incompatibilidade (De Nettancourt, 1977), o que
possibilita variagBes na transigdo entre a autogamia e a alogamia.

Segundo Faegri & van der Pijl (1971), a reprodugio sexuada em plantas possui
trés fases distintas que agem em conjunto, e formam a estratégia reprodutiva da planta; a.
poliniza¢do, que ocorre com a transferéncia de pélen para o estigma com fertiliza¢do
subsequente; b. dispersio da progénie apos a fertilizagio; c. germinagio da semente e
estabelecimento da plantula.

A eficiéncia de cada fase vai limitar o processo reprodutivo e os individuos tém
de alocar recursos em cada uma, buscando a otimizacio da reprodugiio como um todo
(Lloyd, 1980a).

Dentro do sistema reprodutivo sexual, no caso de plantas com flores
hermafroditas, havera autopolinizagiio se o polen da flor aderir e germinar no estigma
receptivo desta flor e inexistir mecanismo de incompatibilidade genética , ou seja
autogamia. Por outro lado, se o estigma de uma flor receber o polen de outra flor, ocorre
a polinizagdo cruzada e portanto alogamia.

Na maioria das plantas com flores, a polinizacio cruzada (alogamia) é o
mecanismo que comumente ocorre impedindo os efeitos deletéreos da consanguinidade e
promove heterozigosidade, variabilidade genética e fluxo génico, promovendo um
aumento na sobrevivéncia, perpetuacio e adaptagio das espécies (Lioyd , 1980b).

Considerando as flores hermafroditas, alguns mecanismos foram desenvolvidos
para promover a alogamia, como incompatibilidade, heterostilia, dicogamia e

hercogamia, possibilitando que as espécies hermafroditas alogamas se expandissem,



correspondendo 4 quase 72% do total das espécies existentes .A adaptacio das flores a
diferentes mecanismos de polinizagdo como por'insetos (entomofilia), vento (anemofilia)
ou 4gua (hidrofilia) também promovem a alogamia

A auto-incompatibilidade, de acordo com Becerra & Lloyd (1992) é a inabilidade
de uma planta, funcionalmente bissexual, de produzir zigotos apos uma autopolinizagdo.
Este fenbmeno muito comum entre as angiospermas foi observado em mais de 50% das
espécies (De Nettancourt, 1977) .

A incompatibilidade ¢ um mecanismo importante que determina a alogamia, pois
impede que as plantas produtoras de gametas masculinos e femininos funcionais
produzam sementes quando auto-polinizadas. A incompatibilidade pode ser
heteromoérfica quando se baseia em diferengas morfologicas entre as estruturas florais, ou
homomérfica quando essas diferencas estdo ausentes (Lewis, 1954; De Nettancourt,
1977).

No caso de auto-incompatibilidade, a auto-fertilizagdo é bloqueada por uma
reagdo de rejeicdo entre o podlen e o estigma do mesmo individuo. A germinagio ou
penetragéo do tubo polinico é impedida por uma barreira fisiologica (Bateman, 1952). A
inibigdo do crescimento do tubo polinico é devida a presenca de um gene S, que
determina as relagdes de compatibilidade-incompatibilidade e, muitas formas alélicas
diferentes deste gene siio possiveis em diferentes plantas da mesma espécie (De
Netancourt, 1977).

Na incompatibilidade homomorfica (nfio aparecem diferencas entre as estruturas
florais), importante nas plantas cultivadas (Allard, 1971), duas situa¢des estdo presentes
promovendo a agdo de sistemas genéticos de auto-incompatibilidade.

A primeira ¢ o do sistema gametofitico, determinado pelo alelo S, de uma série
de alelos miltiplos. Estes alelos estdo presentes no grio de pdlen e no estigma,
determinando, geralmente, a inibigio do crescimento do tubo polinico no estilete. Neste
caso, a incompatibilidade ¢ determinada pelo genétipo do griio de polen que € hapléide.

A segunda ¢ o sistema esporofitico, onde a incompatibilidade é semelhante 3
gametofitica, porém ¢ determinada pelo genétipo dipléide do esporéfito que produziu o
grao de polen, podendo haver relagio de dominéncia entre diferentes alelos. A reagiio de

incompatibilidade ocorre, geralmente, na superficie estigmatica, resultando na inibicgo da



germinagdo do griio de polen (Brewbaker, 1957). Segundo Bruckner (1994) o sistema
esporofitico, ao contrario do gametofitico, pode apresentar diferengas em cruzamentos
reciprocos e possuir homozigotos normais dentro do sistema.

Em virtude da similaridade entre os dois sistemas, esporofitico e gametofitico, as
diferencas podem ser interpretadas em fungdo do tempo de acio génica. No sistema
gametofitico, os fatores inibidores ou precursores sdo produzidos pelos alelos S, apés a
citocinese da primeira divisdo, na meiose dos microsporacitos. No sistema esporofitico,
esta agdo génica deve ocorrer antes da anéfase I. Deste modo, no sistema gametofitico,
sdo produzidos dois pares de esporos diferentes na tétrade, enquanto no sistema
esporofitico todos os esporos sdo fenotipicamente idénticos (Brewbaker, 1957, Bruckner,
1994 ).

A reagdo de auto-incompatibilidade pode ocorrer em diferentes niveis das
estruturas florais, ou seja, no estigma, no estilete ou no ovario. No sistema gametofitico, a
inibigdo ocorre geralmente no desenvolvimento do tubo polinico. Na incompatibilidade
esporofitica, ha inibi¢dio da germinacio do grio de pdlen, ou do crescimento inicial do
tubo polinico.

Existe a presenga ocasional de plantas auto-compativeis em populagbes auto-
incompativeis, sendo explicada pela presenca de alelos S que permitem
autocompatibilidade no sistema esporofitico (Imrie & Knowles, 1971, Zuberi et al.,
1981), pela presenca de alelos S de baixo nivel de domindncia (Ockendon, 1974) e pela
presen¢a de um simples gene que € expresso dependendo dos alelos da série S presentes
(Lewis et al., 1988; Zuberi & Lewis, 1988).

Este sistema de incompatibilidade procura impossibilitar a autofecundagio e
atuam promovendo a troca de genes entre as plantas (Bateman, 1952). A
incompatibilidade ¢ um sistema que favorece a alogamia em espécies hermafroditas.

Os sistemas em que prevalecem a autoincompatibilidade estio em maioria
permitido a manutengiio da variabilidade genética e garantindo um alto nivel de
heterozigosidade (Bawa, 1974; Heslop-Harrison, 1975; Frankel & Galun, 1977 ; Douglas
& Cruden, 1994),

Embora a incompatibilidade em Passiflora tenha sido relatada por Munro em

1868 (De Nettancourt, 1977), até recentemente nfo existiam referéncias sobre o sistema



de incompatibilidade envolvido. Segundo Bruckner (1994), o sistema de auto-
incompatibilidade ativo no maracuja ¢ esporofitico, sendo possivel realizar auto-
fecundagdes apenas no estagio de botdo .

Em Passiflora ha diferencas no grau de incompatibilidade em cruzamentos
reciprocos envolvendo o maracuja amarelo (P. edulis f flavicarpa ) os quais foram
também verificadas por Akamine e Girolami (1959), Knight Jr. & Winters (1962) e
Chang (1974) e Bruckner (1994). Akamine e Girolami (1959), estudando polinizagdo e
frutificagio em cruzamentos reciprocos encontraram diferencas na frutificacdo
dependendo do cruzamento. Chang (1974), obteve frutificaciio de 1,35% e 16,67% nos
respectivos cruzamentos reciprocos. Knight Jr. & Winters (1962), obtiveram em
autofecundagdes, alguns frutos com baixo peso e raras sementes.

Nas espécies cultivadas, 0 mecanismo de auto-incompatibilidade se torna
menos frequente em conseqiiéncia da pressio de selecio contraria causada pela
domesticagio. Em maracuja podemos perceber que apesar dos mecanismos de
autoincompatibilidade estarem presentes, esses, muitas vezes, com certo esforgo,
conseguem ser quebrados, tanto em nivel interespecifico como intraespecifico. Assim,
podemos supor que o sistema atuante seja de auto-incompatiblidade mas com tolerancia &
compatibilidade (Bruckner, 1994).



3. Citogenéfica

Estudos cromossémicos tém sido utilizados na determinagio das relacdes
filogenéticas e evolutivas entre grupos de plantas (Raven, 1975). A analise de cari6tipos,
envolvendo a avaliagio de dados como tamanho de cromossomos, relagdo entre os
bragos, presenca de constri¢io secundéria e satélites, podem trazer informagtes valiosas
(Ruas, 1989).

A analise citogenética comumente utilizada na citotaxonomia inclui basicamente
o numero ¢ morfologia dos cromossomes mitéticos, o aspecto do nicleo interfisico e o
comportamento de cromossomos meidticos (Vosa, 1985; Guerra, 1988). Técnicas ja
muito utilizadas na citogenética animal, tais como a distribuigdo e diferenciacio dos tipos
de heterocromatina, a localizagdo de regides organizadoras de nucléolo, através da
impregnagdo pele prata, identificagio de DNAs satélite, tém sido aos poucos
introduzidas, ainda com dificuldade, na citogenética vegetal. A divisdo meistica tem sido
descrita e estudada em diferentes organismos, mostrando alta estabilidade evolutiva.
Alteragdes cromossdmicas, quando aparecem podem ser barradas pela complexidade
destes eventos, pela dificuldade no pareamento dos cromossomos, na formagido e
manuten¢do de quiasmas e na coorientagiio dos centrdmeros (Moraes-Fernandes et al.,
1985). Alguns estudos tém mostrado a ocorréncia de irregularidades meiéticas em
células-mées de polen, que estdo relacionadas com o comportamento ¢ distribuigdo dos
cromossomos. A fertilidade dos gametas masculinos e femininos é dependente da
normalidade meidtica.

A poliploidia é o tipo de variagdo cromossdmica predominante na evolucdo das
plantas, sendo de fundamental interesse para o melhoramento vegetal. Diferentes tipos de
celulas podem sofrer ciclos endomitoticos ou mesmo sofrer um erro meidtico (ndo
redugiio cromossémica) e tornam-se polipldides (Guerra, 1988).

Dentro de um género ou mesmo de uma espécie podem ocorrer diversos niimeros

gaméticos que sdo multiplos perfeitos, denominados de série poliploide, sendo



considerado como numero basico o menor nimero hapléide desta série, representado por

X (Rieger et al., 1976; Guerra, 1988).

3.1. Em Passiflora

O género Passiflora, bem como os demais géneros de passifloraceas, tem sido
muito pouco estudado do ponto de vista citogenético. Segundo Oliveira (1996) existem
informag@es citogenéticas registradas na literatura para 65 espécies do género Passiflora,
além de 8 subespécies e 13 hibridos interespecificos, mostrando que das 430 espécies
conhecidas, menos de 20% apresentam identificagio cromossdmica (Apéndice 1). Este
apéndice foi feito baseado no trabaltho de Snow & MacDougal (1993) e complementado.

A maioria dos trabalhos compilados neste levantamento cita apenas o mimero
cromossomico, raramente com analises cariotipicas e medidas cromossdmicas. A
escassez de
tais dados pode ser, em parte, justificada pelo pequeno tamanho dos cromossomos em
algumas espécies do género.

As especies estudadas no género Passiflora possuem uma amplitude significativa
para o tamanho e o0 namero de cromossomos, podendo ser agrupadas segundo o nimero
basico (haploide) de cromossomos (x) em trés grupos: x =6, x = 9 ex = 9 ou 10. O
nimero cromossémico 2n varia no grupo x = 6, havendo espécies com 2n = 12, 2n = 24,
2n = 36 e 2n = 84 cromossomos; no grupo x = 9 com espécies onde 2n = 18
Cromossomos, € no grupo x =9 ou 10 com espécies 2n= 18, 2n= 20, 2n = 22.

Em P. foetida foram identificados varios niimeros cromossémicos, 2n = 18, 28 e
22. Estes resultados parecem indicar a ocorréncia de aneuploidia na evolugio desta
espécie, 0 que nos permite acreditar que este processo também faz parte do processo

evolutivo no género Passiflora.

O menor niimero haploide é x = 6 (n = 6) e sugere a ocorréncia de poliploidia nos

processos evolutivos. Uma possivel triploidia foi sugerida para a origem das espécies



com 2n = 18 (Storey, 1950), hexaploidia nas espécies com 2n = 36 (Meletti et al., 1992)
e poliploidia na espécie P. lutea com 2n = 84 (Bowden, 1940, 1945).

No género constata-se uma variagdo no nivel de ploidia que vai até 14x (14n).

Todas as espécies horticulturalmente importantes mostram 2n = 18, inclusive
Fassiflora edulis f. flavicarpa ( Lopes, 1994).

Ha variagdes numéricas intraespecificas em P. suberosa e P. foetida. Em P.
suberosa sio descritos trés nimeros cromossdmicos, 2n = 12, 2n =24 e 2n = 36 e estas
diferencas estdo associadas a grandes diferengas morfoldgicas neste grupo. Na regido da
Australia e do Havai, a espécie mostra 2n = 24, sugerindo que o nivel de ploidia ¢é de
grande importincia na distribuigio de P. suberosa na regido dos tropicos (Lopes, 1991).

Ha indicagdes sugerindo que as espécies com 2n = 18 poderiam ter evoluido
através da poliploidia ou pelo processo inverso, a partir de espécies com 2n = 24 por
sucessivas perdas de pares cromossdmicos. Esta segunda hipotese de perdas
cromossomicas, pode ser sustentada pela existéncia de espécies com numeros
cromossdmicos intermediarios, com 2n = 18 (Heitz, 1927, Janaki Ammal, 1945), 2n =
20 ( Nishiyama & Kondo, 1942; Guerra, 1986) e 2n = 22 ( Bowden, 1945; Harvey,
1966) em P. foetida ¢ 2n = 20n ( Bowden, 1945) , 2n = 18 ( La Cour, 1952) em P.
gracilis .

Todas as espécies estudadas mostram cromossomos pequenos, com
comprimento médio variando de 2,3 a 3,7 um. Possuem caridtipo simétrico, com
centromero em posigdo mediana ou sub-mediana, com relagdo de bragos variando de 1,3
a 1,5um (Lopes, 1991).

O grupo de espécies de Passiflora com 2n = 18 possui cromessomos somaticos
de tamanho muito semelhante entre eles. O grupo com 2n = 12 mostra maior falta de
uniformidade entre o tamanho dos cromossomos (Lopes, 1994).

Foram detectados a presenca de cromossomos com satélite em varias espécies
(Beal, 1973). Alguns cromossomos com satélite foram identificados por Mayeda &
Vieira (1995) no par 8 das espécies P. edulis f flavicarpa, P. edulis, P. amethystina,
P. alata ¢ P. giberti.

As espécies P. maliformis, P. seemanni ¢ P. quadrangularis possuem

cromossomos muito pequenos sendo trés pares com satélites (Beal, 1969a; 1969b).
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Estudos citogenéticos em hibridos interespecificos de Passiflora, tanto zigdticos
como somaticos s3o muito pouco fregilentes. E importante considerar que a maioria dos
hibridos obtidos, mesmo os que ndo foram analisados citogeneticamente ¢ originada de
progenitores com 2n = 18 cromossomos sempre envolvendo espécies de interesse
agrondmico como : P. edulis X P. giberti (Priolli, 1991), P. edulis X P. coccinea
(Tomioka, 1990), P. edulis f flavicarpa X P. setacea , P. edulis X P
quadrangularis, P. edulis X P. alata ( Oliveira & Ferreira, 1991 ) e hibridos somaticos.
A obtengio destes indica que as barreiras de incompatibilidade sdo frageis (Oliveira &
Ferreira,1991). Estes hibridos sexuais mostraram compatibilidade interespecifica, ja que
apresentaram alguma fertilidade na parte masculina ou feminina, apesar de ndo
produzirem frutos sugerindo que podem ser espécies relacionadas e com origens em
comum.

Foram identificados nas espécies P. giberti e P. setacea fatores de resisténcia a
doencas como a MPP {morte prematura da planta) (Oliveira et al., 1986) .

Buscando a transferéncia de fatores de resisténcia a essas doengas, hibridos
interespecificos foram obtidos por fuséo de protoplastos também por D'Utra Vaz (1992)
entre P. edulis f flavicarpa + P. incarnata, e por Dornelas (1995) em P. edulis f.
flavicarpa + P. alata, P. edulis f flavicarpa + P. giberti, P. edulis f. flavicarpa + P.
amethystina, P. edulis f. flavicarpa + P. cincinatta .

Subsequentemente foram feitas analises citologicas na fase de plantula naqueles
hibridos obtidos por Dornelas (1995), indicando 2n = 36 cromossomos. Apds esta etapa
inicial, algum destes hibridos foram plantados em diferentes locais e algumas destas
plantas perderam suas caracteristicas fenotipicas de hibridos. Acredita-se que estas
fusdes aparentemente ndio permaneceram estaveis. Assim o nimero cromossdmico
destas plantas devera ser avaliado novamente.

Em Passiflora e outras espécies vegetais, pouco se conhece sobre as
diferengas de fertilidade de hibridos somaticos e sexuais.

Frente a ampla variabilidade genética no género, os hibridos interespecificos sio

uma opgio 4 busca de resisténcia a doengas. Porém, ha a esterilidade limitando o

progresso do methoramento do fruto. A tetraploidizagdo, podera ser atenuada, no caso de

hibridos zigéticos, pelo processo de poliploidizagio com o uso de colchicina (Knight,
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1991). Portanto, a a compreensdo das bases citologicas da esterilidade e genéticas dos
sistemas de incompatibilidade nas espécies e hibridos poderdio auxiliar o melhoramento

genético em Passiflora.

4. Melhoramento genético em Passiflora

Pouco se conhece da ampla variabilidade encontrada no género Passiflora, no que
diz respeito a morfologia da planta, ao florescimento, caracteres do fruto, resisténcia &
pragas e doengas. Existem poucos estudos também sobre a origem das espécies,
filogenia do género, nimero cromossdmico e mecanismos de incompatibilidade. Estes
estudos sdo basicos como suporte a um programa de melhoramento genético. O
methoramento de plantas alogamas se d4 essencialmente, a partir do aumento das
frequéncias de genes favoréveis ou pela heterose. A freqiiéncia de genes é aumentada
pela selecio massal. A heterose € obtida através de hibridos naturais ou de variedades
sintéticas.

Apesar do grande nimero de espécies e da variabilidade genética, inter e intra-
especifica observada, a espécie P. edulis Sims. e sua variedade botinica P. edulis f
Slavicarpa Deg. sdo consideradas as mais importantes do ponto de vista comercial, tanto
no Brasil como em outros paises ( Oliveira, J.C. et al, 1991).

A espécie Passiflora  edulis [ flavicarpa (maracuja amarelo) é de origem
incerta, podendo ter sido derivada do cruzamento de P edulis (maracujé roxo) com
alguma espécie relacionada ou de mutagio em P. edulis , segundo Martin & Nakasone
(1970).

P. edulis Sims. ¢ popularmente conhecido como maracuja roxo pela pigmentagio
da casca do fruto, sendo cultivado comercialmente em regides mais frias e de altitudes

elevadas.
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Passiflora edulis f. flavicarpa Deg. é conhecido como maracuja amarelo pois
possui a pigmentacdo da casca do fruto amarela e é cultivado em regides mais quentes.

Além da coloragdio diferente do fruto, existem relatos de que em P. edulis a
antese (abertura da flor) ocorre no periodo da manhi e, em P. edulis f. flavicarpa, no
periodo da tarde (Akamine & Girolami, 1959; Carvaltho, 1974; Manica, 1981; Oliveira,
1980).

No campo de manutengdio e multiplicagio de progénies da FCAVJ/UNESP em
Jaboticabal, todos os acessos de maracuja roxo e amarelo florescem no periodo da tarde
(Oliveira, 1987).

Em Jundiai, S.Paulo, na Estagéio Experimental do IAC, a antese para ambos os
maracujas, amarelo e roxo, ocorre no periodo da tarde (Meletti et al., 1992). Bruckner
(1994) confirma estes resultados em Vigosa, MG.

O Brasil € o maior produtor mundial de maracuja e as variedades de maior
interesse comercial s3o, em sua maioria, susceptiveis a doengas causadas por diversos
agentes patogénicos (fungos, bactérias e virus) ¢ a diversas pragas ( insetos, acaros e
nematoides) causando diminui¢dio na produtividade e morte da planta (Ferraz, 1987,
Steinberg, 1988; Brandio et al., 1991; Yamashiro, 1991 e St.Hill, 1992).

O Estado de Sdo Paulo ¢ o maior produtor de maracuj do pais e tem apresentado
um grande potencial para o desenvolvimento desta cultura, tanto pela diversidade de
climas quanto pela oportunidade criada pela substituicdo de 4reas ocupadas pela cultura
cafeeira.

Assim, a cultura vem se expandindo abrangendo atualmente 5.000 ha ( Meletti et
al., 1992).

Em S#o Paulo as doengas que tém afetado a cultura do maracuja sio: a murcha, a
morte prematura da planta (MPP) e “woodness™. A murcha é causada pela fusariose, que
¢ uma doenga vascular que mata a planta por impedir o transporte de 4gua, sendo causada
por fungo, que estd espalhado na maioria das regides produtoras do Estado e que
permanece no solo por muitos anos. A “woodness” ¢ causada por virus provocando o

endurecimento do fruto. A MPP causa a morte da planta, mas seu agente ainda néo foi

identificado. Acredita-se que mais de um patégeno cause a doenga. Todas estas doengas
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tém causado o deslocamento constante das areas de produgio e comprometido a expansio
da cultura.

Oliveira et al. (1986), observaram fatores de resisténcia 8 MPP (Morte Prematura
da Planta) nas espécies P. giberti ¢ P. setacea.

A hibridagio interespecifica tem sido a melhor alternativa na busca de resisténcia
a doengas, principalmente considerando-se a susceptibilidade a doengas da espécie
comercial mais cultivada Passiflora edulis f flavicarpa . Nesse sentido varios
trabalhos tém sido realizados buscando aumentar a resisténcia a doengas nesta espécie,
bem como procurar transferir fatores de resisténcia desejaveis das espécies selvagens

para as cultivadas (Martin & Nakasone, 1970; Ruberté-Torres & Martin, 1974; Payan
& Martin, 1975; Oliveira, 1980, Oliveira et al., 1988; Oliveira & Ferreira, 1991), pois de

acordo com Martin & Nakasone (1970), as barreiras reprodutivas interespecificas
presentes ndo devem ser tdo fortes, mesmo entre espécies pouco relacionadas.

Sdo escassos os relatos de melhoramento de maracuja realizados no Brasil e
demais paises (Bruckner, 1994). Hibridos zigéticos interespecificos sdo importantes em
programas de melhoramento genético de maracujd e alguns tém sido obtidos apesar das
dificuldades. Segundo Oliveira & Ferreira (1991), a ocorréncia de mecanismos de auto-
incompatibilidade, protandria e variagBes na morfologia floral e a distincia genética
entre as espécies dificultam o melhoramento genético através dos cruzamentos.

Apesar do intenso esforco em um programa de melhoramento em Passiflora,
iniciado em 1983, Oliveira et al. (1991) obtiveram apenas alguns individuos, por
hibridagdo interespecifica, a saber: P. edulis f flavicarpa X P. giberti, P. alata X P.
quadrangularis ¢ P. edulis f flavicarpa X P. setacea.

Outra técnica que vem sendo utilizada para a obtencio de hibridos
interespecificos € a hibridagdo somatica. O isolamento de protoplasto, o desenvolvimento
de cultura e fusdio de protoplastos, com regeneragio de plantas foram otimizados em
algumas espécies de Passiflora (d'Utra Vaz et al,, 1993; Dornelas, 1995). Esta técnica
permite que sejam ultrapassadas as barreiras genéticas existentes nos cruzamentos entre
especies sexualmente incompativeis, além da possibilidade de manutengio e
multiplicagdo de alguns gendtipos desejados, bem como do aumento de variabilidade

genética. Quando da obtengdio de hibridos somaticos estéreis(masculina e ou feminina),
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retrocruzamentos com os individuos parentais, como doadores ou receptores de polen,
permitirdo possivelmente a restauracao da fertilidade .

As técnicas de micropropagagio “in vitro” de clones selecionados permitem a
aplicagdio de outros métodos de melhoramento (Vieira & Dornelas, 1996), como a
transformacgéo genética (Dornelas & Vieira, 1991; 1993).

Os hibridos somaticos poderdio apresentar alta fertilidade, no caso de serem
alotetraploides, principalmente quando forem formados & partir de espécies com
complementos cromossdmicos bastante diferentes. Estes poderdo ter a possibilidade de
uma meiose regular com formagio de bivalentes (Futuyma, 1992). J4 no caso de
retrocruzamentos com espeécies parentais diploides, apresentario uma tendéncia a
formagio de progénies triploides e conseqiientemente estéreis ( Soost & Cameron, 1975,
Evans & Davies , 1982). |

Uma das maiores vantagens na hibridagio de espécies, no género Passiflora, ¢ o
fato de que ela ocorre entre individuos heterozigotos, permitindo um aumento direto na

produgdo baseado simplesmente na heterose (Strickberger, 1985).
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5. Objetivos

Considerando a importancia econdmica do género Passiflora, ainda existem
poucos estudos sobre a caracterizagdo cromossOmica, 0 comportamento meidtico e
biologia da reprodugio nas espécies do género. Estes conhecimentos sdo importantes, ndo
sO para a compreensdo das relagdes interespecificas e filogenia do género, mas

contribuiriam com informagdes basicas para programas de melhoramento genético das

espécies cultivadas. Este trabalho tem portanto como objetivos:

a. caracterizar citogeneticamente as espécies progenitoras P. edulis [
flavicarpa, P. incarnata e P. setdcea e os hibridos, P. edulis f. flavicarpa + P. incarnata
e P. edulis f flavicarpa X P. seticea.

b. analisar o comportamento dos cromossomos na microsporogénese destas
espécies e dos hibridos para verificar a capacidade de combinagio das mesmas ¢ 0 grau
de fertilidade de seus hibridos.

¢. avaliar a viabilidade polinica dos progenitores e hibridos.

d. contribuir com mais dados para avaliar a posi¢io filogenética destas espécies

no género Passiflora.
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II. MATERIAL E METODOS

1. As espécies em estudo

Foram analisadas trés espécies de maracuja: Passiflora edulis f Havicarpa,
Passiflora setacea e Passiflora incarnata. Estas especies foram selecionadas por
apresentarem interesse agrondmico, sendo que Passiflora edulis f. favicarpa ¢ a espécie
comercial mais cultivada e FPussiflora setacea apresenta resisténcia a diversas doencas
(Oliveira, 1986). Passiflora  incarnata tem interesse por possuir caracteristicas
morfoldgicas, de potencial agronémico, proximas is especies comerciais. Além disso, as
trés espécies foram usadas como progenitoras dos dois hibridos analisados:

a) Um hibrido somatico Passiflora edulis 1 Savicarpa + Passiflora incarnata,
obtido por Otoni et al.(1995) por técnica de fusio de protoplastos (células somaéticas),

b) Um hibrido sexual (cruzamento interespecifico) de Passiflora edulis f
flavicarpa X P setacea, obtido pelo Dr. Jodo Carlos de Oliveira, UNESP ,
Jaboticabal.

As plantas utilizadas neste trabalho foram mantidas inicialmente em estufa e
plantadas posteriormente na Estagéio Experimental de Jundiai do Instituto  Agrondmico
de Campinas. Elas mostraram diferengas de desenvolvimento vegetativo e por isso foram
plantadas com diferenga de meses, tendo sido plantadas durante o periodo de fevereiro a
abril de 1994.

Durante trés anos consecutivos, 1994 a 1996, foram feitas observagdes nesses
materiais quanto ao desenvolvimento vegetativo, época e periodo de floragio, frutificagio

€ caracteristicas morfolégicas, e foram realizadas coletas nas espécies progenitoras e em

seus hibridos, para analise citogenética.
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2. Anilise citogenética

Para os estudos meiéticos foram coletados botdes florais de diversos tamanhos e
em diferentes épocas do ano para analisar as diferentes fases da microsporogénese. Este
material foi coletado no campo e fixado em solucfio de Carnoy (etanol:acido acético /
3:1) por 24 horas a 4 °C e guardadas a -20 °C em dlcool 70%.

A analise meittica foi feita por esmagamento de anteras (Darlington & La Cour,
1977) e coradas convencionalmente por carmim propibnico a 1,2%, segundo técnica de
Medina e Conagin (1964).

Para obtengio de metifases mitoticas foram coletadas pontas de meristema de
raiz. As raizes das trés espécies foram obtidas pela germinacdo de sementes. Para os
hibridos ( que ndo produzem sementes ), foram coletadas estacas das plantas originais
que estavam no campo e colocadas para enraizar em estufa. No hibrido somatico o
enraizamento das estacas foi escasso dificultando a obtencdo de raizes; a planta
progenitora deste material morreu no campo, o que dificultou a obtengdo de uma amostra
maior. Alguns exemplares deste material ainda existem, e estio sendo mantidos na
Estagdo. Experimental. de Monte Alegre do Sul (IAC) e, oportunamente deverdo ser
replantados.

Foram testados varios bloqueadores de divisio celular por diferentes periodos
de tempo, como solugdo aquosa saturada de PDB (Paradiclorobenzeno), solugio de 0,5%
colchicina e solugdo de 0,002M de 8-hidroxiguinoleina. O bloqueador que apresentouy
melhor resultado foi a solugio de 8-hidroxiquinoleina, a 0,002M, conforme Mayeda &
Vieira (1994), mas com adaptacdo do tempo de tratamento que foi diminuido para 2
horas e 30 minutos, Em seguida, as raizes foram fixadas em solugdo de Carnoy (3: 1) por
30 minutos e mantidas em 4lcool 70%, a -20 °C. As raizes foram submetidas a hidrélise
em HCI 1 N a 60° por 5 minutos e em solugdo de pectinase 2% diluida em tampdo citrato

de sodio por 60 minutos, lavadas em agua destilada e transferidas para solugdo de acido

acético 50%.

Para a preparacio das laminas, as raizes foram esmagadas entre lamina e

laminula e aquecidas na chama de lamparina. As laminas foram congeladas em
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nitrogénio liquido por segundos e as laminulas foram em seguida removidas com auxilio
de uma limina Gilete, colocadas em alcool absoluto (100 °) por 10 segundos e secas
por 24 horas. As laminas foram coradas com solugdo de Giemsa & 2% em tampio
fosfato pH 6,8.

Para montagem do caritipo foram analisadas 10 células de cada espécie
progenitora e no hibrido sexual P. edulis f flavicarpa X P. setacea. No hibrido
somatico, P. edulis f. flavicarpa + P. incarnata, apenas 5 células foram analisadas. As
metafases foram fotografadas em fotomicroscopio Vanox Olimpus, utilizando-se filme
AgfaCopex Pan 25 ASA, FujiHRII 25 ASA e KodakT-MAX 100 ASA. As
fotomicrografias foram confeccionadas em papel Kodabrome print RC (F3).

As medidas foram realizadas com um compasso de ponta seca e régua
milimetrada, em fotografias com ampliagio de 4.000X . A partir destes valores, foram
identificados os pardmetros que permitiram a identificagdio dos cromossomos: a)
comprimento absoluto em micrémetros de cada cromossomo e dos respectivos bragos,
longo e curto; b) proporgio de bragos; ¢) comprimento relativo, expresso em
porcentagem em relagdo ao lote haploide; d) comprimento médio total do genoma.

Os valores obtidos, a partir do calculo da propor¢do de bragos, permitiram a
classificagio conforme a posigio do centrémero, segundo Levan et al.(1964) e Guerra
(1988). As médias do comprimento absoluto e relativo de cada Cromossomo, nas trés
espécies de maracuja e no hibrido sexual, foram comparadas pelo teste paramétrico de
Tuckey em nivel de 5% de probabilidade, segundo modelo descrito por Gomes (1985).

A partir dos dados do comprimento total médio dos cromossomos, foram

elaborados os ideogramas dos materiais analisados.
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3. Viabilidade do pélen

A analise de viabilidade de polen foi feita segundo técnica de coloragdo de
Alexander (1980). Foram coletadas 10 flores por coleta efetuada, sendo que foram feitas
trés coletas por ano e analisados 300 grios de polen por flor. Para uma analise mais
precisa da viabilidade polinic'a (V)
foram feitas trés coletas, em nov/dez 94, em abr/95 e nov/95.

A analise de viabilidade e estimativa de fregiiéncia de tipos de polen foi feita
nos hibridos utilizando-se a cdmara de Neubauer.

O tamanho do griio de polen foi medido com o auxilio de ocular micrométrica,
com ampliagio de 625X,

Foram realizados testes de germinagio de grios de polen nas espécies
progenitoras ¢ em seus hibridos, utilizando-se polen fresco de flores recém abertas,
semeadas em lamina de gota pendente em meio liquido segundo técnica de Daulta &
Chavhan (1987) e em meio semi - solido, de agar 2% e sacarose 10%, pH 6,0, em
laminas comuns segundo adaptacio de Broglia & Brunori (1994).

As placas foram incubadas em cAmara umida, sob luz incandescente, por até 72

horas.
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III. RESULTADOS

1. Analise Citogenética

Ha grande dificuldade na obtengio de metafases mitdticas em pontas de raiz de ma-

racuja, provavelmente por apresentarem baixo indice de divisdo. A visualiza¢do das poucas

metafases € prejudicada pela grande dificuldade de espalhamento dos cromossomos. Mesmo
selecionando-se raizes novas e macias, fez-se necessario a hidrolise com HC] e pectinase que
promovem o clareamento do citoplasma e o amolecimento da parede celular. Muitas vezes
este tratamento provoca danos nas células e nos cromossomos.

Os progenitores P. edulis [ flavicarpa, P. setacea, P. incarnata e o hibrido
sexual P. edulis f. flavicarpa X P. setacea apresentaram 2n = 18, o0 hibrido somatico P.
edulis f. flavicarpa + P. incarnata mostrou 2n = 36cromossomos.

Foram feitas medidas do comprimento fotal e dos bragos longos e curtos dos cro-
mossomos de cada uma das células analisadas e estabelecida a razio entre 0s bragos e o
comprimento relativo.

Os valores das médias (X), com os respectivos desvios padrdes (DP), bem como o
comprimento total médio do genoma para cada espécie e hibrido, sdo mostrados nas Tabelas

1,2,3,4e5.
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1.2, Cariétipo de P. edulis f. flavicarpa

O cariotipo de P. edulis f. flavicarpa foi determinado pelos valores das medidas
cromossdmicas realizadas em dez células (Tabela 1). Os valores médios do comprimento dos
bragos cromossémicos mostraram uma variagio de 0,82um (par 9) a 1,21um (par 1) no
brago curto e de 0,85um (par 9) a 2,12um (par 7) no brago longo. A variagio das médias dos
comprimentos absolutos (total) foi de 1,67 + 0,04um para o cromossomo 9 a 3,15 + 0,13um
para o cromossomo 4. Os valores médios dos comprimentos relativos variaram de 7,75 +

0,17 % para o cromossomo 9 a 14,55 £ 0,61 % para o cromossomo 4. O comprimento

total do genoma foi de 21,5%um.
As razdes de bracos indicaram que 0s cromossomos de mimero 1,2, 3,5,6,8¢ 9
sdo metacéntricos, enquanto que os de nimero 4 ¢ 7 s#o submetacéntricos. Os pares cromos-

sOmicos 4 e 7 mostram, no brago longo, uma constrigdo secundaria ( Figuras 1 e 6a ).

1.3. Cariétipo de P. setacea

O cariétipo de P. sefacea foi determinado pela anélise de dez células cujas medi-
das cromossdmicas sio mostradas na tabela 2.

O comprimento do brago longo mostrou valores médios entre 0,76um (par 9) e
2,02pm (par 4) e o braco curto entre 0,74um (par 9) e 1,23um (par 1). Com relagiio ao com-
primento absoluto dos cromossomos desta espécie, os valores médios variaram de 1,50 +
0,09um para o cromossomo 9 e 3,11 + 0,13um para o cromossomo 4, enquanto que o com-
primento relativo ficou entre 6,87 + 0,33 % (cromossomo 9) e 14,19 + 0,45 (cromossomo 4).
O comprimento total do genoma foi 22,04pm. Pelo calculo da razdo de bragos, os cromos-

somos de numero 1, 2, 3, 5, 6 e 9 sdo metacéntricos e os de nimero 4, 7 e 8 sio submeta-
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céntricos. Estes trés ultimos pares mostram constri¢do secundaria no seu brago longo ( Figu-
ras2e6b ).

1.4. Caridtipo de P. incarnata

Em P, incarnata foram medidas dez células e os resultados estdo na tabela 3.
Os valores do comprimento do brago cromossémico longo variaram de 0,91pm (par 9) a
2,41um (par 4) e do brago curto, de 0,95um (par 9) a 1,40um (par 1). Os valores das médias
dos comprimentos absolutos dos cromossomos variaram de 1,86 + 0,07um para o cromos-
somo 9 a 3,91 + 0,20pm para o cromossomo 4. Ja os valores dos comprimentos relativos
variaram de 7,56 + 0,60 % para o cromossomo 9 a 15,94 + 0,07 % para o cromossomo 4.
O lote haploide apresentou um comprimento total de 24,42um.

A proporgio entre os bragos mostra que os cromossomos de nimero 1, 2, 3, 5,6, 8
e 9, sdo metacéntricos enquanto que os de nimero 4 e 7, sdo submetacéntricos. Estes pares
cromossdmicos, 4 e 7, possuem também, uma constricdo secundaria no brago longo ( Figuras

Jeoc).

L.5. Cariétipo de P. edulis f. flavicarpa X P. setacea

As medidas cromossOmicas realizadas em dez células do hibrido sexual P. edulis f
flavicarpa X P. setacea encontram-se na tabela 4. Os valores do comprimento do brago
longo mostraram uma variagio de 0,92um (par 9) a 2,73um (par 4) e o brago curto de

0,82um (par 9) a 1,35um (par 1). A variagio do comprimento absoluto foi de 1,74 + 0,06um
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(par 9) a 4,01 + 0,18um (par 4). Para o comprimento relativo, os valores extremos foram
6,19 + 0,23pm (par 9) a 15,62 + 0,36pm (par 4). O comprimento total do genoma foi de
25,75um.

Os valores observados de razdo de bragos indicam que os pares cromossémicos 1,
2,3,5,6e9 sdo metacéntricos, € os pares 4, 6 ¢ 7 siio submetacéntricos . Os pares 4, 6 e

7 apresentam uma constri¢io secundéria no brago longo ( Figuras 4 ¢ 7a ).

1.6. Caridtipo de P. edulis {. flavicarpa + P. incarnata

O cariotipo do hibrido somatico P. edulis f. flavicarpa + P. incarnata foi determi-
nado pelos valores das médias cromossdmicas realizadas em cinco células (Tabela 5). Os va-
lores médios do comprimento dos bragos cromossdmicos mostram no brago curto uma vari-
acdo de 0,75um (par 18) a 1,58um (par 1) e o brago longo de 1,00um (par 18) a 2,45um (par
5). A variacdo das médias do comprimento absoluto foi de 1,75 + 0,09um para o par 18 a
4,82 £ 0,23um para o par 4. Os valores médios dos comprimentos relativos variaram de 3,18
+ 0,21 % para o par 18 a 8,73 + 0,19 % para o par 4. O comprimento total médio do genoma
foi de 55,22um.

Os valores observados para a razdo de bragos indicam que os cromossomos de nii-
mero 1,2,6,7,8,9,10,11, 12, 15, 16, 17 e 18 séo metacéntricos e os pares de nimero 4,
5, 13 e 14 sdo submetacéntricos. Foi verificada a presenga de constrigio secundaria no braco
longo dos pares 4,5, 13 e 14 (FiguraSe7b).

Fot relizado o teste de Tuckey, com 5% de probabilidade, entre as médias dos com-
primentos absolutos e relativos das trés espécies estudadas, P. incarnata, P. setacea ¢ P.
edulis f. flavicarpa. O resultado (Tabelas 6 ¢ 7) nio mostrou diferencas significativas entre

as mesmas. Estas diferengas sdo mais claras quando se consideram os valores médios dos
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comprimentos absolutos dos cromossomos, com diferengas maiores entre as espécies P.
edulis f. flavicarpa ¢ P. incarnata.

O teste de Tuckey, com 5% de probabilidade, foi realizado também para compara-
¢80 das médias dos comprimentos absolutos e relativos entre as duas espécies progenitoras
e seu hibrido, ou seja entre P. edulis f. flavicarpa, P. setacea ¢ P. edulis f flavicarpa X P.
setacea (Tabelas 8 ¢ 9). As diferengas sdo maiores quando se considera os valores médios
dos comprimentos absolutos dos cromossomos com diferengas entre as espécies progenitoras
e o hibrido. Os valores do comprimento relativo ( % ) sdo mais homogeneos ¢ niio apresen-
tam diferengas entre a espécic P. setacea ¢ o hibrido P. edulis f flavicarpa X P. setacea .

Os resultados indicam que, entre as trés espécies, P. incarnata ¢ a que apresenta o
maior comprimento absoluto dos cromossomos .

O hibrido sexual mostra um comprimento total de 25,75um, que ¢ superior ao das
espécies progenitoras. Os resultados do hibrido somatico mostram quase o dobro de tama-
nho do comprimento total dos cromossomos em relacfio ds outras espécies e também em re-

la¢io ao hibrido sexual.

L.7. Comportamento meiético nas espécies e hibridos

A analise mei6tica realizada nas espécies P. edulis f. flavicarpa ¢ P. setacea per-
mitiu a observagio de nove bivalentes normais na fase de metafase I .

Em P. incarnata foi verificado a presenca de nove bivalentes no final da profase.

A analise meidtica nos hibridos P. edulis f. flavicarpa + P. incarnata (somatico),
P. edulis f. flavicarpa X P. setacea (sexual) indica a presenca de diversas anormalidades
no processo de microsporogénese. Em P. edulis f flavicarpa + P. incarnata, irregularida-

des meidticas foram observadas desde as fases iniciais da microsporogénese. Na fase de pa-

quiteno foi detectada a presenga de dois nicleos em algumas células, sendo que um deles
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encontrava-se condensado (Figura 8A). Foi observada a presenga de multivalentes no di-
ploteno/diacinese (Figura 8B), de trivalentes e tetravalentes na metafase I (Figura 8C), nio
formagdo de bivalentes na metafase I, mostrando apenas 8 TI (Figura 8D), multivalentes na
metafase I (Figuras 9A e 9C), multivalentes e univalentes em MI(Figura 9B) a existéncia de
cromossomos retardatarios na placa da anafase 1I (Figura 9D) e micronticleos na telofase 11
(Figura 9E e Tabela 10).

Em P. edulis f flavicarpa X P. setacea estas alteracdes na meiose também apa-
recem em metafase I presenca de multivalentes (Figuras 10B e 10C), cromossomos retardata-
rios em anafase I (Figura 10D) e diferengas do nimero de cromossomos em cada polo ao
final da anafase (Figura 10E , 10F e Tabela 11).

O resultado da analise da meiose para o hibrido somético P. edulis f. flavicarpa +
P. incarnata encontra-se na tabela 10. Esta analise foi realizada em 100 células em MI,
mostrando diversas configuragdes cromossdmicas. A presenga dos 18 Il que indica um pare-
amento normal ocorreu em 9% das células. Células mostrando 1711 + 21 foram observadas,
em 8% , 1311 + 41 + multivalente em 5% e 911 + 21 + multivalente em 9%. Multivalentes
também foram encontrados em células com 1611 + 1 multivalente ( 11% ), com 1511 + 1 mul-
tivalente, ( 6% ), com 1411 + 1 multivalente, { 15%) , com 10 If + 1 multivalente ( 11% ) e
com 8 II + 2 multivalentes ( 8% ). Assim, bivalentes + multivalentes ocorreram em 55% ¢
bivalentes + univalentes em 30% das células analisadas.

Foram analisadas 40 células em anafasel {AI). A quantidade de anafase-I com 18
cromossomos em cada polo ocorreu em 9% das células, sendo que células em anafase-I com
19 cromossomos em um dos polos foram detectadas em 35% e com 17 cromossomos em um
dos polos em 20% das células analisadas. Foi verificado também que 20% das células apre-
sentavam-se com 16/15 e 35% com 14/12 cromossomos distribuidos nos polos.

A frequiéncia de irregularidades na microsporogénese para o hibrido sexual, P. edu-
lis f. flavicarpa X P. setacea , encontra-se na Tabela 11. Em um total de 100 células em
metafase I (MI) analisadas , neste hibrido verificou-se um niimero de 9 bivalentes, em 29%

das células analisadas. Em 58% das células foi verificado diferentes nimeros de bivalentes

(711, 611 e 51I) com um multivalente (Figuras 10 A - 10C). Diferentemente do hibrido sométi-
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co, neste hibrido nfio foi observada a presenga de univalentes em MI . Na anafase 1 (AD)
foram analisadas 76 células (Tabela 11). A andlise indicou a presenga de 9 cromossomos em
ambos os polos em 28,95% das células analisadas. O nimero de combinacgdes existentes nos
polos em anafase 1 | no hibrido sexual, é maior do que no hibrido somatico, tendo sido de-
tectados 6 tipos diferentes de distribuigio de cromossomos nos polos (Tabela 11, Figuras
10D e 10E). Pode-se observar, em 82,5% das células analisadas em Al a presenca de nove
cromossomos em pelo menos um dos polos.

O hibrido sexual P. edulis f flavicarpa X P. setacea nio mostrou altera¢Ges na
formagdio das tétrades, seja no nitmero, seja no tamanho destas. No foram observados mi-

cronticleos ou presenca de mais de um niicleo neste hibrido.

No hibrido somético P. edulis f. flavicarpa + P. incarnata, as irregularidades
meidticas foram observadas nos estadios finais da divisdo, principalmente nas tétrades. No
final da teléfase 1T pdde-se detectar a presenca de microniicleos, além dos 4 nucleos normais
(Figura 9E). Foram observadas também alteracbes do numero de microsporos que sio for-
mados no microsporocito, com um aumento do nimero destes na fase de tétrade (Figura 11A
¢ 11B). Os micrésporos mostraram também variagdes de tamanho , mostrando microsporos
com difmetros maiores ¢ menores que das espécies progenitoras € mesmo em relagiio ao hi-
brido sexual (Figura 11E).

Estas variagdes do numero de micrésporos em cada microspordcito foi amostrada
(Tabela 12) tendo sido observados: 5 microsporos (péntade) em 40% das células, 6 micros-
poros (héxade) em 22,50% das células e 7 microsporos (héptade) em 12,5% das células .

Foi detectada também presenca de numero variavel de pequenos nicleos {micro-
nicleos) em cada microsporo formados anteras, na fase de tétrade, deste hibrido somatico
como consta da tabela 13. Esta variagdo mostra de um a trés micronucleos no interior de

cada micrésporo (Figuras 11C e 11D).
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2. Analise de Viabilidade de polen

A andlise realizada para verificar a viabilidade de pélen segundo método de Alexan-
der (1980), nas espécies progenitoras P. edulis f flavicarpa, P. setacea ¢ P. incarnata
confirmam processos meidticos normais, pela alta viabilidade mostrada nestas espécies.

Os resultados (Tabela 14) indicaram viabilidade de 90% para a espécie parental P.
edulis f. flavicarpa (Figura 12), V = 55% vpara P. incarnata e V =78 5% para P. seta-
cea . A baixa viabilidade apresentada por P. incarnata levou ao replante deste material que
for novamente analisado nos meses de novembro de 1995 mostrando V = 85,3% e no decor-
rer de 1996, em abril V = 78,2 % e, em novembro, V = 86,1%.

Nos hibridos P. edulis f. flavicarpa + P. incarnata, a viabilidade média em 3 co-
letas foi de V =37,2%. Em P. edulis f. flavicarpa X P. setacea a analise inicial, em de-
zembro de 1994, mostrou uma V = 90%, e esta viabilidade baixou para V = 43,3% em de-
zembro de 1995 (Tabela 14).

O poélen do hibrido somatico P. edulis f flavicarpa + P. incarnata (Figura 13 e
14 A) mostrou um alto polimorfismo quanto ao didimetro, tanto em grios vidveis como em
inviaveis, o que ndo foi observado no hibrido sexual P. edulis f. flavicarpa X P. setacea
(Figura 14 B) . Foi feita entdo uma analise comparativa do didimetro de grios de polen via-
veis e inviaveis das espécies progenitoras e dos hibridos. Foram medidos 1.800 grios de
polen, sendo 300 de cada espécie progenitora e do hibrido sexual, e 600 do hibrido somatico
(Tabela 15). Foi observada a existéncia de dois didmetros diferentes de grios viaveis ¢ de
trés didmetros diferentes de inviaveis no hibrido somatico aparecendo um tipo de grio invia-
vel com tamanho reduzido, com didmetro médio de 24,76um.

O hibrido P. edulis f. flavicarpa X P. setacea mostrou variacio na viabilidade

polinica em diferentes épocas de florescimento conforme mostra a Tabela 14. Esta analise foi

feita novamente durante 1996, e mostrou nova queda na viabilidade polinica (V) para 31,2%.
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A analise feita utilizando a camara de Neubauer permitiu uma amostragem da quan-
tidade de gréos de polen vidveis e invidveis presentes nas anteras do hibrido somatico (Tabela
16). Esta analise permitiu a confirmacgfo da existéncia do polimorfismo de grios anterior-
mente detectado e mostrado na Tabela 15. Foram detectados dois valores de viabilidade para
polens grandes e médios, que somados indicam uma viabilidade média de 36,38% (Tabela
16), muito proxima a mostrada na Tabela 15 (V = 37,2%). Esta andlise permitiu também que
se estimasse a freqiiéncia de tipos de polen em uma amostra de 567.500 polens. Dentre estes,
os viaveis “médios” e os inviaveis “médios” estdo em maior niimero.

Para complementar a analise de viabilidade, outra metodologia utilizada foi a de

germinagdo de grios de polen que avalia a capacidade de crescimento do tubo polinico . Fo-

ram analisados grios de polen de  P. edulis f. flavicarpa , P. edulis { flavicarpa X P.
setacea ¢ P. edulis f. flavicarpa + P. incarnata (Figuras 15 A-C). Foram utilizados dois
meios de cultura diferentes para a germinagio (Dempsey, 1962; Daulta & Chauhan, 1987 e
Broglia & Brunori, 1994). Em ambos os meios, tanto o hibrido somatico como o sexual,
mostraram indices relativamente baixos de emissdo e crescimento de tubos polinicos. A es-
pécie P. edulis f. flavicarpa, que foi usada como controle, mostrou um grau relativamente
alto de emissdo de tubos (Figura 15A). Estes resultados mostraram a baixa viabilidade dos

polens dos hibridos analisados (Figuras 15B e 15C).

3. Aspectos vegetativos

Fot verificado em ambos os hibridos, somatico e sexual, que ha um aumento no des-
envolvimento vegetativo geral da planta, que apresenta um maior nimero de folhas e au-
mento do tamanho das folhas e do pedinculo dos botdes florais (Figura 16). Qutras carac-
teristicas relacionadas & morfologia floral que ndo estfio presentes nas espécies progenitoras

foram observadas em ambos os hibridos.
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As flores do hibrido sexual P. edulis f. flavicarpa X P. setacea (Figura 18)
mostram as sépalas com morfologia muito parecida com P. setacea (Figura 17). As flores
do hibrido somatico P. edulis f flavicarpa + P. incarnata (Figura 19), mostraram colo-
ra¢do e morfologia bem proximas a espécie progenitora P. edulis f flavicarpa (Figura 17).
Houve um aumento significativo na quantidade de flores produzidas em ambos os hibridos.
Foi observada a ocorréncia de frutos apenas no hibrido P. edulis f. flavicarpa X P. se-

tacea, porém sem a presenca de sementes (Figura 20).

30



Tabela 1. Medidas cromossomicas de P. edulis /. flavicarpa*

Pares de Bracos dos cromossomos | Comprimento | Comprimento Razio de Tipo
Cromossomos L C total relativo bracos
L+C L+C/X L/C
1 1,54 1,21 2,75 +0,09 12,73 £ 0,26 1,28 £0,03 M
2 1,49 1,13 2,62%0,11 12,40 + 0,32 1,33 £ 0,09 M
3 1,30 1,11 241 +0,07 12,16 £ 0,17 1,12 +0,05 M
4 1,97 1,18 3,15+0,13 14,55 £ 0,61 1,67+ 0,06 SM
5 1,22 1,00 2,22 £0,08 10,41 + 0,27 1,25 +0,08 M
6 1,07 0,97 2,04 £ 0,08 9,50 + 0,18 1,15 £ 0,07 M
7 2,12 0,84 2,96+ 0,16 13,70 £ 0,53 2,52 +0,08 SM
8 0,94 0,84 1,78 £ 0,07 8,22 +0,26 1,16 + 0,05 M
9 0,85 0,82 1,67 0,04 7,75+ 0,17 1,16 £ 0,06 M

* ( Média de 10 células, em pm ) Comprimento total médio do genoma = 21,59um

L= brago longo; C= brago curto; X = comprimento total médio do genoma (Classificagio segundo

Levan et al., 1964).
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Tabela 2. Medidas cromossomicas de P, setacea*

Pares de Bragos dos cromossomos | Comprimento | Comprimento Razio de Tipo
Cromossomos L C total relativo bracos
L+C 1+C/X L/C
1 1,60 1,23 2,83 +0,17 12,78 £ 0,04 1,21 +0,03 M
2 1,55 1,17 2,72 +0,17 12,32 +0,12 1,35+ 0,09 M
3 1,41 1,16 2,57+0,14 11,64 £0,16 1,23 £ 0,06 M
4 2,02 1,09 3,11+0,13 14,19 £ 0,45 1,92+0,90 | SM
5 1,41 1,01 2,42 +0.19 10,94 + 0,50 1,14 + 0,04 M
6 1,05 0,96 2,01 £0,13 9111027 1,09 + 0,03 M
7 1,69 0,97 2,66 +0.21 12,04 £ 0,70 2,13+0,14 SM
8 1,39 0,84 223+018 10,53 £ 0,70 1,72 £0,14 SM
9 0,76 0,74 1,50 £ 0,09 6,87 + 0,33 1,08£007 | M

* (Média de 10 células, em pm ) Comprimento total médio do genoma = 22 04um

L = brago longo; C = brago curto; X = comprimento total médio do genoma (Classifica¢io

segundo Levan et al., 1964).
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Tabela 3. Medidas cromossomicas de P. incarnata®

Pares de Bracos dos cromossomos | Comprimento | Comprimento Razio de Tipo
Cromossomos L C total relativo bracos
L+C L+C/ X L/C

1 1,85 1,40 3,25+0,10 13,28 + 0,26 1,35 + 0,06 M
2 1,57 1,40 2,97 + 0,08 12,17 £ 0,23 1,12 £0,05 M
3 1,43 1,29 2,72 10,11 11,14 £ 0,26 1,12+0,01 M
4 2,41 1,5 3,91 4020 15,94 + 0,07 1,83 +0,13 SM
5 1,29 1,16 2,45+ 0,09 9,99 + 0,04 1,17 £ 0,06 M
6 1,24 1,13 2,37 +0,09 9,64 1+ 0,20 1,09 + 0,05 M
7 1,95 0,97 2,92+0,15 11,97 + 0,60 1,84 +0,15 SM
8 1,29 0,98 2,27 +0,07 8.27+0,18 1,00 + 0,02 M
9 0,91 0,95 1,86 + 0,07 7,56 + 0,60 0,88 + 0,10 M

* ( Média de 10 células, em um) Comprimento total médio do genoma = 24,42 um
L = brago longo; C = brago curto, X = comprimento total médio do genoma (Classificagdo

segundo Levan et al., 1964).
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Tabela 4. Medidas cromossomicas de P. edulis f Sflavicarpa X P. setacea*

Pares de Bracos dos cromossomos | Comprimento | Comprimento Razio de Tipo
Cromossomos L C total relativo bracos
L+C IL+C/X L/C

1 2,07 1,34 3,41 +0,08 13,31 £ 0,26 1,31 + 0,06 M
2 1,86 1,35 3,21 £0,11 12,48 £ 0,17 1,39 + 0,10 M
3 1,81 1,18 2,99 +0,13 11,58 + 0,22 1,29 +0,16 M
4 2,73 1,28 401+0,18 15,62 £ 0,36 2,09+0,15 SM
5 1,36 1,16 2,52+0,13 9,74 +£ 027 1,18 £ 0,08 M
6 1,20 1,09 2,2910,12 8,80 + 0,23 1,20 £0,11 M
7 2,09 0,95 3,04 £ 0,17 11,66 £ 0,50 2,52+0,19 SM
8 1,72 0,82 2,54 + 0,09 0,78 + 027 2,06 £0,04 SM
9 0,92 0,82 1,74 £ 0,06 6,19+0,23 1,14 £ 0,05 M

* ( Média de 10 células, em um) Comprimento total médio do genoma = 25,75 pm
L. = brago longo; C = brago curto; X = comprimento total médio do genoma (Classificacio

segundo Levan et al., 1964).
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Tabela 5. Medidas cromossomicas de P. edulis f flavicarpa + P. incarnata*

Pares de Bracos dos cromossomos | Comprimento | Comprimento Razio de Tipo
Cromossomos L C total relativo bracos
L+C 1I+C/X L/C

1 2,28 1,58 3,86 + 0,09 7,00 + 0,09 1,43+024 | M
2 1,93 1,58 3.51+0,16 6,31 +0,45 1,22 40,19 M
3 2,01 1,32 3,33+023 6,02 £0,18 1,53 +0,24 M
4 3,33 1,49 4,82 +0.23 8,73 £0,19 2,32+037 SM
5 3,02 1,32 4,34+ 0,27 7,83 £ 0,36 2,45+0,38 SM
6 1,85 1,40 3,25 £0,17 5,87+0,14 1,32+0,21 M
7 1,65 1,49 3,16 £0,29 5,69+0,37 1,13 +0,18 M
8 1,53 1,36 280 +030 5.23+0.15 1,13 +0,17 M
9 1,40 1,40 2,80 + 0,09 5,10+ 0,06 1,07 £0,16 M
10 1,49 1,36 2.85+0,19 5,16 +0,24 1,25 +0,19 M
11 1,50 1,22 2,72 +0.23 4,96 +0,58 1,15+0,17 M
12 1,30 1,22 2,54 +0,09 4,60 + 0,05 1,08 £0,16 M
13 2,56 1,05 3,61 + 0,08 6,52 + 0,30 2424037 | SM
14 1,93 1,05 2,98 £0,18 5,39 +£0,17 2,08 +0,36 SM
15 1,31 1,20 2,54 £ 0,09 4,62 £ 0,29 1,08 +0,17 M
16 1,19 0,96 2,15+0,12 3,96 +0,22 1,28 £ 0,23 M
17 1,16 0,96 2,12 +0,16 3,80 + 0,21 1,i9+0,18 | M
18 1,00 0,75 1,75 £ 0,09 3,18 +021 1,00 £ 0,14 M

* ( Média de 5 células, em pm) Comprimento total médio do genoma = 55,22 um

L = brago longo; C = brago curto; X = comprimento total médio do genoma (Classifica¢io

segundo Levan et al., 1964).
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Tabela 6. Teste de Tukey para comparacio das médias dos comprimentos
absolutos (em pm) dos cromossomos de Passiflora incarnata, P. setacea

e P. edulis f flavicarpa.”

Par cromossémico P. incarnata P.setacea P. ed. f. flavicarpa
1 3,25+ 0,10 2,83 +0,17" 2,75 +0,09°
2 2,97 £ 0,087 2,72+0,17°% 2,62 £0,10"
3 2,72+0,11° 2,57 +0,14" 2,40 £0,07"
4 3,91 +0,20° 3,11+£0,13" 3,1520,13"
5 2,45 +0,09° 2,42+0,19° 2,22 +0,08°
6 2,37 + 0,09 2,01£0,13" 2,04 + 0,08
7 2,92 +0,15" 2,66 + 021" 2,96 + 0,16
8 2,27 £ 0,07 2,23 +0,18 1,78 £0,07°
9 1,86 + 0,07 1,50 +0,09" 1,67 +0,04°

* Médias seguidas por letras diferentes diferem em nivel de 5%.
Meédias seguidas por letras iguais ndo diferem em nivel de 5%.
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Tabela 7. Teste de Tukey para comparacio das médias dos comprimentos

relativos ( % ) dos cromossomos de Passiflora incarnata, P. setacea e

P. edulis | flavicarpa. *

Par cromossomico P. incarnata P.setacea P. ed. {. flavicarpa
1 13,28 +0,17* 12,78 + 0,04" 12,73 +0,26"
2 12,17 £ 0,23* 12,32 £0,12* 12,11 +£0,32*
3 11,14 +0,26" 11,64 +0,16" 11,16 £ 0,17"
4 15,94 +0,70" 14,19 +0.45" 14,58 +0,51*
5 9,99 +0,04" 10,94 + 0,50 10,25 £ 0,27
6 9,64 020" 9.11£0.27° 9,42 +0,18"
7 11,97 + 0,60 12,04 + 0,70 13,68 + 0,53%
8 8,27 + 0,18 10,13 = 0,70° 8,24 + 0,26
9 7.56 +0,60" 6,87 + 0,33" 7,76 +0,17*

* Médias seguidas por letras diferentes diferem em nivel de 5%.
Médias seguidas por letras iguais ndo diferem em nivel de 5%.
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Tabela 8, Teste de Tukey para comparagio das médias dos comprimentos
absolutos (em pum) dos cromossomos de P. edulis /. Slavicarpa , P. setacea

e P.edulis /. flavicarpa X P. setacea *

Par P. edulis f. P. setacea P.ed fflav x P.setacea
Cromossémico Sflavicarpa
1 2,75 + 0,09 2,83+ 0,17 3,41 +0.08"
2 2,62 +0,10" 2,72 +0,17 3,21 £0,11°
3 2,40 + 0,07 2,57 £0,14* 2,99 +0,13"
4 3,15+0,13" 3,11+0,13" 4,01+0,18"
5 2,22 £0,08" 2,42 £0,19* 2,52£0,13"
6 2,04 + 008" 2,01+0,13" 2,29+0,12°
7 2,96 +0,16° 2,66 +021° 3,04+0,17°
8 1,78 + 0,07 2,23 +0,18" 2,54 +0,00"
9 1,67 + 0,04 1,50 + 0,00 1,74 + 0,06

* M¢dias seguidas por letras diferentes diferem em nivel de 5%.
Meédias seguidas por letras iguais nfio diferem em nivel de 5%.
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Tabela 9. Teste de Tukey para comparacio das médias dos comprimentos
relativos ( % ) dos cromossomos de P. edulis f flavicarpa , P. setacea e
P. edulis /. flavicarpa X P. setacea i

Par P. edulis f P. setacea P.ed.f.flav x P.setacea
cromossémico flavicarpa
1 12,73 + 0,26" 12,78 + 0,04" 13,31 +0,26"
2 12,11 £0,32* 1232 +0,12* 12,48 +0,17*
3 11,16 £+ 0,17° 11,64 +0,16" 11,58 +0,22"
4 14,58 + 0,51° 14,19 + 0,45" 15,62 + 0,35
5 1025 +0.27" 10,94 +0,50" 974 +027"
6 042 +0,18* 911+0,27* 8,80 = 023"
7 13,68 £ 0,53% 12,04 £+ 0,70% 11,66 + 0,50%
8 8,24 + 0,26" 10,13 +0.70" 9,78 + 0.27°
9 776 + 0,17 6,87 + 033" 6,90 + 0,23°

* Médias seguidas por letras diferentes diferem em nivel de 5%.
Médias seguidas por letras iguais ndo diferem em nivel de 5%.
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Figura 1. Metifase e caridtipo dos cromossomos mitéticos de raiz
Passiflora edulis f. flavicarpa, 2n =18 . (Barra = 5 pm)
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Figura 2. Metafase e cari6tipo dos cromossomos mitoticos de raiz de Passiflora
setacea, 2n = 18 . (Barra = 5 um) * Pares de cromossomos com satélite
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Figura 3. Metafase ¢ cariétipo dos cromossomos mitéticos de raiz de
Passiflora incarnata, 2n = 18 . (Barra =5 pm) .
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Figura 4. Metafase e cariotipo dos cromossomos mitdticos de raiz do hibrido
sexual Passiflora edulis f. flavicarpa X Passiflora setacea, 2n = 18
(Barra =5 pum)
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Figura 5. Metafase e cari6tipo dos cromossomos mitdticos de raiz do hibrido soméatico
Passiflora edulis f. flavicarpa + Passiflora incarnata, 2n = 36 (Barra = 5p)
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Figura 6. Ideograma representando os cromossomos de Passiflora edulis f. flavicarpa
( A), Passiflora setacea ( B ), Passiflora incarnata (C).
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Figura 7. Ideograma representando os cromossomos de Passiflora edulis f. flavicarpa
X Passiflora setacea (D), Passiflora edulis f. flavicarpa + Passiflora

incarnata (E ).
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Tabela 10. Configuracdes cromossdomicas em MI e segregacio cromossdémica
em Al no hibrido somatico P. edulis /. flavicarpa + P. incarnata.

Estagio Associacio N¢ de células %
Meiose Cromossomica observadas
Ml 18 1I 9 9

171+ 21 8
16 II + 1 mutivalente 11 11
15 11 + 1 mutivalente 6 6
14 11 + 1 mutivalente 15 15
13 11 + 4 I + multiv. 5 5
13 II + 1 mutivalente 10 10
12 1+ 2 1+ 2multiv. 8 8
10 11 + 1 multivalente 11 11
9 11+ 21 +1multiv. ) 9
8 I + 2 multivalente 8 8
TOTAL 100 100%

Al 18:17 8 20
18 : 19 12 35
16 : 15 8 20
14 : 12 12 35
TOTAL 40 100%

* MI = metafase I, Al = anafase I, I = monovalente, Il = bivalente



Tabela 11. Freqiiéncia das configuracdes cromossomicas em MI e segregacio
cromossdmica em Al no hibrido sexual P. edulis [. flavicarpa X P. setacea.

Estigio Associaciio N° de células %
Meiose Cromossomica observadas
MI 91 29 29
811 13 13
711 + 1 multivalente 32 32
611 + 1 multivalente 19 19
SI1 + 1 multivalente 7 7
TOTAL 100 100%
Al 9:9 22 2750
9:8 30 37,50
9:7 9 11,25
9:6 5 6,25
8:10 6 7,50
8:7 8 10,00
TOTAL 80 100,00%

* MI = metafase I, Al = anafase I, | = monovalente, II = bivalente.
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Tabela 12. Freqiiéncia de micrésporo por microsporécitos em anteras do
hibrido somitico P. edulis [ Jlavicarpa + P. incarnata.

Estagio N° de micrésporos N° de células %
Meiose por micresporocito observadas
Tétrade 7 20 12,50
6 36 22,50
5 64 40,00
4 40 25,00
TOTAL 160 100,00 %

Tabela 13. Freqiiéncia de microniicleo por microsporo em anteras do
hibrido somitico P. edulis f flavicarpa + P. incarnata.

Estagio N° de microniicleos N° de células %
Meiose por microsporo observadas
Tétrade 0 10 15,00
1 70 46,66
2 60 40,00
3 10 15,00
TOTAL 150 100 %
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Figura 8. : Hibrido somatico Passiflora edulis f. Aavicarpa + Passiflora incarnata .
A. Paquiteno com dois nucleos, seta indica niicleo condensado. B. Dipléteno com

multivalentes (seta). C, Metafase I com tri ¢ tetravalente, (seta) D. Metafase I com
8 bivalentes. (Barra = 10 um),
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Figura 9. Hibrido somético Passiflora edulis f. flavicarpa + Passiflora incarnata.
A. Metafase I com 15 II + multivalente. B. Metafase I com 12 I1 +2 I + 2 Multivalentes

(seta) C. Metafase 1 com 5 IT+3 multivalentes (seta).D. Anafase II com cromossomo
retardatario. E. Telofase I com 1 micronileo (seta). (Barra = 10 pm).
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Figura 10. Hibrido sexual Passiflora edulis f. flavicarpa X Passiflora setacea.

A. Metafase T com 9 IL. B. Metéfase I com 5II + 1 multivalente. C. Metafase I com 411
+ 1 multivalente. D. Anafase com cromossomos retardatarios. E. Anafase I com 8 ¢ 9
cromossomos em cada polo. F. Anafase [ com 7 e 9 cromossomos. (Barra = 10 pm).
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Figura 11. Hibrido somético (fase de tétrade) A. Microspordcito integro
com 6 Microsporos (hexade). B. Microsporocito rompido (hexade). C.
Numero de micronticleos varigveis em cada micrésporo . D. micrdsporo com 3
microntcieos. E. Variagdo no tamanho de cada micrdsporo na tétrade
(Barra=10pm em AeD ;=50 pumem B, Ce E).
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Tabela 14 . Viabilidade de polen (segundo Alexander, 1980)

COLETA *
Espécies e Hibridos I T [H
(Nov Dez 94) (Abr 95) (Nov 95)
P. ed flavicarpa 95,00% 91,80% 96,20%
P. incarnata 55,00% 70,50%%* 85,30%**
P. setacea 78,50% 81,30% 84,00%
edulis x setacea 90,00% 64,00% 43.30%
edulis + incarnala 36,7% 38,80% 36,10%

* Nas coletas 1 e 11 foram contados 8.000 polens, na coleta 111, 5.000 polens.
** Espécie replantada em dezembro de 1994.




Tabela 15 . Didimetro dos pélens (em pm)

Vidveis Invidveis
Espécies G M G M P
P. ed. f. flavicarpa | 60,30 48,47
P. incarnata 67,18 47,80
P. setacea 68,14 59,50
Peed flav. + P. inc. | 59,42 44,42 50,20 40,44 24,76
P.ed flav. X P. set. | 62,54 59,50

G = grande, M = médio, P = pequeno

Tabela 16. Freqiiéncia de tipos de pélen contados, em cimara de
Neubauer, no hibrido somético P. edulis f. flavicarpa + P. incarnata *

Parimetros VG VM 1G ™M P T"“‘:,g';zn“"‘ de
Ne= Pélen 87.905 118.550 64.809 189 886 106.350 567.500
Viabilidade 15,49% 20,89% 11,42% 33,46% 18,74% 100%
Média

* VG = Viaveis Grandes ; VM = Viaveis Médios; 1G = Inviaveis Grandes
IM = Invigveis Médios ; IP = Inviaveis Pequenos.
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Figura 12. Pélens viaveis (Vermelhos inviaveis (erdes) de Passiflora
edulis f. flavicarpa , corados segundo técnica de Alexander (1980 ).
( Barra =100 pm )
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Figura 13. Polens vidveis (vermelhos) e invidveis (verdes) de Passiflora
edulis { flavicarpa + P. icarnata (hibrido somatico), polens com
diferentes tamanhos, corados segundo método de Alexander (1980 ).
( Barra =100 ym )



Figura 14. Polens viaveis (vermelhos) ¢ inviaveis (verdes) corados segundo
metodo de Alexander (1980) A. Passiflora edulis f flavicarpa + P incarnata

(hibrido somético) ; polens com diferentes tamanhos ; B. Passiflora edulis A

Slavicarpa X P. setacea (hibrido sexual) sem dimorfismo no tamanho de
polens. (Barra = 100 um)
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Figura 1S. Teste de germinag&o de polen em meio liquido.
A. Placa controle com polens de Passiflora edulis f flavicarpa com alta
freqiiéncia de germinagdio de tubos polinicos; B. Emissio de tubos polinicos no
hibrido sexual Passiflora edulis f. flavicarpa X Passiflora setacea; C. Hibrido

somatico com emissdo de tubos polinicos praticamente ausente.
( Barra= 100 pum )
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Figura 16. Dimorfismo no pedinculo de botdes florais entre a espécie
Passiflora edulis 1 flavicarpa (a) ¢ os hibridos, Passiflora edulis
J. flavicarpa + P. incarnata ( b) e Passiflora edulis [ flavicarpa
X P. setacea ().
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Figura 17. Flores das espéci'é.s.p"rdgenitoras P inéarnatam”('A)“,”Redulis f
flavicarpa (B) e P. setacea (C).
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Figura 18. Flores do hibrido sexual Passiflora edulis f. flavicarpa X
Passiflora setacea.
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Figura 19. Flores do hibrido somatico Passiflora edulis f. flavicarpa
+ Passiflora incarnata.
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Figura 20. Fruto sem sementes produzido pelo hibrido sexual
Passiflora edulis f flavicarpa X P. setacea.



