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Abstract

Nine commercial cultivars of Passsiflora edulis were analyzed for karyotypes.Karyotype analyzes in accessions and
cultivars of the genus Passiflora have helped to understand the interespecific variability both for the genetic
improvement and for the production by hybridization to obtain promising plants within the genus. The aim of this
study was to understand the intraespecific karyotype variability and its diversification through classic and molecular
cytogenetic technigues. Conventional staining with 4% Giemsa was used for conventional karyotype analysis and
fluorescent in situ hybridization (FISH) was used to locate 45S and 5S rDNA sites. All cultivars were diploid, with
chromosome number 2n = 18. Significant difference (P<0.001) was observed between the mean values of
chromosome length between cultivars. The chromosomal mapping with FISH demonstrated a pair with rDNA 5S
sites and two pairs of rDNA 45S in long arms of the chromosomes. The rDNA 5S site was observed on
chromosomes 5 in all cultivars, while the rDNA 45S sites were observed in two chromosomal pairs that varied their
positions in different cultivars (6L and 8L, 7L and 9L, 7L and 8L). Heteromorphism was observed in the length of
the 45S site in some cultivars as well as in the length of the long arm and in some chromosomal satellites. The data
presented in this article can help to understand the variation of the intraspecific karyotype in P. edulis, in view of the
varied breeding processes that these species have undergone throughout the domestication process, being
observed variation between cultivars. rDNA 5S and 45S clusters proved to be excellent markers cytogenetics to
understand the process of variation, and consequently evolution, intraspecific in Passiflora.

Additional keywords: Chromosomal heteromorphism; FISH; Intraspecific variation; Karyotype; Passifloraceae.
Resumo

Nove cultivares comerciais de Passsiflora edulis foram analisadas quanto aos cariétipos. Andlises cariotipicas em
acessos e cultivares do género Passiflora tém auxiliado a compreender a variabilidade intraespecifica tanto para o
melhoramento genético quanto para a producdo de hibridos, gerando plantas promissoras dentro do género. O
objetivo deste estudo foi compreender a diversidade cariotipicaintraespecifica através de técnicas citogenéticas
classica e molecular. A coloracéo convencional com Giemsa 4% foi utilizada para andlise cariotipica convencional
e fluorescent in situ hybridization (FISH) foi realizada para localizar sitios de DNAr 45S e 5S. Todas as cultivares
apresentaramcariotipos diploides, com ndmero cromossdémico 2n = 18. Diferenca significativa (P<0,001) foi
observada nos valores médios de comprimento cromossdmico entre as cultivares. O mapeamento cromossdmico
com FISH demonstrou dois pares com sitios de DNAr 45S e um par de DNAr 5S nos bracos longos dos
cromossomos. Ossitios de DNAr 45S foram observados em dois pares cromossémicos que variaram suas
posi¢cdes nas diferentes cultivares (6L e 8L, 7L e 9L, 7L e 8L) enquanto os sitios de DNAr 5S foram observados no
par cromossdmico5 em todas as cultivares. Foi observado heteromorfismo no comprimento do sitiode DNAr 45S
em algumas cultivares tanto quanto no comprimento do braco longo e em alguns satélites cromossémicos. De
acordo com os resultados, houve variacdo entre cultivares, o que contribuiu para acompreenséoda diversificacdo
do cariétipo intraespecifico em P. edulis, tendo em vista os variados processos de melhoramento que essas
espécies tém passado ao longo do processo de domesticacgao. Sitios de DNAr 45S e 5S se mostraram marcadores
cromossdmicoseficientes para compreender o processo de variacdo e, consequentemente, de evolugcdo
intraespecifica em Passiflora.

Palavras-chave adicionais: Caridtipo; FISH; Heteromorfismo cromossémico; Passifloraceae; Variacéo
intraespecifica.
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Introducéo

Maracujazeiros s&o lianas trepadeiras,
pertencentes ao género Passiflora L., familia
Passifloraceae A. L. de Jussieu ex Kunth, e ocorrem
nos trépicos e subtropicos (Bernacci et al., 2003).
Muitas espécies de maracujazeiro produzem frutos
comestiveis, que podem ser consumidos também in
natura, além do seu uso para fins medicinais e
ornamentais. O maracujazeiro, P. edulis Sims, destaca-
se devido ao grande interesse econdmico para o0
mercado de frutas, sendo produzidas 690.364 t no ano
de 2020 (IBGE, 2020). Devido aointeresse econdmico,
foram lancadas no mercado diversas cultivares, entre
elas BRS Gigante Amarelo (EMBRAPA, 2008) e BRS
Rubi do Cerrado (EMBRAPA, 2012).

Passiflora edulis € diploide, 2n = 18
cromossomos (Janaki Ammal, 1945), apresentando
cromossomos basicamente metacéntricos, com o
registro de um acesso apresentando um par
submetacéntrico (Viana & Souza, 2012). A analise
citogenética comparativa no género Passiflora tem
contribuido com a observacdo de variacGes
cariomorfolégicas intra e interespecificas quanto ao
ndmero e comprimento dos cromossomos, posi¢cao do
centrbmero e quanto ao numero e localizacdo das
constricbes secundarias/satélites (Souza et al., 2003;
Viana & Souza, 2012).

Dentre as caracteristicas cariotipicas, 0s
satélites tém importancia em andlises comparativas
intra e interespecificas (Melo et al.,, 2001; Viana &
Souza, 2012). A localizacdo dos satélites pode ser
obtida utilizando coloracdo convencional com Giemsa
(Viana & Souza, 2012; Amorim et al., 2014) e técnica de
bandamentos com fluorocromos base-especificos
CMA3 e DAPI (Viana & Souza, 2012; Oliveira et al.,
2019), pois as bandas CMA3+ tém sido restritas as
constricbes secundarias em Passiflora. A localizacéo
de satélites também s&o observadas utilizando técnicas
de citogenética molecular, com o0 mapeamento de sitios
de DNAr 45S (Oliveira et al,. 2019) observados por
fluorescent in situ hybridization (FISH)/hibridac&o in situ
fluorescente, que evidenciam variagdes em relagdo a

localizacdo das constricbes  secundarias/DNAr
45S/satélites, auxiliando analises
comparativas/taxondbmicas e delimitacdo entre

espécies (Viana & Souza, 2012). Em P. edulis,
diferentes estudos relatam variacdo quanto a
localizacdo dos satélites. Foram observadas duas
constricbes secundarias nos bragos longos 7 e 9 (Melo
& Guerra, 2003), nos bracos longos dos
cromossomosdo par 8 e nos bragos curtos do par 9
(Cuco et al, 2005), nos bragcos curtos dos pares
cromossdmicos 1 e 4 (Viana & Souza, 2012), e nos
bracos longos dos pares 6 e 8, com heteromorfismo no
tamanho do sitio no ultimo par (Coelho et al., 2016).

O objetivo deste estudo foi verificar a variagao
cariotipica intraespecifica em nove cultivares
comerciais de P. edulis utlizando citogenética

convencional e molecular, visando compreender a
diversidade intraespecifica nessa espécie.

Material e métodos

Material vegetal

Nove cultivares de P. edulis foram mantidas na
Colecéo de Trabalho de Passiflora (CTP/UESC) da
Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC), Ilhéus,
Bahia, Brasil (longitude 39° 10" W, latitude 14° 39' S,
altitude 78 m) (Tabela 1).

Sementes de cada cultivar foram colocadas
para germinar, mas para as cultivares coletadas em
Livramento de Nossa Senhora - BA e Sdo Francisco de
Itabapoana - RJ, a propagacdo foi realizada por
estaquia. As plantas foram mantidas em casa de
vegetacao especifica para manutencéo de mudas, com
cobertura de filme polietileno de baixa densidade
aditivado contra raios UV e sombrite 50%.

Preparo de laminas

Para a obtencdo de pontas de raizes,
estacasde cada cultivar foram secionadas embisel,
suas extremidades basais foram imersas em talco (pé
inerte) contendo auxina sintética (&cido indol-3 butirico
— AIB) na concentracao de 2 g/kg, e colocadas para
enraizar em sacos contendo areia lavada. Raizes com
aproximadamente 1,0 cm de comprimento foram
coletadas e pré-tratadas com 8-hidroxiquinolina a 0,002
M por uma hora em temperatura ambiente (TA) e mais
21 ha+8-10°C, lavadas duas vezes em agua destilada
e fixadas em Carnoy (etanol:acido acético glacial [3:1],
vlv; Johansen, 1940) por 3 h em TA. Depois, foram
mantidas a -20 °C no proprio fixador até sua utilizagao.
Para o preparo das laminas, foi seguido o protocolo
proposto por Guerra & Sousa (2002). Foram feitas duas
lavagens em agua destilada nas pontas de raizes e,
apo6s a retirada do apice, os mesmos foram digeridos
com o uso da solugcdo enzimatica de celulase 2% e
pectinase 20% (v/v), incubadas em estufa a 37°C por
80 min. Apds a incubacdo, as raizes foram lavadas
novamente com agua destilada para retirada da enzima
e em seguida maceradas em 6 pl de acido acético 45%
com auxiio de agulhas sob  microscopio
estereoscopico. Foi adicionada laminula 18 x 18 mm
sobre o material macerado. Com auxilio deagulha de
ponta grossa e papel de filtro foi feito o espalhamento
do material biolégico (células), e com o auxilio de papel
de filtro, a laminula foi pressionada gentilmente com os
dedos para o espalhamento dos cromossomos.

Posteriormente, as lAminas foram mantidas
em nitrogénio liquido por no minimo 5 minutos, sendo
entéo retiradas as laminulas com auxilio de um bisturi e
a seguir as laminas foram secas ao ar. Apés triagem em
microscopio de luz, as laminas analisadas e as que
apresentaram metafases de qualidade foram mantidas
a -20°C em caixas para laminas de plastico, adequadas
para baixas temperaturas, até a aplicacdo das técnicas.
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Tabela 1. Cultivares comerciais de maracujazeiro (Passiflora edulis Sims). Classificacdo de acordo com o Registro
Nacional de Cultivares (RNC), com comercializagdo de sementes e mudas legalizada pelo MAPA.

Table 1. Commercial cultivars of passion fruit (Passiflora edulis Sims). Classification according to the National
Cultivar Registry (NCR), with the sale of seeds and seedlings legalized by MAPA

ID Cultivar Nome comum Mantenedor No. Registro
A FB 200 Yellow Master Viveiros Flora Brasil 23207
B FB 300 Araguari Viveiros Flora Brasil 23218
C IAC 273/277 Monte Alegre/Joia IAC 11314/11316
D 1AC 275 Maravilha IAC 11315
E Amarelo redondo (Agristar) Amarelo redondo Isla Sementes 3505
F Livramento de Nossa Senhora* Maracuja amarelo Pequenos produtores -
G Sao Francisco de ltabapoana** Maracuja amarelo Pequenos produtores -
H BRSRC Rubi do Cerrado EMBRAPA 29632
| Amarelo redondo (Agristar) Amarelo redondo Top Seed Sementes 3505

ID: identificac&o. *Oriunda de produtores locais de Livramento de Nossa Senhora, Sudoeste Baiano —
BA. ** Oriunda de produtores locais de S&o Francisco de Itabapoana, Norte Fluminense — RJ.

ID: identification. *From local producers in Liviamento de Nossa Senhora, south-west of Bahia - BA, Brazil. **
From local producers in S&o Francisco de Itabapoana, North of Rio de Janeiro - RJ, Brazil.

Citogenética convencional

As laminas previamente obtidas foram coradas
de acordo com o protocolo proposto por Guerra &
Sousa (2002), com modificacbes, sendo utilizado
Giemsa 4% (Merck®) por cerca de 20 min. Apés a
coloracéo, as laminas foram lavadas, secas ao ar e
montadas com meio Neomount (Merck®). A
fotodocumentagdo das metafases foi feita com
microscopio Olympus BX41, equipado com cémera
digital de 5MP Olympus DP25 utilizando o software
DP2-BSW.A analise foi realizada a partir da medigao
cromossdmica de cinco metafases de boa qualidade
para cada cultivar. Foram mensurados o comprimento
do braco curto (BC), braco longo (BL) e satélites (SAT)
com a utlizacdo do software ImageTool®. Foram
calculadas as seguintes caracteristicas cariotipicas: i)
relac&o entre bragos (BL/BC = braco longo/braco curto);
ii) comprimento total do cromossomo (CT = BL + BC,
ndo sendo levado em consideracdo o comprimento
isolado dos satélites); iii) comprimento do lote haploide
(CLH = somat6rio dos comprimentos absolutos dos
cromossomos metafasicos, incluindo os satélites); iv)
comprimento relativo dos cromossomos (CR), sendo
considerado 100% o valor CLH, e a contribuicdo de
cada cromossomos calculado em %; v) indice de
assimetria (TF% = somatério dos bracos curtos do lote
haploide + CLH (Huziwara, 1962);vi) comprimento
médio dos cromossomos (x = yx CT/NUumero de
cromossomos); Vvii) heterogeneidade cariotipica (HC)
(Paszko, 2006).

O y das cultivares foi submetido a analise de
variancia a 5% de probabilidade, seguindo do
agrupamento de Scott-Knott com o uso do software
SISVAR (Ferreira, 2011). Os cariétipos foram
confeccionados de acordo com o comprimento dos
cromossomos, em ordem decrescente, e com a
posicao do centrdmero, de acordo com a nomenclatura

proposta por Guerra (1986), levando-se em conta a
razdo entre bragos: metacéntrico (1,00 - 1,49) e
submetacéntrico (1,50 - 2,99). Os cariogramas foram
montados no software Adobe Photoshop® SC5. Os
ideogramas foram elaborados utilizando como base as
médias das mensura¢cbes cromossdmicas com o
software Corel Draw® X7 (Corel Corporation, Canada).

Citogenética molecular

Para a FISH, foi utilizada sonda para cluster de
(i) DNAr 45S direcionada aogene 26S (Pe26S-rDNA),
elaborada por Silva (2017). A sonda foi obtida pela
amplifica¢é@o por PCR com os primers Pe26S-rDNA-F -
GGCTGAATCTCAGTGGATCG; Pe26S-rDNA-R -
GCT GTC GGT GGA CTG CTC. A sonda de (ii) DNAr
5S foi obtida por PCR com os pares de primers 5-GTG
CGA TCATAC CAG C(AG) (CT)T AAT GCACCG G-3
e 5-GAG GTG CAA CAC GAG GAC TTC CCA GGA
GG-3' (Melo e Guerra, 2003). A sonda de DNAr 26S foi
marcada com Biotina-16-dUTP (Roche Diagnostics®) e
a sonda de DNAr 5S foi marcada com Digoxigenina-11-
dUTP (Roche Diagnostics®). As sondas foram
marcadas por Nick Translation (Roche Diagnostics®),
com concentracdo final de 1 yg de DNA, seguindo o
protocolo proposto pelo fabricante.

O tratamento das laminas para a FISH seguiu
0 protocolo proposto por Schwarzacher & Heslop-
Harrison (2000) e Souza et al. (2010). Laminas
contendo as preparacfes citoldgicas foram secas em
estufa a 37 °C pelo tempo minimo de 1 h. Apos
aplicacdo de 50 ul de RNase (Sigma®) a 1 pg/mL em
2xSSC (cloreto de sddio [Sigma®] a 0,3 M; citrato de
sadio [Sigma®] a 0,03 M), as laminas foram incubadas
em camara Umida por 1 h a 37 °C. A seguir, foram
imersas em 2xSSC em TA, duas vezes, por 5 min cada.
Foi adicionado 50 pL de acido cloridrico (HCI; Vetec®)
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a 10 mM sobre as metafases, por 5 min. Apés aretirada
do HCI, foi adicionado 50 yL de pepsina (Sigma®)
(pepsina a 10 mg/mL; HCl a 10 mM (1:100 v/iv)) e as
lAminas foram incubadas em cadmara Umida por 20 min
a 37 °C. Todas as etapas de lavagens citadas a seguir
foram realizadas em plataforma agitadora (Biomixer®,
Mos-1) a 120 rpm. As laminas foram lavadas em 2xSSC
em TA, duas vezes, por 5 min cada, imersas em
formaldeido (Sigma) 4% em TA, por 10 min, e
novamente lavadas em 2xSSC, duas vezes, por 5 min
cada.

As preparacdes citologicas foram desidratadas
em etanol 70% e etanol 96%, por 5 min cada. Apés a
secagem das laminas em TA por 30 min, foi adicionada
a mistura de hibridag&o com o volume final de 15 pl,
sendo formamida (Sigma®) 50%, dextran sulfato
(Sigma®) 10%, 2xSSC, dodecil sulfato de sodio (SDS;
Bioagency®) 0,13% e 50 ng de cada sonda. A mistura
de hibridacéo foi aquecida a 75 °C por 10 min em
termociclador (Eppendorf®, Mastercycler) e transferida
imediatamente para gelo pelo tempo minimo de 5 min.
As laminas contendo a mistura de hibridacdo foram
desnaturadas em termociclador (Techne®, TC-412)
contendo um adaptador para laminas, a 75 °C por 10
min e incubadas overnight a 37 °C em camara Umida.

Ap6s a hibridacdo, as laminas foram imersas
em 2xSSC em TA, por 5 min, para a remoc¢do das
laminulas. Os banhos po6s-hibridagdo a seguir foram
realizados em banho-maria com agitagdo (Marconi,
MAOQ93/1/E), a 42 °C, com duas imersdes em 2xSSC,
por 5 min cada, duas em 0,1xSSC por 5 min cada, e
mais duas imersfes em 2xSSC por 5 min cada. As
l[Aminas foram imersas em solu¢éo com 4xSSC/Tween
20 (Sigma®) a 0,2% em TA por 5 min e tratadas com
50 pl de albumina de soro bovino, fracdo 5 (BSA;
Sigma®) 5%. A sonda marcada com biotina-16-dUTP
foi detectada com 0,7 ul de Avidina-isotiocianato de
fluoresceina (FITC; Vector®) e a sonda marcada com
digoxigenina-11-dUTP foi detectada com 0,7 ul de anti-
digoxigenina-rodamina (RocheTM) mais 18,6 ul de BSA
5% por lamina.

As laminas contendo os anticorpos para a
deteccao foram incubadas em camara Umida por 1 h a
37 °C. Para aremocao do excesso de anticorpos, foram
realizados trés banhos por 5 min cada com
4xSSC/Tween 20 a 0,2% em TA. As laminas foram
brevemente imersas em 2xSSC e as preparagdes
citolégicas foram simultaneamente montadas e
contracoradas com Vectashield®Antifade Mounting
Medium com DAPI (H-1200) utilizando laminula 20 x 20
mm. As laminas foram estocadas a 4 °C até andlise. A

andlise e fotodocumentacdo foram realizadas com a
utilizagdo do microscopio de epifluorescéncia Olympus
BX41, equipado com camera digital de 5SMP Olympus
DP25 e com o software DP2-BSW. As hibridacdes
detectadas com avidina-FITC foram visualizadas com o
filtro U-MWB (excitation 450-480 nm/dichroic cut-off 500
nm/emission > 515nm) e as hibrida¢bes detectadas
com anti-digoxigenina-rodamina foram visualizadas
com o filtro U-MWG (excitation 510-550 nm/dichroic cut-
off 57 0 nm/emission > 590 nm). A contracoloracdo com
DAPI foi visualizada com o filtro U-MWU (excitation 330-
385 nm/dichroic cut-off 400 nm/emission > 420 nm). As
sobreposi¢cdes FITC/Rodamina/DAPI e a montagem
dos cariogramas foram realizadas utilizando o software
Photoshop SC5 (Oliveira et al., 2019).

Resultados

Citogenética convencional

Todas as cultivares de P. edulis apresentaram
nicleo interfasico semireticulado, cromossomos
metacéntricos, sendo diploide 2n = 18 (Tabelas 2 e 3).
O comprimento relativo (CR), do primeiro par até o
ultimo, variou nas nove cultivares, sendo de 68,9% (A),
61,33% (B), 67,23% (C), 60,62% (D), 60,67% (E),
67,38% (F), 66,46% (G), 64,34% (H)até 64,65% (1)
(Tabela 2). O y variou de 3,74 ym (Livramento de Nossa
Senhora - BA) a 2,87 ym (Amarelo redondo -Isla
Sementes) (Tabela 3).

Foi observada diferenga significativa entre y
das cultivares analisadas. Foram formados dois grupos
principais segundo o y de todas as cultivares. O
primeiro grupo foi formado pelas cultivares A, B, C, F e
I, enquanto que o segundo grupo foi composto pelas
cultivares D, E, G e H. Nao houve diferenca significativa
entre as cultivares pertencentes ao mesmo grupo
(Tabela 3).

O comprimento do lote haploide (CLH) variou
9% entre as cultivares, sendo que as cultivares E e F
apresentaram a maior e a menor variagao,
respectivamente (Tabela 3). Todas as cultivares
apresentaram cromossomos metacéntricos seguindo a
classificagdo proposta por Guerra e Sousa (2002),
porém BL/BC dos dois primeiros pares apresentaram
valores proximos ao limite para A (Tabela 2). Embora
TF% mostrou que todos os cariotipos analisados foram
simétricos, foi possivel observar diferencas entre as
cultivares, sendo a cultivar B a mais simétrica (44,56%),
e A a menos simétrica (41,66%) (Tabela 3).
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Tabela 2. Dados cariomorfolégicos dos cromossomos metafasicos de nove cultivares comerciais de Passiflora
edulis Sims.

Table 2. Karyomorphological data of metaphasic chromosomes from nine commercial cultivars of Passiflora edulis
Sims.

%

Cullﬁvar Par cromossdmico (Encw:) (Ellr;) (Sp’?n-l; (ﬁ;) DP BL/BC CR* (%)
1 1,74 2,57 431 + 0,93 1,48 13,14

2 1,76 2,51 427 + 0,29 1,42 13,01

3 1,62 2,02 364 + 0,33 1,19 11,09

4 1,65 1,98 363 + 0,49 1,43 11,06

A 5 1,59 1,72 332 + 0,30 1,24 10,12
6 1,44 1,70 0,72 3,14* + 0,20 1,20 9,57

7 1,28 1,77 305 + 0724 1,08 9,30

8 1,30 1,72 074 3,02* + 0,33 1,38 9,20

9 1,34 1,62 297 + 035 1,21 9,05

1 1,88 2,28 416 + 0,27 1,21 13,24

2 1,84 2,06 38 + 0,18 1,12 12,38

3 1,76 2,05 381 + 0,61 1,17 12,13

4 1,60 1,82 341 + 0,18 1,16 10,85

B 5 1,61 1,73 335 + 0,17 1,20 10,66
6 1,47 1,70 063 3,17* * 0,16 1,14 10,09

7 1,36 1,63 054 299 =+ 0,33 1,08 9,52

8 1,28 1,65 292 + 0,19 1,29 9,29

9 1,22 1,33 255 + 0,20 1,10 8,12

1 1,77 2,38 415 + 0,35 1,34 13,09

2 1,70 2,15 38 + 026 1,26 12,17

3 1,73 1,90 363 + 0,37 1,12 11,45

4 1,66 1,89 355 + 0,34 1,10 11,20

C 5 1,55 1,87 341 + 0728 1,13 10,75
6 1,49 1,66 058 3,15+ + 0,17 1,15 9,93

7 1,37 1,68 305 + 0,32 1,21 9,62

8 1,37 1,50 0,67 2,87 =+ 0,16 1,23 9,05

9 1,34 1,45 279 + 050 1,08 8,80

1 1,63 2,15 378 + 0,35 1,32 13,13

2 1,58 2,01 359 + 0,50 1,27 12,47

3 1,59 1,80 339 + 0,13 1,13 11,78

4 1,46 1,68 314 + 0,12 1,13 10,91

D 5 1,43 1,60 303 + 014 1,15 10,53
6 1,18 1,61 279 + 0,13 1,24 9,69

7 1,27 1,43 0,73 2,69* =+ 0,33 1,11 9,35

8 1,23 1,34 257 + 0,15 1,36 8,93

9 1,02 1,27 0,78 229* + 0,29 1,09 7,96

1 1,51 1,95 346 + 054 1,29 13,40

2 1,39 1,80 319 + 0,59 1,30 12,35

3 1,40 1,60 299 + 0,39 1,14 11,58

E 4 1,34 1,54 288 + 0,37 1,14 11,15
5 1,28 1,59 287 + 0,37 1,24 11,11

6 1,20 1,36 256 + 0,26 1,04 9,91

7 1,21 1,26 060 247 * 0,42 1,11 9,56

8 1,07 1,24 231 + 021 1,13 8,94

9 1,00 1,11 0,40 2,10+ + 0,19 1,16 8,13

1 1,92 2,50 442 + 0,74 1,30 13,00

2 1,85 2,39 424 + 0,59 1,29 12,47

3 1,78 2,12 390 + 048 1,19 11,46

4 1,63 2,10 373 + 043 1,26 10,97

F 5 1,67 1,96 363 + 0,42 1,29 10,67
6 1,53 1,85 063 3,38 + 0,47 1,17 9,94

7 1,51 1,78 329 + 0,49 1,24 9,67

8 1,35 1,76 0,70 3,11* =+ 0,15 1,18 9,14

9 1,29 1,70 298 + 0,42 1,32 8,76
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*

Cullt?var Par cromossémico (Enc":l) (Erlr-1) (?ﬁn% (ﬁL) DP BL/BC CR* (%)
1 1,54 2,01 355 + 0,46 1,30 13,03

2 1,54 1,72 3,26 + 0,43 1,12 11,97

3 1,45 1,75 3,20 + 0,29 1,20 11,75

4 1,49 1,53 3,02 + 0,29 1,28 11,09

G 5 1,36 1,50 286 =+ 0,30 1,21 10,50
6 1,21 1,55 0,40 2,75* + 0,37 1,03 10,10

7 1,25 1,49 2,74 + 0,37 1,11 10,06

8 1,22 1,48 0,40 2,70+ + 0,33 1,20 9,91

9 1,11 1,25 2,36 + 0,14 1,12 8,66

1 1,74 2,23 3,98 + 0,32 1,28 13,49

2 1,54 1,96 351 + 0,38 1,27 11,89

3 1,60 1,75 3,35 + 0,21 1,19 11,35

4 1,52 1,73 3,25 + 0,17 1,10 11,01

H 5 1,46 1,70 3,16 + 0,17 1,12 10,71
6 1,36 1,62 0,50 2,97 + 0,23 1,14 10,06

7 1,29 1,62 2,91 + 0,19 1.,16 9,86

8 1,23 1,38 0,71 2,61* + 0,37 1,26 8,84

9 1,21 1,35 2,56 + 0,13 1.,12 8,68

1 2,01 2,62 4,64 + 0,38 1,30 13,72

2 1,79 2,25 4,04 + 0,61 1,26 11,95

3 1,80 2,08 389 + 041 1,16 11,50

4 1,71 2,03 3,74 + 0,32 1,18 11,06

5 1,67 1,92 3,59 + 0,30 1,15 10,62

6 1,49 1,84 0,61 3,33* + 0,27 1,33 9,85

7 1,51 1,77 3,28 + 0,30 1,08 9,70

8 1,40 1,65 0,65 3,05 + 0,20 1,17 9,02

9 1,43 1,57 3,00 + 0,28 1,10 8,87

ID: identificagdo; BC: Brago curto; BL: Brago longo; SAT: Satélite; CT: Comprimento total do cromossomo, *Sem levar em
conta o comprimento do satélite; DP: Desvio padréo; BL/BC: Raz&o entre braco longo e o braco curto; CR: Comprimento

relativo dos cromossomos.

ID: identification; BC: Short arm; BL: Long arm; SAT: Satellite; CT: Total length of the chromosome, * Without taking into
account the length of the satellite; DP: Standard deviation; BL/BC: Ratio between long arm and short arm; CR: Relative

chromosome length.

A andlise de heterogeneidade cariotipica
(HC), que utiliza parametros de disperséo e avalia as
variagfes intercromossémicas contra 0 comprimento
cromossémico (CVcl) e o posicionamento do
centrdmero (CVci), permitiu distribuir as cultivares em
um grupo evidente, formado pelas cultivares C, F, G
e H (Figura 1). O agrupamento principal foi composto
das cultivares oriundas de producdes locais, F e G,
da cultivar composta C e da cultivar hibrida F1 de
maracujazeiro azedo de frutos amarelos e
avermelhados, H. Os pontos mais proximos ao
agrupamento principal pertencem as cultivares E e I.
Os pontos mais distantes foram das cultivares
melhoradas A e B, ambasda companhia Viveiros
Flora Brasil e da Cultivar D, produzida pelo Instituto
Agrondémico de Campinas (Figura 1).

Foi possivel visualizar satélites em quase
todas as metafases das cultivares utilizando a
coloragdo convencional (Giemsa 4%), sendo, as
vezes, observado satélite em apenas um homdlogo
do par. Todas as cultivares de P. edulis
apresentaram dois pares de cromossomos com
satélites nos bracos longos. As cultivares A e |
apresentaram os satélites distendidos (Figuras 2 e 3).
Foi observado polimorfismo dentro da espécie em
relacdo ao comprimento do segundo par de
cromossomos satelitados, evidente no par 8 das
cultivares B e | (Figura 3).
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Tabela 3. Comparacgéo entre as caracteristicas cariotipicas com base em FISH (DNAr 45S e 5S: nimero de
sitios marcados por par, e entre parénteses a localizagdo no par cromossémico e no brago) e em dados
cariomorfolégicos de nove cultivares comerciais de Passiflora edulis Sims.

Table 3. Comparison between karyotype characteristics based on FISH (rDNA 45S and 5S: number of marked
sites by pair, and in parenthesis, the location in the chromosome pair and the arm) and karyomorphological
data of the nine Passiflora edulis Sims cultivars.

ID Cultivar (DS'\;tAé ”‘:;S 5D§'Ar x (um)” CLH® TF% FC

A : 88 2(5L)  363a 3281 41,66 18m
B : Egtg 2(5L)  349a 3142 4456  18m
c : 88 2(L)  35la 31,71 4397 18m
D g gB 2(5L) 3200 2878 4306 18m
E : gB 2(5L)  2,87b 2583 4414  18m
F g ESB 2(5L)  374a 3401 4271 18m
G 2 EgB 2(5L) 303 2724 4468 18m
H : ESB 2(BL)  327b 2951 4387 18m
| g ESB 2(5) 367a 3382 4379 18m

ID: identificacdo; L: braco longo; x: comprimento cromossémico médio; CLH: complemento do lote haploide
(levando em consideracdo o comprimento do satélite); TF%: indice de assimetria; m: cromossomo
metacéntrico; FC: formula cariotipica. *Médias seguidas das mesmas letras nao diferem estatisticamente pelo
teste de Scott-Knott a 0,01% de probabilidade. **Incluindo o comprimento do satélite.

ID: identification; L: long arm; y: average chromosome length; CLH: complement of the haploid batch (taking into account
the length of the satellite); TF%: asymmetry index; m: metacentric chromosome; FC: karyotype formula. *Means followed
by the same letter do not differ statistically by the Scott-Knott test at 0.01% probability. **Including the length of the satellite.
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Figura 1. Analise da Heterogeneidade Cariotipica (HC) usando variagBes intercromossdmicas quanto ao
comprimento cromossémico (CVcl) e a posicdo do centrdbmero (CVci) em nove cultivares comerciais de
Passiflora edulis Sims obtidas no Brasil:A - FB 200; B - FB 300; C - IAC 273/277; D - IAC 275; E - Isla
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Sementes; F - Liviamento de Nossa Senhora - BA; G - Sao Francisco de Itabapoana - RJ; H - BRS RC; | -
Top Seed Sementes.

Figure 1. Analysis of Karyotype Heterogeneity (HC) using intercromosomal variations in terms of chromosomal length
(CVcl) and position of the centromere (CVci) in nine cultivars of Passiflora edulis Sims obtained in Brazil: A - FB 200; B -
FB 300; C - IAC 273/277; D - 1AC 275; E - Isla Sementes; F - Livramento de Nossa Senhora - BA; G - S&o Francisco de
Iltabapoana - RJ; H - BRS RC; | - Top Seed Sementes.
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Figura 2. Metafases mitéticas em nove cultivares comerciais de Passiflora edulis Sims (2n = 18) obtidas no
Brasil: A - FB 200; B - FB 300; C - IAC 273/277; D - IAC 275; E - Isla Sementes; F - Livramento de Nossa
Senhora - BA; G - Sdo Francisco de Itabapoana - RJ; H - BRS RC; | - Top Seed Sementes. Barra = 10 um.
Figure 2. Mitotic metaphases in nine cultivars of Passiflora edulis Sims (2n = 18) obtained in Brazil: A - FB 200; B - FB
300; C - IAC 273/277; D - IAC 275; E - Isla Sementes; F - Livramento de Nossa Senhora - BA; G - Sado Francisco de
Itabapoana - RJ; H - BRS RC; | - Top Seed Sementes. Bar = 10 um.
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Figura 3. Cariogramas em nove cultivares comerciais de Passiflora edulis Sims (2n = 18) obtidas no Brasil: A
- FB 200; B - FB 300; C - IAC 273/277; D - IAC 275; E - Isla Sementes; F - Livramento de Nossa Senhora -
BA; G - Sao Francisco de Itabapoana - RJ; H - BRS RC; | - Top Seed Sementes. Barra = 10 um.

Figure 3. Cariograms in nine cultivars of Passiflora edulis Sims (2n = 18) obtained in Brazil: A - FB 200; B - FB 300; C -
IAC 273/277; D - IAC 275; E - Isla Sementes; F - Livramento de Nossa Senhora - BA; G - S8o Francisco de Itabapoana -

RJ; H-BRS RC; | - Top Seed Sementes. Bar = 10 um.

Citogenética molecular

Foram mapeados os sitios de DNAr 45S e 5S
(Figura 4) em nove cultivares de P. edulis. Os
cariogramascom os sitios obtidos por FISH (Figura 5)
foram elaborados levando em consideracdo o

tamanho cromossémico, seguindo uma ordem
descendente. O pareamento dos cromossomos
homdlogos foi feito levando em consideracdo a
marcacéo dos sitios de DNAr e a cariomorfologia.
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Figura 4. Metafases mitoticas marcadas com FISH utilizando sondas para sitios de DNAr 5S
(vermelho/rodamina) e DNAr 45S (sonda Pe26S-rDNA) (verde/FITC) colocalizado com os satélites em nove
cultivares comerciais de Passiflora edulis Sims (2n = 18) obtidas no Brasil: A - FB 200; B - FB 300; C - IAC
273/277; D - IAC 275; E - Isla Sementes; F - Livramento de Nossa Senhora - BA; G - S0 Francisco de
ltabapoana - RJ; H - BRS RC; | - Top Seed Sementes. Barra = 10 um.

Figure 4. Mitotic metaphases labeled with FISH using probes for sites of rDNA 5S (red/rhodamine) and rDNA 45S (probe
Pe26S-rDNA) (green/FITC) co localized with satellites in nine cultivars of Passiflora edulis Sims (2n = 18) obtained in
Brazil: A - FB 200; B - FB 300; C - IAC 273/277; D - I1AC 275; E - Isla Sementes; F - Liviamento de Nossa Senhora - BA;
G - S&o Francisco de Itabapoana - RJ; H - BRS RC; | - Top Seed Sementes. Bar = 10 pm.
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Figura 5. Cariogramas mostrando sitios de DNAr 5S (vermelho/rodamina) e DNAr 45S (verde/FITC) em nove
cultivares comerciais de Passiflora edulis Sims (2n = 18) obtidas no Brasil: A - FB 200; B - FB 300; C - IAC
273/277; D - IAC 275; E - Isla Sementes; F - Livramento de Nossa Senhora - BA; G - Sdo Francisco de
ltabapoana - RJ; H - BRS RC; | - Top Seed Sementes. Barra = 10 um.

Figure 5. Cariograms showing rDNA 5S (red/rhodamine) and rDNA 45S (green/FITC) sites in nine cultivars of Passiflora
edulis Sims (2n = 18) obtained in Brazil: A - FB 200; B - FB 300; C - IAC 273/277; D - IAC 275; E - Isla Sementes; F -
Livramento de Nossa Senhora - BA; G - S&o Francisco de ltabapoana - RJ; H - BRS RC; | - Top Seed Sementes. Bar =
10 pm.
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O mapeamento cromossdmico com FISH
demonstrou um par de cromossomos com sitios de
DNAr 5S e dois pares com sitios de DNAr45S. O sitio

gl
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de DNAr 5S foi observado no braco longo do
cromossomo cinco e os sitios de DNAr 45S variaram
nas diferentes cultivares (Tabela 3, Figuras 4 a 6).
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Figura 6. ldeogramas baseados na cariomorfologia evidenciando os sitios de DNAr 5S e 45S em nove
cultivares comerciais de Passiflora edulis Sims (2n = 18) obtidas no Brasil: A - FB 200; B - FB 300; C - IAC
273/277; D - IAC 275; E - Isla Sementes; F - Livramento de Nossa Senhora - BA; G - Sdo Francisco de

ltabapoana - RJ; H - BRS RC; | - Top Seed Sementes.

Figure 6. Idiograms based on karyomorphology showing the sites of DNAr 5S and 45S in nine cultivars of Passiflora edulis
Sims (2n = 18) obtained in Brazil: A - FB 200; B - FB 300; C - IAC 273/277; D - IAC 275; E - Isla Sementes; F - Livramento
de Nossa Senhora - BA; G - S8o Francisco de Itabapoana - RJ; H - BRS RC; | - Top Seed Sementes.

Foi observado heteromorfismo no tamanho
do sitio de DNAr 45S nas cultivares A (8L), C (6L; 8L),
D (9L), E (7L), F (6L), G (6L), H (8L), sendo mais
comum encontrar heteromorfismo no segundo par de
cromossomos homoélogos  satelitados  (Figura
5).Também foi evidente observar heteromorfismo no
comprimento do brago longo de alguns cromossomos

nos sitios de DNAr 45S nas cultivares A (8L), B (7L),
E (9L), F (6L; 8L), I (8L), sendo mais comum
encontrar heteromorfismo no segundo par de
cromossomos satelitados (Figura 5), tanto utilizando
citogenética convencional quanto molecular (Figura
3).
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Discussao

A hibridagdo intraespecifica tem um papel
fundamental no melhoramento genético de plantas
alégamas (que geralmente apresentam
incompatibilidade), j& que permite a introgressao de
caracteristicas de interesse agronémico, e, em Ultima
andlise, possibilita a combinacdo da variabilidade
intraespecifica gerando plantas com caracteristicas
promissoras ao sistema agricola. O ndmero
cromossémico determinado em estudos citolégicos
prévios para P. edulis foi corroborado nas nove
cultivares, 2n=2x= 18, com dois pares com sitios de
DNAr 45S um par de cromossomos com sitios DNAr
5S (Melo et al., 2001; Melo e Guerra, 2003; Souza et
al.,, 2010; Viana & Souza, 2012; Melo et al., 2015;
Coelho et al.,, 2016), sugerindo estabilidade no
namero de sitios de DNAr nessa espécie. Contudo,
variagdes no numero de sitios de DNAr 45S e ou 5S
tém sido observadas em hibridos retrocruzados,
incluindo variacdes ndo apenas no nimero de sitios
de DNA, mas também a sobreposicdo por
translocacao apods o processo de hibridacao (Melo et
al., 2017).

Os sitios de DNAr 45S variaram entre as
cultivares. Seis, das nove cultivares, apresentaram
os sitios nos pares 6L e 8L, coincidindo com o
relatado por Coelho et al. (2016). Duas cultivares
apresentaram os sitios de DNAr 45S nos pares 7L e
9L, coincidindo com o relatado por Melo e Guerra
(2003). Somente a cultivar B apresentou sitios de
DNAr 45S nos pares 7L e 8L, sendo um novo relato
no estudo da variacdo cariotipica de P. edulis. A
variacdo na localizagdo de sitios de DNAr 45S
encontrada nas cultivares de P. edulis indicam que
alteracbes  cromossbmicas vém  ocorrendo,
provavelmente, devido as técnicas de melhoramento
gque vém sendo aplicadas nas empresas de
sementes e até na selecdo massal aplicada, muitas
vezes de forma empirica, pelos pequenos
produtores.Em espécies com elevada
heterozigosidade, como é o caso de P. edulis, por ser
alégama e autoincompativel, € notéria a observacao
de transloca¢bes(Levin, 2002).Em espécies de
Passiflora  j& foi observada formagdo de
guadrivalentes na meiose (Souza et al., 2011),
indicando alterac6es cromossémicas.

A variagdo observada nas cultivares de P.
edulis quanto ao CLH mostra um grau significativo de
variabilidade intraespecifica, o que leva a inferir
sobre variacdo também no conteddo de DNA (C-
value). Esta variagdo pode ser observada no
diagrama de dispersdo da analise de HC. O conjunto
principal é composto por plantas oriundas de
produtores locais, cultivares provenientes de hibridos
intraespecificos F1 de populacbes contrastantes,
cultivares provenientes de populacdes sintéticas ou
compostos. As cultivares F e G mostram similaridade
cariotipica, porém ambas diferem bastante em
relacdo ao comprimento total cromossémico (CT) das

cultivares A e B, provenientes do viveiro Flora Brasil
(Viveiro Flora Brasil, 2022a,b), que desenvolve
melhoramento genético em P. edulis desde 1985. Os
cariogramas das cultivares D e E, provenientes da
empresa de pesquisa IAC se assemelham quanto ao
CT as cultivares F e G. As cultivares H e |, produzidas
pela EMBRAPA e pela Top Seed, assemelham-se
mais as cultivares A e B. Os cromossomos das
cultivares oriundas de empresas que empregam
métodos de melhoramento mais categoricamente
tendem a ter maior CT e, consequentemente,
maiores valores de CLH.

Segundo o paradoxo de C, maior quantidade
de DNA ndao significa maior complexidade genética
(Levin, 2002), mesmo assim, houve alteracdo no
DNA em algumas cultivares de P. edulis, de modo a
aumentar o contetido de DNA, que pode ter ocorrido
por duplicagBes. Pequenas duplicacdes raramente
apresentam efeito fenotipico reconhecivel, mas
quando envolvem um gene com um pronunciado
efeito de dose, o efeito fenotipico serd de uma
mutacdo dominante (Pagliarini, 2001), que pode ser
benéfica a populacéo e desejada pelo melhorista.

Todos o0s métodos de melhoramento
utilizados nas cultivares do conjunto principal tém
como objetivo aumentar a heterozigosidade, por isso,
€ provavel que os individuos estudados possuam
essa caracteristica. No Brasil existe uma grande
variabilidade tanto em popula¢fes cultivadas quanto
em populacdes silvestres, dessa forma, muitos
gendtipospodem ser utilizados como fonte de
germoplasma para o melhoramento genético em
producbes locais e programas de melhoramento
(Meletti et al., 2000; Meletti, 2011). Os pontos mais
dispersos foram das cultivares A e B, oriundas de
programas de melhoramento com mais ciclos de
selecdo. Provavelmente estas cultivares contém
mais loci em homozigose, fazendo com que possuam
genotipos especificos e diferenciados, corroborando
a utilidade da anélise de HC em nivel intraespecifico.

Os polimorfismos encontrados, tanto no
tamanho do sitio de DNAr 45S como no comprimento
do braco longo, ambos eventos sendo mais comuns
no menor par satelitado, indicam que existe
variabilidade cariotipica intraespecifica refletida
especificamente nesse cromossomo. Este resultado
corrobora o relatado por Coelho et al. (2016) e Silva
(2017). Esta heterozigosidade cromossémica pode
ser resultado de dele¢bes e/ou amplificagées, o que
altera o numero de repetic6es do DNA ribossomal por
causa dos mecanismos de reparo de DNA. Este
processo pode indicar diversificacdo (evolugdo),
crossing-over desigual, erros na replicacdo e/ou
eventos de translocacdo (Eickbush & Eickbush,
2007; Bhargava & Fuentes, 2009; Mehrotra & Goyal,
2014; Coelho et al., 2016; Silva, 2017). Alteracdes
cromossémicas levarama processos de
diversificacao na historia evolutiva e biogeografica da
familia Passifloraceae (Melo et al., 2001; Hansen et
al., 2006). Por isso, os polimorfismos observados
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podem ratificar a teoria que o grupo x = 9 em
Passiflora se derivou de processos de poliploidizacéo
seguido por disploidia descendente (Melo e Guerra,
2003; Melo et al, 2011; Melo et al.,, 2015). A
variabilidade cariotipica
intraespecifica/heteromorfismos observados nesse
estudo podem ser um reflexo dos processos de
diversificagdo do subgénero Passiflora L. Além de P.
edulis, P. cincinnata Mast. também apresenta
heteromorfismo, especificamente no Ultimo par
satelitado (Coelho et al., 2016).

Conclusodes

Os sitios de DNAr 45S e 5S sédo marcadores
citogenéticos eficientes para entender 0s processos
evolutivose, em conjunto com a citogenética
convencional, podem complementar estudos
filogenéticos e taxonémicos no género Passiflora,
incrementando os programas de melhoramento do
maracujazeiro azedo.
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