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Resumo- Passiflora edulis f. flavicarpa é considerada a espécie mais importante do género Passiflora,
principalmente pelo seu interesse botanico, comercial e para programas de melhoramento. Andlises
citogenéticas desta espécie revelaram nuimero cromossémico de 2n=18, porém, a caracterizacao de seus
cromossomos tem sido apresentada na literatura com dados conflitantes quanto a posicdo do centrédmero,
numero e localizagdo de constricdes secundarias e de regides organizadoras de nucléolo (RONs). Neste
contexto, o objetivo do trabalho foi adaptar metodologias que ampliassem a resolugdo das andlises
cromossdmicas em P. edulis f. flavicarpa. Mais especificamente, aplicar a técnica de secagem ao ar e a
citogenética molecular para determinar os aspectos morfolégicos dos cromossomos e identificar as RONSs.
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O género Passiflora € o maior da familia
Passifloraceae, sendo formado por
aproximadamente 530 espécies tropicais e
subtropicais (HANSEN et al.,, 2006). Originou-se
na América tropical e apresenta mais de 150
espécies nativas do Brasil (LIMA et al., 1999).
Dentre as principais espécies do género, destaca-
se 0 maracuja-amarelo, P. edulis f. flavicarpa, em
virtude de seu interesse boténico, comercial e em
programas de melhoramento. Andlises
citogenéticas desta espécie revelaram numero
cromossémico de 2n=18 (SOARES-SCOTT, 1998;
COELHO, 2009); entretanto, a caracterizacao de
seus cromossomos ainda ndo esta bem
estabelecida. Os relatos disponiveis na literatura
sao conflitantes quanto a posicao do centrébmero,
ao numero e localizagdo de constricbes
secundarias e de regides organizadoras de
nucléolo (RONs) (OLIVEIRA, 1996; MAYEDA,
1997; SOARES-SCOTT, 1998; CUCO et al., 2003;
MELO e GUERRA, 2003; COELHO, 2009).

Segundo Oliveira (1996) e Coelho (2009), o
cariétipo de P. edulis f. flavicarpa € simétrico
quanto a posicdo do centrobmero. Entretanto,
Soares-Scott (1998) apresentou razdes de bracos
com medidas indicando que os cromossomos 1, 2,
3, 5, 6, 8 e 9 sdo metacéntricos, enquanto 0 4 e 0
7 sdo submetacéntricos.

O ndmero e a localizagdo das constricbes
secundérias presentes no caridtipo de P. edulis f.
flavicarpa também tém apresentado discordancia

quando relatados por diferentes autores. Oliveira
(1996) encontrou apenas uma constricao
secundéria no braco longo do cromossomo 8.
Mayeda (1997) e Cuco et al. (2003) relataram a
presenca de constricdo secunddria no brago longo
dos cromossomos 8 e 9. Soares-Scott (1998)
também encontrou duas constricdes, porém, no
braco longo dos cromossomos 4 e 7. Coelho
(2009) relatou a presenca de constricdes
secundarias no braco longo do cromossomo 7 e 9.

Em Passiflora edulis f. flavicarpa, as RONs tém
sido evidenciadas por diferentes metodologias,
porém com diferentes resultados. Com o método
de bandeamento Ag-NOR, Mayeda (1997)
evidenciou RONs nas constricbes secundarias dos
cromossomos 8 e 9. Aplicando a técnica de FISH,
Melo e Guerra (2003) e Coelho (2009) observaram
sitios de rDNA 45S no brago longo dos
cromossomos 7 € 9, e rDNA 5S localizado no
brago longo do cromossomo 5.

Em virtude desses diferentes relatos,
encontrados na caracterizagdo do cariétipo de
Passiflora edulis f. flavicarpa, o presente estudo foi
conduzido a fim de adaptar metodologias para
obtengdo de cromossomos de alta qualidade
citogenética para andlise do cariétipo desta
espécie.

Metodologia
Sementes de Passiflora edulis f. flavicarpa

foram colocadas para germinar em placas de Petri
com filtro de papel umido a temperatura controlada
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30 °C em estufa, durante uma semana. Raizes
com aproximadamente 1 cm de comprimento
foram submetidas a testes com pré-tratamentos,
utilizando-se bloqueadores do fuso mitético como
Orizalina, Trifluralina e Amiprofos metil (APM), nas
concentragcbes de 2 uM, 2,5 uM e 3 uM, durante
periodos de 15, 16 e 17 horas em geladeira (4 °C)
e 2, 3 e 4 horas a 28 °C. Em seguida, as raizes
foram fixadas em metanol/acido acético na
propor¢cédo 3:1 e o material foi armazenado a -20
°C.

As raizes do maracuja foram lavadas em agua
destilada e, em seguida, digeridas com Flaxzyme®
(NOVO) (10 pL da enzima em 300 pL de agua
destilada) a 34 °C, durante 1 hora e 30 minutos.
As laminas foram preparadas, aplicando-se a
técnica de dissociagao celular do meristema apical
com subseqlente secagem ao ar e em placa
aquecedora (50 °C) por 20 minutos (CARVALHO e
SARAIVA, 1997).

Apdés o preparo, algumas laminas foram
imediatamente coradas em solucao de Giemsa a
5%, em tampéao fosfato (pH 6,8) durante 4
minutos, lavadas duas vezes em agua destilada e
secadas ao ar, para posterior analise da
morfologia dos cromossomos.

Para a coloragdo com o fluorocromo laranja de
acridina as preparagbes citogenéticas foram pré-
tratadas, conforme o bandeamento RFA
(bandeamento-R por fluorescéncia com laranja de
acridina) descrito por Verma et al. (1977), para
cromossomos humanos, e por Almeida e Carvalho
(2004) para cromossomos de pimentéao e milho.

O procedimento de hidridizagdo in situ foi
realizado, conforme Osuji et al. (1998), com
algumas modifica¢gdes. Sondas de rDNA 18S com
1100 pb obtidas de milho (Zea mays) e clonadas
em vetor pGEM®-T Vector foram utilizadas. A
sonda foi marcada com Fldor-12-dUTP por meio
do método de random primers e com auxilio do kit
Prime [tT™ (Stratagene®), conforme
recomendacdes do fabricante.

Para a analise dos dados a avaliagao dos
bloqueadores foi feita segundo parametros visuais,
como a quantidade e qualidade morfolégica dos
cromossomos nas laminas. Aproximadamente 150
laminas foram analisadas, sendo selecionadas
aquelas que apresentaram as melhores figuras
cromossdbmicas. Essas figuras foram, entao,
capturadas com objetiva de 100X, em
fotomicroscépio OlympusTM BX60, equipado com
sistema de epifluorescéncia (filtros WB para
analises de fluorescéncia com laranja de acridina
e WG para andlises de FISH) acoplado a uma
video-cAmera e com o Kit de analise de imagem
Cool SNAP™. As imagens foram processadas em
um computador MacintoshTM (G4) e as andlises
da morfologia dos cromossomos foram realizadas,
utilizando-se o Programa Image SXM de dominio
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publico (BARRETT, 2002). Para montagem dos
cariogramas, foram analisadas 10 prometafases e
10 metafases. As medidas de cada cromossomo
foram realizadas em pixels e convertidas em
escala de micrémetros (CAIXETA, 1998). A razédo
entre os bragos longo/curto foi determinada,
segundo o critério de classificagao morfologica dos
cromossomos, descrito por Levan et al. (1964) e
revisado por Guerra (1986).

Resultados

Dos pré-tratamentos aplicados nas raizes,
verificou-se que o APM, na concentragéo de 3 pM,
apresentou melhor desempenho em relacdo aos
outros bloqueadores utilizados. O tempo mais
adequado foi de 16 horas e 25 minutos, a 4 °C. O
herbicida Orizalina também foi eficiente para
obtencdo de morfologia dos cromossomos quando
aplicado na concentragédo de 3 pM, durante um
periodo de 15 horas, a 3 °C, porém a quantidade
encontrada de células em divisdo foi inferior a
encontrada com o APM. A Trifluralina né&o
proporcionou  resultados  satisfatérios, em
nenhuma das concentragbes e tempos testados,
observando-se pouca quantidade de metafase nas
laminas com morfologia inadequada para analises.
Visualizaram-se figuras completas com 18
cromossomos individualizados, sem sobreposigéo,
no mesmo plano de foco da Iamina e com
constrigbes primarias e secundarias definidas
(Figurat), facilitando a montagem dos cariogramas
e a classificacdo dos pares cromossOmicos.
Observou-se seis pares metacéntricos (2 a 7) e
trés pares submetacéntricos (1, 8 e 9) (Tabela 1) e
a presenga de constricdo secundaria na por¢ao
subterminal do brago longo dos cromossomos 1 e
8 e porcdo subterminal do brago curto dos
cromossomos 2 e 7, apresentando-se consistente
nos dez cariogramas analisados (Figura 2).

A identificagdo dos cromossomos foi realizada,
utilizando-se medidas de comprimento total e
razdo de bragos. Verificou-se que o comprimento
médio dos cromossomos metafasicos foi de 3,75
pum (par 1) a 2,20 um (par 9) (Tabela 1).

A coloragdo com o fluorocromo laranja de
acridina revelou quatro regides de fluorescéncia
em cromossomos metafasicos pré-tratados com
APM, 3 uM, durante 16 horas e 25 minutos, a 4 °C.
As regibes fluorescentes foram localizadas na
porcéo terminal do brago curto do cromossomo 7 e
na porgéo terminal do brago longo do cromossomo
8 (Figura 3). Essas marcagdes coincidiram com a
localizagdo de duas das quatro constricdes
secundarias encontradas nos cromossomos,
quando submetidos a coloragdo com Giemsa.

Com o uso de sondas de rDNA 18S pela
técnica de FISH, foi possivel identificar essa
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seqliéncia em dois pares cromossémicos de P.
edulis f. flavicarpa (Figura 4).

Como observado na metodologia de coloragcéo
com o fluorocromo laranja de acridina, os
cromossomos tratados por meio da técnica de
FISH permaneceram preservados, facilitando o
estudo dos cromossomos. A analise do cariétipo
revelou marcacgoes fluorescentes nos mesmos
pares cromossOmicos evidenciados com o laranja
de acridina, apresentando-se na por¢ao terminal
do braco curto do cromossomo 7 e porg¢ao terminal
do brago longo do cromossomo 8 (Figura 3).
Assim, das constricdes secundérias presentes nos
cromossomos 1, 2, 7 e 8, identificadas com a
coloragdo convencional com Giemsa, apenas
aquelas localizadas nos cromossomos 7 e 8 foram
marcadas com o fluorocromo laranja de acridina e
com a sonda de rDNA 18S.

Figura 1 — Cromossomos metafasicos obtidos de
células meristematicas de P. edulis f. flavicarpa,
pré-tratadas com APM 3 uM, durante 16 horas e
25 minutos, a 4 °C e corados com Giemsa 5%.
Barra =5 um.

1 2 3 4 5
it n i
6 7 8 9 -

Figura 2 — Cariograma de P. edulis f. flavicarpa,
montado a partir de cromossomos metafésicos
tratados com APM 3 pM, durante 16 horas e 25
minutos, a 4 °C e corados com Giemsa 5%.
Observar as constricdes primarias definidas e as
constricbes secundarias presentes na porcao
subterminal do brago longo dos cromossomos 1 e
8 e porcdo subterminal do brago curto dos
cromossomos 2 e 7. Barra =5 pm.
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Tabela 1- Morfometria dos cromossomos
metafasicos de Passiflora edulis f. flavicarpa

Cromossomo Total (um) Braco (um) r Classe  Compnmento
Curfo _Longo relativo(%)
1 3,75 145 230 159 SM 14,07
2 3,60 1,80 180 1,00 M 13,51
3 3,15 150 165 1,10 M 11,82
4 310 150 160 107 M 11,63
5 285 135 150 111 M 10,69
B 275 120 155 129 M 10,32
7 2715 135 140 104 M 10,32
8 2,50 070 180 257 SM 9,38
9 220 080 140 175 SM 8,26

26,65 100,00

r—razéo entre bragos longo e curto
M - metacéntrico
SM — Submetacéntrico

Figura 3 — Cromossomos metafasicos obtidos de
células meristematicas de Passiflora edulis f.
flavicarpa, corados com laranja de acridina a
0,01%. Observar as marcagoes de fluorescéncia
evidenciando dois pares de cromossomos com
constrigdo secundaria. Barra = 5 um.

Figura 4 — Cromossomos metafasicos obtidos de
células meristematicas de Passiflora edulis f.
flavicarpa submetidos a metodologia de FISH, com
0 uso de sonda de rDNA 18S. Observar os quatro
sitios de marcagao fluorescente. Barra = 5 um.
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Discussao

A andlise do cariétipo do maracuja-amarelo
revelou numero cromossémico de 2n=18,
evidenciando o mesmo resultado obtido em
estudos anteriores (OLIVEIRA, 1996; MAYEDA,
1997; SOARES-SCOTT, 1998; SOUZA, 2002;
CUCO et al.,, 2003; MELO e GUERRA, 2001,
2003; COELHO 2009). Quanto a classificacao
centromérica, os resultados encontrados foram
diferentes dos resultados observados por Soares-
Scott (1998), que descreveu dois pares de
cromossomos submetacéntricos (pares 4 e 7) e
sete pares metacéntricos (1, 2, 3, 5, 6, 8, 9). Esta
diferenca pode ser justificada, em parte, pelo grau
de compactacdo dos cromossomos e por
diferengas metodolégicas.

O numero de constricbes secundarias
presentes no cariétipo de P. edulis f. flavicarpa
vem sendo descrito com diferentes classificacoes
(OLIVEIRA, 1996; MAYEDA, 1997; SOARES-
SCOTT, 1998; CUCO et al, 2003; MELO e
GUERRA, 2003; COELHO, 2009). Em todos os
relatos os autores utilizaram a técnica de
esmagamento nas preparacdes citogenéticas. No
presente trabalho, ao contrario, com o auxilio da
técnica de dissociagao celular e secagem ao ar, foi
possivel identificar quatro constricbes secundarias,
localizadas na porgao subterminal do brago longo
dos cromossomos 1 e 8 e porgdo subterminal do
brago curto dos cromossomos 2 e 7 (Figura 2).
Segundo Mayeda (1997), diferengas como estas
podem ocorrer em virtude da qualidade da
preparagdo da amostra, ou por tratar-se de
variacao genética entre as populagdes.

A coloragdo com laranja de acridina em
cromossomos de P. edulis f. flavicarpa, de acordo
com o protocolo utilizado por Almeida e Carvalho
(2004), revelou padrdao de marcagdo semelhante
ao observado pelos autores em cromossomos de
pimentdao e milho. Segundo esses autores as
regides evidenciadas pelo fluorocromo laranja de
acridina sédo pontos de heterocromatina associada
a regides organizadoras nucleolares. No caso do
maracuja, essas regides foram associadas a dois
cromossomos apenas (cromossomos 7 e 8)
(Figura 3), concordando, em quantidade, com o
relato de varios autores que aplicaram outras
técnicas para detectar RONs (MAYEDA, 1997;
CUCO et al.,, 2003; MELO e GUERRA, 2003;
COELHO 2009).

Outros fluorocromos tém sido utilizados
para identificar heterocromatina associada a RON
em cromossomos de P. edulis f. flavicarpa. Com
os fluorocromos base-especificos Cromomicina A3
e Distamicina, Cuco et al. (2002) identificaram
sinais fluorescentes nos cromossomos 8 e 9,
afiirmando que as RONs devem  ser
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preferencialmente ricas em GC. Esses resultados
concordam, em parte, com 0s encontrados no
presente trabalho, em que a fluorescéncia verde-
amarelada foi identificada nos cromossomos 7 e 8.

Dentre as quatro constricbes secundarias
encontradas no caridtipo de P. edulis f. flavicarpa,
apenas duas apresentaram marcagdo por FISH
(Figura 4). Estes resultados estdo de acordo com
trabalhos realizados anteriormente por diferentes
autores. No entanto, todos os relatos disponiveis
na literatura envolvem o uso de sondas de rDNA
45S e 5S, ao invés da sonda de rDNA 18S,
utilizada no presente estudo.

As RONSs estdao em pontos cromossémicos
de seqiéncias de DNA repetidas que codificam
para rBNA 18S, 58S e 26S (18S-26S)
(BESENDORFER et al., 2002), sendo que,
citologicamente, estas regides estdo localizadas
em constricdes secundarias nos Ccromossomos
metafasicos (SATO et al.,, 1980; LANGER e
KOUL, 1983). Segundo Sumner (2003), tais genes
sdo transcritos como uma Unica unidade (45S).
Portanto, a utilizagdo de apenas uma dessas
seqlUéncias, como a de rDNA 18S utilizada como
sonda no presente trabalho, ndo impossibilitou a
identificacdo das constricobes secundarias que
contém os genes. Outra seqléncia que codifica
para rRNA é a 5S, porém nao esta localizada em
estruturas distintas, encontrando-se espalhadas
pelo genoma (SUMNER, 2003).

Segundo Battistin et al. (1999), todas as
RONs estdo localizadas em  constricdes
secundarias, mas nem todas as constricoes
secundérias sdo sitios de RON. Pelo menos trés
dessas constricbes foram encontradas, nos
cromossomos do maracuja, por Soares-Scott
(1999), citada por Souza (2002), e um ou dois
sitios de RON foram relatados por diferentes
autores (OLIVEIRA, 1996, CUCO et al., 2003,
MELO e GUERRA, 2003). No presente trabalho,
entretanto, com auxilio das técnicas utilizadas, foi
possivel identificar quatro constricbes secundarias
e dois sitios de RONs no cariétipo de P. edulis f.
flavicarpa. Com a coloragdo com Giemsa, foram
identificados o numero e a posicdo dessas
constricdes (porcao subterminal do braco longo
dos cromossomos 1 e 8 e porgao subterminal do
bragco curto dos cromossomos 2 e 7). Com a
aplicagéo da coloracdo com laranja de acridina e
da técnica de FISH, pode-se observar que apenas
as constricbes dos cromossomos 7 e 8 estdo
associadas a RONs.

Conclusao
Considerando que diferencas

intraespecificas ndo estejam envolvidas nas
diferencas  morfolégicas  pesquisadas, as
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metodologias aplicadas corroboraram a ampliagao
da resolugao do cariétipo de P. edulis f. flavicarpa.
Evidenciou-se, portanto, diferencas na posi¢éo do
centrébmero, numero e localizagdo das constricdes
secundarias e das RONs, em comparagdo com os
resultados encontrados na literatura.
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