ST

\ Scientia Amazonia, v.7,n.2, CB1-CB9, 2018

A 1% K Revista on-line http://www.scientia-amazonia.org
> ISSN:2238.1910

CIENCIAS BIOLOGICAS

Descricédo da composi¢cao cromossémica de Passiflora coccinea Aubl.
(Passifloraceae) do campus da Universidade Federal do Amazonas,
UFAM

Carolina de Amorim Soares?, Yasmin Tavares Dantas®, Phamela Barbosa Coelho?,
Rogério de Oliveira Neves?, Marcos Cézar Fernandes Pessoa?, Edson Junior do Carmo?,
Natalia Dayane Moura Carvalho*

Resumo

Passiflora é considerado um dos géneros mais importante da familia Passifloraceae. Algumas
espécies de Passiflora ja foram analisadas citogeneticamente, mas pouco é sabido sobre espécies
gue ocorrem na Amazdnia. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi compilar dados
citogenéticos do género Passiflora bem como determinar a composicao cromossémica da espécie
Passiflora coccinea proveniente do fragmento florestal da Universidade Federal do Amazonas.
Para isto, os meristemas radiculares foram pré-tratados com solugdo antimitética 8-
hidroxiquiloneina e fixados com Carnoy. As preparacdes cromossdmicas foram realizadas pela
técnica de dissociacdo celular e submetidas a coloragdo convencional com Giemsa. A morfologia
cromossomica foi determinada com base na raz&o entre os bracos. No presente trabalho, o tempo
de pré-tratamento mais adequado foi trés horas, apresentando um maior nimero de células em
metafases mitdticas e melhor morfologia cromossémica em Passiflora coccinea. O nimero
diploide foi igual a 72, sendo 26 cromossomos metacéntricos/submetacéntricos e 46 acrocéntricos
(26 m/sm + 46a) e numero fundamental de bragos igual a 98. Assim, os resultados obtidos neste
estudo revelaram uma composicdo cariotipica inédita para a espécie Passiflora coccinea,
reforcando a importancia no aumento de anélises cromossdmicas no género Passiflora, essenciais
para a compreensdo da organizagdo do genoma deste grupo de plantas.

Palavra-chave: maracuj, cromossomos, morfologia cromossémica, poliploidia.

Description of the chromosome composition of Passiflora coccinea Aubl.
(Passifloraceae) from the campus of the Federal University of Amazonas, UFAM.
Passiflora is considered one of the most important genera of the Passifloraceae family. Some
species of Passiflora have already been analyzed cytogenetically, but little is known about species
that occur in the Amazon. In this context, the objective of this work was to compile cytogenetic
data of the genus Passiflora as well as to determine the chromosome composition of the species
Passiflora coccinea from the forest fragment of the Federal University of Amazonas. For this, the
root meristems were pre-treated with antimitotic solution 8-hydroxyquononeina and fixed with
Carnoy. The chromosomal preparations were performed by the cell dissociation technique and
submitted to conventional staining with Giemsa. The chromosome morphology was determined
based on the ratio between the arms. In the present study, the most adequate pre-treatment time
was three hours, presenting a higher number of cells in mitotic metaphases and better chromosome
morphology in Passiflora coccinea. The diploid number was 72, 26 metacentric / submetacentric
chromosomes and 46 acrocentric chromosomes (26 m / sm + 46a) and a fundamental number of
arms equal to 98. Thus, the results obtained in this study revealed a new karyotype composition
for the species Passiflora coccinea, reinforcing the importance of increasing chromosome
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analysis in the genus Passiflora, essential for understanding the genome organization of this group

of plants.

Key-words: passion fruit, chromosomes, chromosome morphology, polyploidy.

1. Introducéo

A familia Passifloraceae pertence a
ordem Malpighiales, sendo composta por
cerca de 19 géneros e aproximadamente 630
espécies validas (SOUZA e HOPKINS
2011). As espécies de Passifloraceae
possuem uma distribuicdo tropical com
ocorréncia no Novo e Velho Mundo
(SOUZA e HOPKINS 2011). Na regido
Neotropical sdo conhecidos somente quatro
géneros, sendo o género Mitostemma Mast.
composto por trés espécies, 0 género Dilkea
Mast. constituido por seis espécies, 0 género
Ancistrothyrsus Harms composto por trés
espécies e 0 género Passiflora com cerca de
530 espécies validas, sendo que 72 espécies
destas sdo encontradas hna  regido
Amazoénica.

Passiflora é popularmente chamada
de planta de maracujazeiro e apresenta
grande importancia econdmica, nutricional e
ornamental (EDER-SILVA et al. 2007;
PURICELLI et al. 2003; SANTOS et al.
2012). Ainda, investigacdes cromossdmicas
ttm fornecido informacBes para o0
entendimento e conhecimento de sua
sistemética, diversidade genética e evolucéo
desses grupos (DE MELO et al. 2001;
CUCCO et al. 2005; VIANA e SOUZA
2010). Citogeneticamente, algumas espécies
de Passiflora ja foram analisadas, estando
disponiveis informagdes a respeito do
nimero  de  cromossomos,  nUmero
fundamental de bragos, férmula cariotipica e
bandeamentos cromossomicos (SNOW e
MACDOUGAL 1993) Contudo, pouco se
sabe sobre os dados citogenéticos de
espécies de Passiflora com ocorréncia na
regido amazonica.

Diante disto, o objetivo do presente
estudo foi efetuar uma compilacéo dos dados
citogenéticos do género Passiflora e
determinar a composicdo cromossémica da
espécie  Passiflora  coccinea, visando
contribuir no melhor conhecimento do taxon
e a organizagdo cromossdémica do mesmo.
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2. Material e Métodos

Foram realizadas coletas de caule de
cinco individuos da planta de maracujazeiro
identificada como Passiflora coccinea no
fragmento florestal da Universidade Federal
do Amazonas (UFAM), localizado na cidade
de Manaus, Amazonas. Os caules de
Passiflora coccinea foram colocados em um
recipiente contendo A&gua, deixados a
temperatura ambiente durante duas semanas
para que as radiculas saissem das gemas
axilares. ApGs o tempo, as radiculas foram
utilizadas para obtencdo dos cromossomos
metafasicos mitéticos segundo o protocolo
descrito por GUERRA (1983), com algumas
modificacdes em relagdo ao pré-tratamento,
fixagdo e hidrdlise. As radiculas foram
colocadas em solucdo antimitética 8-
hidroxiquinoleina com tempos diferentes (3
e 6 horas) a temperatura ambiente.
Posteriormente, o material foi colocado em
solucédo fixadora Carnoy 3:1 (etanol: acido
acético), mantido na geladeira por 24 horas
e, apoés isso, foi estocado no freezer até a
andlise. Para a preparacdo da lamina, o
material foi lavado com agua destilada por
duas vezes durante cinco minutos para cada
lavagem, em seguida, o material foi
submetido & hidrolise &cida em solucdo de
acido cloridrico (HCI) a 5N por 25 minutos
a temperatura ambiente. O material foi
lavado novamente com 4&gua destilada e
armazenado em agua destilada. Com auxilio
de um estereomicroscépio, a raiz foi
colocada em uma ldmina e a coifa foi
removida para obtencdo da massa celular. A
massa celular foi esmagada cuidadosamente
em uma gota de acido acético a 45% e
montada sob uma laminula. Posteriormente,
as laminas montadas foram mantidas no
freezer por 30 minutos, a laminula foi
retirada com auxilio de um bisturi e a [amina
contendo a preparacdo cromossémica foi
deixada secar ao ar. O material foi corado
com coloragdo de Giemsa a 5% por 10



AP

CIENCIAS BIOLOGICAS

3\38
(5
£
ONia

FS

2

minutos, lavadas em A&gua corrente e
deixadas secar ao ar. As laminas foram
visualizadas em microscopio de
epifluorescéncia (Leica DFC 3000G). As
melhores metéfases foram fotografadas e
ajustadas utilizando o programa Adobe
Photoshop CS4 e os cromossomos foram
medidos usando o Image J. Os
cromossomos foram organizados em ordem
decrescente de tamanho e a morfologia foi
determinada baseada na razdo entre o0s
bracos de acordo com a proposta de LEVAN
etal. 1964.

3. Resultados e Discussao

Em estudos citogenéticos, a
preparacdo do material é fundamental para
obtencdo de bons resultados. Para isto, o pré-
tratamento com o uso de antimitoticos em
plantas é considerada a etapa mais
importante na obtencdo dos cromossomos,
uma vez que tem como finalidade ocasionar
0 blogueio do ciclo mitético na fase da
metéfase, acarretando um actimulo de
células metafasicas, tornando possiveis as
analises dos mesmos (GUERRA 2002).
Ainda, os antimitdticos mais utilizados sao
8-hidroxiquinoleina (8HQ),
paradiclorobenzeno (PDB), o-
bromonaftaleno e amiprofos metil (AMP),
onde o tempo ideal de cada solucédo varia de
espécie para espécie, existindo a necessidade
de padronizar um determinado tempo de pré-
tratamento na espécie em estudo (GUERRA
2002).

Os testes realizados com tempos
diferentes (3 e 6 horas) de pré-tratamento
com a solucéo 8-hidroxiquinoleina aplicados
nas raizes da espécie Passiflora coccinea
analisadas no presente trabalho, revelaram
gue o tempo mais adequado foi 3 horas, onde
foi possivel observar um maior nimero de
células em metéfases mitdticas e com a
morfologia dos cromossomos de melhor
qualidade (Figura 1). Esses resultados
demonstram importantes na determinacao de
uma metodologia especifica para a obtencdo
de cromossomos bem definidos, espalhados
e individualizados em Passiflora coccinea
como para outras espécies deste género.
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CUCCO et al. (2003) analisaram
vérios tempos de pré-tratamentos com a
solucdo 8-hidroxiquinoleina e combinacdes
da mesma com o inibidor de sintese proteica
cicloheximida em meristema radicular de
algumas espécies de Passiflora e Crotalaria
(Leguminosae), onde notaram que 0s
melhores resultados foram obtidos com os
tempos de 1 hora e 30 minutos (tratamento
com 8-hidroxiquinoleina+ cicloheximida) e
2 horas (tratamento com 8-
hidroxiquinoleina) para algumas espécies de
Passiflora, revelando um actimulo de células
em metadfases com cromossomos bem
espalhados e com morfologia nitida. Por
outro lado, andlises cromossémicas
utilizando  trés  inibidores  mitéticos
(Orizalina, Trifluralina e Amiprofos metil)
com concentracbes e tempos diferentes,
aplicados nas raizes de Passiflora edulis f.
flavicarpa, revelaram que o Amiprofos metil
apresentou  melhor  desempenho em
comparagdo aos outros bloqueadores e o
tempo mais adequado foi de 16 horas e 25
minutos, reforcando a necessidade de
adaptar metodologias para obtencdo de
cromossomos de alta qualidade na espécie
em andlise (PRACA et al. 2008).

Mais de 30% das espécies de
Passiflora possuem descricdo cariotipica
revelada (Tabela 1).

O numero diploide de Passiflora
coccinea foi igual a 72 cromossomos,
composto por 26 cromossomos do tipo
metacéntrico/submetacéntrico e 46
cromossomos do tipo acrocéntrico (26 m/sm
+ 46a) e 0 numero fundamental de bragos
igual a 98 (Figura 2). O namero de
cromossomos, a morfologia cromossémica e
o nimero fundamental de bracos encontrado
em Passiflora coccinea diferem dos dados
descritos na literatura. Isto demonstra a
presencga de rearranjos cromossomicos, que
podem estar associados a evolugdo
cromossdmica deste género, 0s quais
favoreceram mudancgas no nimero diploide
(aumento do namero diploide).
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Tabela 1 - Compilacao da literatura da descricdo citogenética para o género Passiflora. Nimero
diploide (2n). As espécies de Passiflora sdo divididas em quatro grupos cariotipicos, considerando o
nimero basico de cromossomos: X=6, x=9, x=10 e x=12.

Espécie 2n Grupo Referéncia
cariotipico
Passiflora actinia 2n=18 X=9 1
Passiflora adenopoda 2n=12 X=6 2
Passiflora alata 2n=18 Xx=9 3
Passiflora allardii 2n=18 X=9 1
Passiflora amethystina 2n=18 X=9 4
P.antioquiensis 2n=18 X=9 5
P.aurantia var. aurantia 2n=12 X=6 5
Passiflora biflora 2n=12 X=6 5
Passiflora bryonioides 2n=12 X=6 5
Passiflora caerulea 2n=18 x=9 1
Passiflora cacaoensis 2n=18 x=9 5
Passiflora aff. candollei 2n=12 X=6 5
Passiflora capsularis 2n=12 x=6 1,5
Passiflora cincinnata 2n=18 X=9 1,3,4
Passiflora citrina 2n=12 X=6 5
Passiflora cobanensis 2n=12 X=6 5
Passiflora coccinea 2n=18, 2n=72 x=9 1, presente
estudo
Passiflora conzattiana 2n=12 X=6 5
Passiflora coriacea 2n=12 X=6 1,5
Passiflora costaricensis 2n=12 X=6 5
Passiflora cumbalensis 2n=18 x=9 6
Passiflora dioscoreifolia 2n=12 X=6 2
Passiflora edmundoi 2n=18 x=9 1,7
Passiflora edulis f.edulis 2n=18 x=9 3
Passiflora edulis f.flavicarpa 2n=18 x=9 1,7
Passiflora edulis var.roxo 2n=18 x=9 7
Passiflora elegans 2n=18 Xx=9 7
Passiflora escobariana 2n=12 X=6 5
Passiflora exsudans 2n=24 x=12 5
Passiflora filamentosa 2n=18 x=9 5
Passiflora foetida 2n=18, 2n=20, 2n=22 x=9, x=10, x=11 1,3,7
Passiflora galbana 2n=18 x=9 1,7,8
Passiflora gardneri 2n=18 x=9 5
Passiflora giberti 2n=18 x=9 5
Passiflora gilbertiana 2n=12 X=6 5
Passiflora glandulosa 2n=18 x=9 1,7
Passiflora gracilis 2n=12, 2n=18, 2n=20 x=6, x=9, x=10 1
Passiflora haematostigma 2n=24 x=12 7
Passiflora herbertiana 2n=12 Xx=6 1
Passiflora holosericea 2n=12 Xx=6 5
Passiflora incarnata 2n=18, 2n=36 x=9, x=6 9
Passiflora jilekii 2n=18 X=9 1
Passiflora juliana 2n=12 X=6 5
Passiflora kermesina 2n=18 x=9 1,3
Passiflora laurifolia 2n=18 x=9 7
Passiflora ligularis 2n=18 X=9 5
Passiflora lindeniana 2n=24 x=9 10
Passiflora lutea 2n=84 Xx=6 1
Passiflora magnifica 2n=18 X=9 5
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Passiflora malacophylla 2n=18 X=9 8
Passiflora maliformis 2n=18 x=9 1
Passiflora microstipula 2n=18 X=9 11
Passiflora miersii 2n=18 x=9 12
Passiflora misera 2n=12, 2n=36 X=6 1,3
Passiflora mixta 2n=18 x=9 1
Passiflora mollissima 2n=18 x=9 10
Passiflora morifolia 2n=12 X=6 15
Passiflora mucronata 2n=18 x=9 1,3,7,8
Passiflora nitida 2n=18 x=9 1
Passiflora nubicola 2n=12 X=6 13
Passiflora oaxacensis 2n=12 X=6 5
Passiflora obtusifolia 2n=12 X=6 5
Passiflora pentagona 2n=24 x=12 1,7
Passiflora porphyretica var. 2n=12 X=6 5
porphyretica
Passiflora quadrangularis 2n=18, 2n=36 X=9, Xx=6 1,8
Passiflora quinquangularis 2n=12 X=6 5
Passiflora racemosa 2n=18 x=9 1
Passiflora rovirosae 2n=12 X=6 5
Passiflora rubra 2n=12 X=6 1,57
Passiflora sanguinolenta 2n=12 X=6 5
Passiflora seemannii 2n=18 X=9 1
Passiflora setacea 2n=18 x=9 1,8
Passiflora sp. 2n=72 x=9 1
Passiflora standleyi 2n=12 X=6 5
Passiflora suberosa 2n=12, 2n=24, 2n=36 X=6, x=12, x=6 1,57
Passiflora sublanceolata 2n=22 x=11 5
Passiflora subpeltata 2n=18 Xx=9 1
Passiflora tarminiana 2n=18 X=9 14
Passiflora tenuifila 2n=18 X=9 15
Passiflora tenuiloba 2n=24 x=12 16
Passiflora tricuspis 2n=12 Xx=6 1,7
Passiflora trisulca 2n=18 x=9 5
Passiflora trintae 2n=18 x=9 1
Passiflora vitifolia 2n=18 X=9 5
Passiflora xiikzodz subsp. 2n=12 X=6 5
Itzensis
Passiflora warningii 2n=12 X=6 17
Hibrido HD15-101 2n=18 X=9 18
Passiflora gadneri x Passiflora
gibertii
Hibrido HD13-133 2n=22 x=11 18
Passiflora sublanceolata x
Passiflora foetida
Hibrido HD18-106 2n=22 x=11 18

Passiflora sublanceolata x
HD13-133

1 - DE MELO etal. 2001; 2—- MACDOUGAL 1994; 3 - GUERRA 1986; 4 — CUCCO et al. 2005;
5 — SNOW e MACDOUGAL 1993; 6 - ESCOBAR 1987; 7 — DE MELO e GUERRA 2003; 8 —
SORZA et al. 2003; 9 — SOARES-SCOTT et al. 2003; 10 — BERRY 1987; 11 — GILBERT e
MACDOUGAL 2000; 12 — LOMBETTO et al. 1998; 13 - MACDOUGAL (1989); 14 — ARIAS et
al. 2002; 15 - DEGINANI e ESCOBAR 2002; 16 —- TURNER e ZHAO 1992; 17 — BEAL 1971, 18

— MELO et al. 2015.
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O numero diploide igual a 72 foi
descrito somente para espécie Passiflora sp.
coletada na Mata de Saltinho, nas
proximidades do Rio Formosa, no estado de
Pernambuco (DE MELO et al. 2001). Esses
autores sugerem a ocorréncia de uma espécie
poliploide octaploide (8n) (DE MELO et al.
2001).

DE MELO e GUERRA (2003)
observaram em varias espéecies de
Passiflora, que a morfologia cromossémica
¢ predominantemente composta  por
Cromossomos metacéntricos e
submetacéntricos, confirmando os dados
achados para Passiflora coccinea, além da

presenga de cromossomos do tipo
acrocéntricos na composi¢do cromossémica
desta  espécie.  Passiflora  possuem

informacdes significativas com relagdo ao
ndmero e tamanho dos cromossomos,
podendo ser agrupados em quatro grupos
cariotipicos: grupo x= 6, grupo x=9, grupo
x=10 e grupo x=12, sendo considerado o
grupo x=6 com ndmero cromossémico
basico e os demais estabelecidos como
numeros béasicos secundéarios (DE MELO e
GUERRA 2003; SOUZA et al. 2008). O
grupo x=6 corresponde as espécies que
apresentam o numero diploide mdaltiplo de
seis: 12 (P. morifolia), 24 (P. suberosa) e 36
(P. misera), o grupo x=9 com numero
diploide mdaltiplo de nove: 2n= 18 (P.
glandulosa) e 72 (Passiflora sp.), o grupo
x=10 com espécies com 2n=20 (P. foetida) e
0 grupo x=12 com espécies com 2n=24 (P.
pentagona) (DE MELO e GUERRA 2003;

Tabela 1). Passiflora coccinea pertence ao
grupo X=9 composto por 72 cromossomos.

Vérios autores relatam que a maior
parte das espécies de Passiflora sdo
diploides, apresentando 2n=12, 2n=18 ou
2n=20, enguanto que outras especies sdo
poliploides de  forma  tetraploides
(4x=2n=24), hexaploides (6x=2n=36) e
octaploides (8x=2n=72) (DE MELO e
GUERRA 2001; CUCCO et al. 2005;
SOUZA et al. 2010). A poliploidia é uma
alteracdo cromossémica, de ocorréncia
comum na evolucdo das plantas, sendo de
fundamental  relevancia em  estudos
citogenéticos, estudos carioevolutivos e
melhoramento vegetal (GUERRA 1988;
SCHIFINO-WITTMANN 2004;
MAYROSE et al. 2010). Individuos
poliploides podem originar-se por meio de
dois mecanismos: erro meiético ou de uma
endomitose (GUERRA 1988). Dentro de
Passiflora, a ocorréncia de poliploidia ja tem
sido descrito para P. incarnata com
6x=2n=36 e em Passiflora sp. com
8x=2n=72, considerado um mecanismo
comum em Varias espécies de plantas, como
visto em Paullinia cupana ‘Sorbilis’ com
2n=210 cromossomos (DE MELO et al.
2001; DE FREITAS et al. 2007). Assim,
nossos resultados demostram indicativos de
eventos de rearranjos cromossdmicos
durante a evolucdo da espécie amazonica
Passiflora coccinea bem como trata-se de
uma espécie poliploide na forma de
octaploide 8x=2n=72.
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Figura 1 - Metéfases mitdticas obtidas a partir do meristema radicular de Passiflora coccinea. (a) Metafase
obtida com uso de 8-hidroxiquinoleina por 3 horas. (b) Metafase com uso de 8-hidroxiquinoleina por 6 horas.

Barra de escala representa 10 pm.
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Figura 2 - Cari6tipo da espécie amaz6nica Passiflora coccinea corado com coloragdo convencional.

Barra de escala representa 10 pm.

4. Concluséao

Os dados do presente trabalho
revelam uma composicdo cariotipica inédita
para a espécie amazbnica Passiflora
coccinea, reforcando a importancia no
aumento de andlises cromossémicas no
género Passiflora.
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