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RESUMO

BRITTO, F. F. PROGENIES HIBRIDAS DE MARACUJAZEIROS DO
CRUZAMENTO  Passiflora  cincinnata  Mast. x  Passiflora
quadrangularis Linn. Vitéria da Conquista-BA: UESB, 2013. 147p.
(Dissertagio — Mestrado em Agronomia: Area de Concentragio em
Fitotecnia)*.

Genotipos de P. cincinnata Mast. ¢ P. quadrangularis Linn. foram
analisados quanto aos aspectos botanicos-agrondmicos, citogenéticos e
reprodutivos para que a producdo de progénie hibrida ocorresse por meio do
cruzamento entre os individuos das duas espécies. Caracteristicas
morfologicas foram analisadas, sendo 25 quantitativas e 6 qualitativas. Para
caracterizagdo agronomica, 10 descritores, 7 quantitativos e 3 qualitativos
foram utilizados e, para a citogenética, 10 células em metafase mitotica
foram avaliadas com relacdo ao numero cromossdmico ¢ de regides
organizadoras de nucléolo (NOR). Utilizou-se média e desvio padrdo para a
analise morfoldgica, teste Tukey a 5% em DIC para a agrondmica e, média
de cromossomos ¢ NOR, para citogenética. A antese floral ocorreu no turno
matutino para ambas. As espécies diferiram morfoagronomicamente e tem
genoma 2x=18 e 2 bandas NOR. Na determinagdo do sistema reprodutivo,
ocorreram  estudos da fenologia, compatibilidade intraespecifica,
comportamento meiotico, viabilidade polinica e receptividade estigmatica.
Para as anélises estatisticas, foi utilizado o teste Tukey a 5%, em DIC. Os
gendtipos de ambas as espécies diferiram entre si quanto ao nimero de flor.
A TF, PF e IRF foram diferentes entre as espécies, as quais sdo
autoincompativeis. Os botdes florais ndo foram parametro para a fase
meidtica. A viabilidade polinica das espécies encontrou-se elevada no turno
matutino. Os estigmas apresentaram-se receptivos durante todo o dia.
Cruzamentos foram realizados entre os genotipos das espécies por
hibridagdo simples. Foram avaliadas, por média e desvio-padrdo, as
caracteristicas morfologicas das progénies, e por média, o numero
cromossdmico e de bandas NOR dos mesmos. Houve distingdo e semelhanca
morfologica entre os hibridos e os parentais, e as bandas NOR do hibrido 11
e 20 apresentaram tamanhos diferentes, distinguindo estes, que sdo hibridos
ndo putativos, dos outros, que sdo putativos.

PALAVRAS-CHAVE: caracteristicas, autoincompativel, hibridacao.

*QOrientador: Claudio Lucio Fernades Amaral, D.Sc., UESB e Co-orientadora:
Eliane Mariza Dortas Maffei, D.Sc., UESB.



ABSTRACT

BRITTO, F.F. HYBRID PROGENIES CROSSING Passiflora cincinnata
Mast. x Passiflora quadrangularis Linn. Vitoria da Conquista-BA: UESB,
2013. 147p. (Dissertagio — Mestrado em Agronomia: Area de Concentragdo
em Fitotecnia)*.

P. cincinnata Mast. genotypes and P. quadrangularis Linn. were analyzed
for botanical-agronomic aspects, cytogenetics and breeding for the
production of hybrid seed by crossing occurred between individuals of the
two species. Morphological characteristics, with 25 quantitative and 6
qualitative were analyzed. For Agronomical characteristics 10 descriptors ,7
quantitative and 3 qualitative were used, for the cytogenetics 10 cells in
metaphase were evaluated with respect to chromosome number and
nucleolar organizing regions (NOR). Made use of digital calipers, ruler,
balance fixes, refractometer and microscope for morphological, cytogenetic
and agronomic. We used mean and standard deviation for morphological
analysis, Tukey test at 5% in DIC for agronomic and average chromosomes
for cytogenetic and NOR. The anthesis occurred in the morning shift for
both. The species differed morphological e agronomical has genome 2x=18
e 2 NOR. In determining the reproductive system occurred studies of
phenology, compatibility intraspecific, meiotic behavior, viability polinic
and receptivity stigma. For the analyzes statistics test was used Tukey to 5%
in DIC. The genotypes of both species differ among themselves regarding
the number of flower. The TF,PF and IRF were different between species.
The species are autoincompatible. The flower buds were not parameter for
meiotic phase. Pollen viability of the species is high in the morning shift.
Stigmas presents receptive throughout the day. Crosses were made between
the genotypes and species by hybridization simple. Was evaluated by mean
and standard deviation of morphological characteristics progeny and mean
chromosome number and NOR bands of the same. There morphological
similarity and distinction between hybrids and parental and hybrid band
NOR 11 and 20 showed different sizes.

KEYWORDS: characteristics, autoincompatible, hybridization

*Adviser: Claudio Lucio Fernandes Amaral , D.Sc., UESB e Coadviser: Eliane
Mariza Dortas Maffei, D.Sc., UESB.
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1 INTRODUCAO

As Passifloraceae estdo largamente distribuidas pelos tropicos
(OLIVEIRA, 1987). Segundo Souza e Melleti (1997), ha mais de 580
espécies, a maioria procedente da América tropical e, principalmente, do
Brasil. Grande parte dos autores, incluindo Killip (1938) e Sacco (1980),
considera que essa familia ¢ composta de 12 géneros. Lopes (1994) cita que,
no Brasil, sdo encontrados os géneros Dilkea e Passiflora. Segundo
Vanderplank (1996), a familia Passifloraceae é formada por 630 espécies
em 18 géneros. Desses, o género Passiflora é o mais importante
economicamente € 0 que apresenta maior niumero de espécies, cujo maior
centro de distribuicdo geografica localiza-se no Centro-Norte do Brasil
(LOPES, 1991). Estima-se que o gé€nero Passiflora seja composto de 465
espécies, das quais de 150 a 200 sdo originarias do Brasil e podem ser
utilizadas como alimento, remédio e ornamento. Cerca de 70 espécies
produzem frutos comestiveis (CUNHA e outros, 2002). Portanto, existe
ampla variabilidade genética a ser conhecida, caracterizada, protegida,
conservada e convenientemente utilizada comercialmente ou em programas
de melhoramento genético.

Para que a diversidade genética disponivel seja explorada, ¢
necessaria a caracterizagdo e documentacdo de gendtipos para uso nos
programas de melhoramento genético (BOREM e MIRANDA, 2009). A
caracterizagdo morfologica ¢ a forma mais acessivel e mais utilizada para
quantificar a diversidade genética de uma reserva de germoplasma
(RABANNI ¢ outros, 1998).

Ter conhecimento do modo de reproducdo da espécie em estudo é
um importante pré-requisito nos programas de melhoramento (ALLARD,
1971), pois a escolha do método adotado dependera dessa informacdo. Nesse
sentido, podem-se realizar estudos voltados para determinacdo do modo de
reprodugdo propriamente dito, e outros voltados para observagdo de

caracteristicas que interferem no processo de polinizacdo, como a

18



viabilidade polinica, taxa de receptividade estigmatica, a polinizagdo in vivo,
bem como o florescimento.

Andlises citogenéticas podem trazer contribuigdes indispensaveis no
sentido de aumentar a eficiéncia das estratégias de conservagdo ¢ mesmo de
trabalhos de melhoramento. Cada cromossomo ou par deles representa um
papel decisivo no desenvolvimento de um individuo. A caracterizacdo
precisa do caridtipo tem fundamental importancia, quando o objetivo ¢
comparar cariologicamente espécies diferentes ou analisar a variagdo entre
individuos de uma mesma espécie. Um dos caracteres mais utilizados para
caracterizagdo citologica de uma espécie é o numero cromossomico
(PEDROSA e outros, 1999). Para Sybenga (1998), a citogenética fornece
informagdes indispensaveis para a manipulagao das plantas.

Hibridagdes interespecificas ocorrem para que a transferéncia de
caracteres favoraveis aconteca. De acordo com Melleti e Bruckner (2001), o
caminho da hibridagdo natural interespecifica exige muitos ciclos de
retrocruzamento para recompor o vigor natural das plantas e as
caracteristicas interessantes para comercializagao.

Este trabalho objetivou produzir hibridos a partir do cruzamento das
espécies Passiflora cincinnata Mast. e P. quadrangularis L., analisando a
morfologia floral e vegetativa, fruto, biologia da reproducdo, parametros
fenologicos do florescimento e citogenética. Dessa forma, espera-se
contribuir para conservar e explorar os recursos genéticos existentes nos
programas de pesquisas da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia —

UESB.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Familia Passifloraceae

Em 1569, Nicolae Monardes descreveu espécie Passiflora
incarnata, sendo esse registro considerado o primeiro do ponto de vista
taxondmico na familia Passifloraceae. Porém, as passifloras haviam sido
mencionadas por Cieza de Leon, em 1553, como "granadilla". Este nome foi
utilizado em analogia com a roma, Punica granatum L. (Punicaceae), devido
a semelhanga do fruto (VANDERPLANK, 2000).

Em 1605, flores de passiflora (Passiflora incarnata) foram enviadas
por missionarios catolicos ao Papa Paulo V, cujas pecas florais foram
associadas aos simbolos da crucificagdo de Cristo, originando, assim, 0
nome latino da planta, "flor da paixdo”, comum para os espanhdis e ingleses,
mas ainda ndo usado no Brasil (FUMIS e SAMPAIO, 2007).

Apesar do nome passiflora ser projetado por Pluckenet em 1696
(CERVI, 1997), foi em 1745 que o género Passiflora foi oficializado, a
partir do primeiro trabalho de classificagdo e identificagdo de Passiflora,
realizado por Linnnaeus, que descreveu 22 espécies (VANDERPLANK,
2000).

A familia Passifloraceae ¢ nativa das regides tropicais e subtropicais
(HEYWOOD, 1993), podendo encontrar plantas silvestres na India
Ocidental, Galapagos, Australia, Sudeste Asidtico, Malésia, Filipinas,
Polinésia e em algumas ilhas do Oceano Pacifico (VANDERPLANK, 2000)
e, ainda, algumas espécies de clima temperado nas Américas, sul da China e
Nova Zelandia (FEUILLET e MACDOUGAL, 2007). A América tropical é
considerada como o principal centro de diversidade genética, incluindo
desde a regido Amazonica até o Paraguai e o Nordeste da Argentina
(SIILVA e outros, 2004).

A familia Passifloraceac compreende trepadeiras herbaceas ou

lenhosas, frequentemente arbustos, com gavinhas axilares originadas de
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modificacdo das inflorescéncias; suas folhas sdo sempre alternas,
espiraladas, simples ou raramente compostas, frequentemente lobadas, com
ou sem estipulas (KILLIP, 1938; JUDD e outros, 1999; SOUZA e
LORENZI, 2005). Em geral, possuem glandulas nectariferas no peciolo ou
lamina, sendo que a sua forma, numero e posi¢do sdo caracteristicas
taxondmicas importantes na separacdo entre espécies e grupos de espécies
(VANDERPLANK, 1996). As flores tém uma ampla gama de cores e sdo
geralmente bissexuais, com simetria radial.

A corona consiste de uma até varias linhas de filamentos, projegoes
ou membranas, ¢ nasce no apice da superficie interna do hipanto, sendo
usualmente colorida, o que atrai polinizadores. Ha um disco nectarifero na
base do hipanto. Os frutos sdo do tipo capsula ou baga, com arilos ao redor
das sementes, geralmente sendo dispersas por passaros (KILLIP, 1938;
JUDD e outros, 1999).

Anteriormente, as passifloraceas pertenciam a ordem Violales,
principalmente pela placentagdo parietal (CRONQUIST, 1988). Para outros
autores, pertenceria a ordem Passiflorales, tribo Passiflorae e familia
Passifloraceae, esta com 18 géneros e 630 espécies, com distribui¢do
principalmente nos tropicos da América, Asia e Africa (VANDERPLANK,
1996; BARBOSA, 1998). Atualmente, a familia integra a ordem
Malphigiales, e com base em estudos filogenéticos, a mesma € considerada
monofilética, perfazendo um total de 20 gé€neros e cerca de 650 espécies
(APG 1II, 2003). Judd e outros (1999) afirmaram que a monofilia de
Passifloraceae ¢ sustentada basicamente pela presenca da corona nas flores.

A familia Passifloraceae esta dividida em duas tribos, Paropsieae e
Passiflorieae (ESCOBAR, 1988; CERVI, 1997; CERVI, 2006). As espécies
da tribo Paropsieae, arbustos e arvores sem gavinhas, sdo consideradas
representantes de um complexo basal parafilético na familia. Passiflorieae,
ao contrario, ¢ claramente monofilética, evidenciado por seu habito
escandente, gavinhas axilares e flores especializadas (JUDD e outros, 1999).

Cervi (1997) descreveu a tribo Paropsieae, sendo composta por seis géneros:
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Androsphonia Stapf, Viridivia J. H. Hemsl. e Verdc., Smeathmannia Sol. ex
R. BR., Barteria Hook. f., Paropsiopsis Engl. E Paropsia Noronha ex
Thouars. Segundo o mesmo autor, a tribo Passiflorieae é representada porl4
géneros: Adenia Forssk, Ancistrothyrsus Harms, Basananthe Peyr.,
Crossostemma Planch. ex Hook., Deidamia E. A. Noronha ex Thouars,
Dilkea Mast., Hollurngia K. Schum., Efulensia C. H. Wright, Mitostemma
Mast., Passiflora L., Schelecterina Harms, Tetrapathaea (DC.) Rchb.,
Tetrastylis Barb. Rodr. e Tryphostemma Harv. Porém, Cervi (2006) relata
que a tribo Passiflorieae estd representada no continente americano por

quatro géneros, entre os quais se destaca o género Passiflora.

2.2 Género Passiflora

O género Passiflora ¢ o maior da familia Passifloraceae, com cerca
de 530 espécies (FEUILLET ¢ MACDOUGAL, 2007); ¢ numérica e
economicamente o mais importante da familia (PEREZ e outros, 2007),
apresentando ampla variabilidade genética inter e intraespecifica (BELLON
e outros, 2009). Esse género ¢ originario da América tropical
(ALEXANDRE e outros, 2004) e, pelo menos, um terco de suas espécies
tem os respectivos centros de origem no Brasil (MELETTI e outros, 2007),
que agregam cerca de 100 a 200 espécies (BERNACCI e outros, 2003;
NUNES e QUEIROZ, 2006). Além do Brasil, a Colémbia também concentra
riqueza de espécies do género (PEREZ e outros, 2007).

Vérios autores descrevem a ampla variabilidade genética inter e
intraespecifica existente no género Passiflora (FERREIRA e OLIVEIRA
1991; ALEXANDRE e outros, 2004; MELETTI e outros, 2005) e
concordam que grande parte dessa variabilidade esta dispersa no territorio
brasileiro, que agrega cerca de 100 a 200 espécies (BERNACCI e outros,
2003; NUNES e QUEIROZ, 2006), colocando o Brasil entre os principais
centros de diversidade genética do género, e o centro norte como o principal

centro de dispersdo geografica. No estado da Bahia, o gé€nero Passiflora
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possui 32 espécies com ampla distribuicdo ( NETO, 2008), sendo que P.
saxicola, P. bahiensis,P. mucugeana (NUNES e QUEIROZ, 2006) e P.
cacaoensis (VIANA, 2009) sdo consideradas endémicas. Os principais
centros de diversidade na Bahia ocorrem na floresta Atlantica do sul do
estado e na Chapada Diamantina (NUNES e QUEIROZ, 2006).

Considerado o género mais representativo da familia Passifloraceae,
Passiflora apresenta ainda grande importancia econdmica na agricultura e na
horticultura. Muitas espécies sdo empregadas para fins alimentares,
medicinais e ornamentais (SOUSA e MELETTI, 1997). O uso alimentar por
meio do consumo de frutos constitui o principal objetivo do cultivo dessas
espécies. O Brasil ¢ considerado o maior produtor mundial de maracuja, com
uma produgdo de 330 mil toneladas, numa area de 33 mil hectares com o
cultivo do maracujazeiro-amarelo (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa O.
Degener) em 95% dos plantios do Pais. A Bahia ¢ o estado de maior
produgdo nacional, com 77 mil toneladas, numa area de 7,8 mil hectares de

maracujazeiros (FIBGE, 2002).

2.3 Botanica e taxonomia das Passifloras

As passifloras apresentam habito herbaceo, sdo trepadeiras,
produzem flores cuja beleza desperta curiosidade e encantamento e incluem
algumas poucas ervas eretas ou plantas lenhosas, arbustivas
(VANDERPLANK, 2000). Em sua maioria, sdo perenes e essencialmente
pantropical, podendo encontrar algumas espécies como a P. gracilis, P.
tenella, que sdo anuais, ¢ outras espécies como P. lutea e P. incarnata em
zonas temperadas (ULMER ¢ MACDOUGAL, 2004), sendo esta ultima
utilizada em hibridagdes com P. edulis, por apresentar a caracteristica de
interesse: tolerancia a baixa temperatura (BRUCKNER e OTONI, 1999).

As principais caracteristicas das plantas desse género sdo: gavinhas
axilares, nectarios, folhas alternas normalmente simples, coroa de

estaminodios, gineceu e androceu com base comum (androginéforo) e
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sementes ariladas (FEUILLET, 2004). Uma outra caracteristica bastante
peculiar é a variabilidade foliar encontrada, que ¢ a maior encontrada em
todas as angiospermas (MACDOUGAL, 1994).

A raiz das passifloras ¢ do tipo axial ou pivotante, porém, quando
propagadas por estacas, podem desenvolver raizes adventicias (CUNHA e
outros, 2002). O caule pode ser cilindrico, angular, subangular, raramente
quadrangular e estriado longitudinalmente. As gavinhas sdo solitarias e
axilares, bem desenvolvidas. As estipulas estdo sempre presentes € sao muito
variaveis quanto a forma, desde setaceas ou lineares, até amplamente ovadas
(CERVI, 1997; TEIXEIRA, 1995).

As folhas do género Passiflora sdo quase sempre alternadas, mas
muito variaveis entre as espécies, inclusive dentro da mesma espécie, como
em P. setacea L. (ULMER e MCDOUGAL, 2004). Os lobos das folhas
podem ser sem divisdo (P. laurifolia), bi, tri ou até pentalobadas. A margem
das folhas normalmente ¢ inteira, mas podem ser denteadas ou serreadas. As
folhas podem ser tri-nervadas, mas podem existir folhas com quatro a nove
nervos, alcancando a margem (VANDERPLANK, 2000). No peciolo,
encontram-se glandulas extraflorais (nectariferas) com diversas formas:
sésseis, subsésseis, orbiculares e estipitadas. A presenca ou auséncia destas
glandulas, bem como sua forma e posi¢do sdo importantes caracteres
utilizados para diferenciar as espécies. O pedinculo na maioria das espécies
¢ Unico, nasce nas axilas das folhas e termina em uma flor. A espécie P.
multiflora é uma excecdo, produzindo de duas a seis flores em um mesmo
pedinculo (ULMER e MCDOUGAL, 2004). As bracteas normalmente estao
presentes em numero de trés, podem ser lineares ou setidceas ¢ sua forma,
tamanho e posicdo sdo caracteres importantes taxonomicamente para separar
subgénero, seccdes e espécies (CERVI, 1997; ULMER ¢ MACDOUGAL,
2004).

O género Passiflora apresenta flores de coloragdo varidvel, com
cores que variam do vermelho intenso até o rosa palido. As sépalas sdo em

numero de cinco, de lineares a oblongas, possuem coloragdo semelhante ao
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tubo do calice, frequentemente verde nas bordas, de coloracdo intensa no
centro da sépala. As pétalas geralmente sdo membranaceas ¢ nascem sobre a
margem do tubo do calice (VANDERPLANK, 2000, ULMER e
MACDOUGAL, 2004). Na maioria das espécies, as pétalas sdo menores ¢
mais finas do que as sépalas, alternando-se com as mesmas. P. pectinata ¢ P.
guatemalensis sdo uma excecdo, nas quais as pétalas sdo ligeiramente
maiores ¢ mais largas, respectivamente, do que as pétalas
(VANDERPLANK, 2000).

A corona de filamentos € uma caracteristica marcante das espécies
do género Passiflora, com forma e tamanhos varidveis (ABREU e outros,
2009). Geralmente, os filamentos da corona sdo bandeados horizontalmente
com diversas cores, sendo composta de uma a varias séries de filamentos
filiformes, onde a segunda série, quando presente, geralmente apresenta-se
mais curta (VANDERPLANK, 2006). Acredita-se que devido a variacao de
formas e cores, bem como seu aroma agradavel e adocicado, a corona de
filamentos atraia insetos e passaros, que sao responsaveis pela polinizagdo de
suas flores (AIZZA e DORNELAS, 2009).

As flores s3o hermafroditas, com presenca de androgindforo
(NUNES e QUEIROZ, 2006), cujo androceu ¢ formado por cinco estames e
o gineceu formado por trés estiletes e trés estigmas, embora em estudos
realizados com P. cincinnata foram observadas flores com dois, quatro ou
cinco estigmas (ARAUJO e outros, 2008; KILL e outros, 2010). O ovario é
supero, localizado no apice do androgindforo, tricarpelar e unilocular. Com
muitos 6vulos de placentagcdo parietal, o ovario ¢ globuloso, ovoide ou
fusiforme, unilocular. Os estiletes, em numero de trés, sdo livres ou unidos
na base (NUNES e QUEIROZ, 2006).

Os frutos sdo caracterizados como bagas, geralmente indeiscentes,
exceto em P. capsularis e P. rubra (capsula loculicida), globosos ou
ovoides, raramente fusiformes, possuindo, no geral, coloracdo amarela,
existindo frutos de coloragdo vermelha ¢ roxa (VANDERPLANK, 2000;
ULMER ¢ MACDOUGAL, 2004). A casca ¢ coriacea, quebradica e lisa,
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protegendo o mesocarpo, no interior do qual estdo as sementes. Estas sdo,
em sua maioria, comprimidas, reticuladas, pontuadas ou transversalmente
alveoladas, envolvidas por um arilo mucilaginoso (VANDERPLANK,
2000). As sementes s@o tidas como ortodoxas ou ortodoxas intermediarias,

tolerantes a perda de umidade (NUNES e QUEIROZ, 2001).

2.4 Espécies cincinnata e quadrangularis

Passiflora cincinnata Mast. é uma espécie silvestre, ndo comercial,
incluida na série Incarnata (APONTE ¢ JAUREGUI, 2004), popularmente
conhecida como maracuja-mochila, maracuja-do-mato ou maracuja-tubarao
(BERNACCI e outros, 2003). Distribuem-se do nordeste do Brasil até o
norte da Argentina, sudeste do Paraguai e oeste da Bolivia, e foi introduzida
na Venezuela (VANDERPLANCK, 2000). No Brasil ¢ encontrada em
Pernambuco, Sao Paulo, Paraiba, Santa Catarina, Alagoas ¢ Bahia, dentre
outros estados (OLIVEIRA e RUGGIERO, 2005).

P. cincinnata é descrita como uma espécie nativa da caatinga, liana
glabra ou levemente pilosa, de caule cilindrico, cujas flores sdo axilares, de
coloracdo azul-rosadas ou violeta e frutos globosos ou ovoides; ¢ aplicado
para fins nutricionais (KILL e outros, 2010), medicinais (ZUCARELLI,
2007), ornamentais (VANDERPLANCK, 2000). Por causa de suas
caracteristicas de fruto, também ¢é empregada como fonte de genes em
programas de melhoramento (MELETTI e outros, 2002).

Seus frutos sdo comercializados nas pequenas feiras livres das
regides semiaridas, sendo explorada apenas para subsisténcia e de forma
extrativista (KILL e outros, 2010) e o produto processado na forma de geleia
foi incluido na merenda escolar dos municipios de Uaud, Curagd ¢ Canudos
na Bahia e j4 comega a ser exportado para Alemanha e Itilia (ARAUJO e
ALVES, 2007).

A P. cincinnata apresenta resisténcia a patdogenos sistémicos que

afetam outras espécies de Passiflora (OLIVEIRA ¢ RUGGIERO, 2005). Por
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isso, vem sendo utilizada em programas de melhoramento genético,
principalmente para obtencdo de gendtipos, tolerante a bactéria
Xanthomonas campestris (MELETTI e outros, 2002) e nematoides
(OLIVEIRA e RUGGIERO, 1998). Também vem sendo utilizada, devido a
resisténcia a seca (ARAUJO e ALVES, 2007), na produgéo de porta enxerto
(ZUCARELI e outros, 2009).

Passiflora quadrangularis Linn., conhecida popularmente de
maracuja meldo ou maracuja-agu, € uma trepadeira vigorosa, de hastes
quadrangulares ¢ aladas. As folhas, de 25 a 35 cm, sdo alternas, ovadas,
inteiras, cordadas, glabras, pecioladas. As flores sdo grandes, axilares azul-
lilases. Ha uma variedade com flores vermelho-escuras. O fruto ¢ uma baga
ovoide, amarelo-esverdeada de até 25 cm de comprimento, com trés sulcos
longitudinais, casca verde, fina resistente, pericarpo espesso de 4 a 5 cm,
sementes pretas e numerosas, com arilo mucilaginoso, translicido,
esbranquigado, doce-acidulado. E 6timo para sorvetes, refrescos, geleias e
licores. O pericarpo € comestivel ao natural e em compotas e doces.
Excelente com vinho e agucar. Provoca o sono se consumido em grande

quantidade. As raizes sdo narcoticas e venenosas (GOMES,1989).

2.5 Caracterizacao botanico-agrondmica

A caracterizagdo permite identificar genotipos duplicados,
estabelecer colegdes nucleares, identificar os modos de reproducdo
predominantes nos genotipos, bem como inferir a ocorréncia ou nao de
variabilidade genética entre os gendtipos (VALLS, 2007). O conhecimento
dos genotipos, nivel de diversidade, caracterizagdo agrondmica, fenotipos de
interesse econdomico sao fundamentais (FERREIRA ¢ RANGEL, 2005).

Caracterizacdo botanico-agrondmica possibilita obtencdo de mais
informagdes sobre o material estudado, tornando, assim, a utilizagao do
mesmo mais efetiva (RAMOS e QUEIROZ, 1999), sendo normalmente a

forma mais acessivel e mais utilizada para quantificar a diversidade
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(RABBANI ¢ outros, 1998). A lei de n° 9456/97, referente a prote¢do de
cultivares, em seu inciso II do artigo 3°, conceitua descritores como as
caracteristicas morfologicas, fisioldgicas, bioquimicas ou moleculares que
sejam herdadas geneticamente, utilizadas na identificagdo de uma cultivar.

Os caracteres descritivos sdo diferenciados em fixos e variaveis, nos
quais os primeiros, também chamados qualitativos, dependem de um ou
poucos genes, sofrem pouca influéncia ambiental e ndo podem ser medidos
por um sistema de numeragdo continua. As chamadas varidveis ou
quantitativas dependem da a¢do de muitos ou poucos genes que interagem
com o meio ambiente, e seus valores sdo expressos em numeros (SILVA,
2005).

Caracterizacdo agrondmica e morfologica foram realizadas em
selecdes do BAG de passifloras do IAC, denominadas “Roxinho-Miudo”,
“Paulista” e “Maracuja-Magd”, para identificar cruzamentos com
caracteristicas comerciais desejaveis e disponibilizar sementes de matrizes
selecionadas aos produtores (MELETTI e outros, 2005). Neste estudo, todas
as selecOes apresentaram caracteristicas comerciais desejaveis. A
divergéncia genética através de dados morfologicos foi estimada entre
acessos de Passiflora cincinnata Mast., conservados na coleg@o de trabalho
da Embrapa Semi-Arido (ARAUJO e outros, 2008). A avaliagdo foi
realizada em 32 acessos, com base em 23 caracteres. Os acessos
apresentaram variabilidade genética para todos os descritores utilizados na
avaliacdo.

Recentemente, foi langada pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (MAPA) a instrugdo para execugdo dos ensaios de
distinguibilidade, homogeneidade e estabilidade (DHE) de cultivares de
maracuja, abrangendo espécies ornamentais, medicinais, frutiferas e hibridos
interespecificos (MAPA, 2008), uniformizando, assim, o procedimento
técnico de comprovacao de que a cultivar apresentada ¢ distinta de outra.

Por meio da observagdo de descritores botanico-agrondmicos, t€m

sido realizados estudos referentes a caracterizagdo, variabilidade e
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diversidade em varias espécies: batata-doce, Ipomea batatas L. (DAROS e
outros, 2002), maracujazeiro-doce, Passiflora alata Curtis (MELETTI e
outros, 2003), Passiflora edulis f. flavicarpa Deg (NEGREIROS e outros,
2007), milho, Zea mays (PAIXAO e outros, 2008), amendoin forrageiro,
Arachis pintoi (CARVALHO e QUESENBERRY, 2009) cebola, Allium
cepa L. (BUZAR e outros, 2009) entre outros.

2.6 Importincia agronémica

Os cultivos comerciais de Passiflora em quase todo o pais baseiam-
se em uma unica espécie P. edulis f. flavicarpa - maracuja-amarelo ou azedo
(MELETTI e outros, 2005). O Brasil destaca-se como o maior produtor
mundial desse maracuja, representando 95% dos pomares, devido a
qualidade dos seus frutos, vigor, produtividade e rendimento em suco
(MELETTI e BRUCKNER, 2001; FERREIRA, 2005). Em 1999, foram
cultivados cerca de 35.000 ha com essa fruteira (AGRIANUAL, 2002), o
que faz do Pais o maior produtor mundial, sendo a regido Nordeste do Brasil
a produtora responsavel por 44% da producdo, com uma area cultivada de
17.306 ha e cerca de 214.467 t anuais, destacando-se os Estados da Bahia,
Ceara e Sergipe como os maiores produtores (AGRIANUAL, 2006).

Segundo Inglez de Souza e Meletti (1997), no género Passiflora
destacam-se 50-60 espécies que produzem frutos comestiveis. Em menor
escala, com importincia bastante regionalizada e comercializagdo restrita,
sdo cultivados o maracujad-doce (P. alata Dryand.), o maracuja-roxo (P.
edulis Sims), o maracuja-meldo (P. quadrangularis L.), 0 maracuja-suspiro
(P. nitida Kunth.) e o maracuja de boi (P. cincinnata).

De acordo com Souza e Meletti (1997), muitas das espécies de
Passiflora sdo cultivadas pelas propriedades alimenticias, medicinais ¢
ornamentais, principalmente pela qualidade de seus frutos. E os frutos, além
de consumidos in natura, sao usados para fazer sucos, doces, refrescos e

sorvetes. Segundo Bernacci e outros, (2002) ¢ Meletti ¢ Maia (1999), o
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maracuja-amarelo tem maior importancia comercial devido a qualidade dos
frutos, a divulgacao junto aos consumidores ¢ aos rendimentos industriais.

O maracujazeiro ¢ cultivado, ainda, com fins medicinais, para
extracdo de substincias quimicas de propriedades farmacéuticas como a
passiflorina ou maracujina, que ¢ um calmante natural, sendo um sedativo
encontrado nos frutos e folhas (SOUZA e MELETTI, 1997); nas
propriedades como vermifugo e febrifugo e também nos efeitos diuréticos,
antiblenorragicos, hipnoticos e abortivos para o gado (OLIVEIRA, 1987).

Além das propriedades alimenticias e medicinais, outro mercado que
estd em expansdo ¢ o da floricultura. Atribuindo o valor ornamental pelas
belas flores que a planta produz, exercem atragdo pelo seu tamanho, pela
exuberancia de suas cores e¢ pela originalidade de suas formas (SOUZA e
MELETTI, 1997). Com isso, diversas variedades e hibridos interespecificos
vém sendo desenvolvidos no género Passiflora para fins ornamentais,
despertando o interesse de muitos produtores pelas belas flores
(VANDERPLANK, 1996).

Segundo Aratijo e outros (2006), os frutos de P. cincinnata ja sio
comercializados nas feiras livres nas cidades do interior, sendo estas espécies
de ocorréncia espontdnea nas caatingas do semiarido. A producdo ainda ¢
proveniente do extrativismo e de areas cultivadas em escala doméstica. Este
tipo de atividade comeca a crescer com a producdo de doces e geleias nas
industrias de beneficiamento instaladas no estado da Bahia.

Embora a P. cincinnata nao tenha a importancia comercial igual a de
P. edulis, os individuos de P.cincinnata sio consumidos como frutifera,
sendo comercializado em feiras livres, principalmente no sertdo de
Pernambuco ¢ na Bahia. Individuos de P.cincinnata sdo potencialmente
importantes em programas de melhoramento genético, j4 que a mesma ¢
resistente a seca ¢ a Epicauta atomaria, uma bactéria, ¢ aos nematoides do

género Meloidogyne (OLIVEIRA e RUGGIERO, 1998).
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2.7 Caracterizacao citogenética

As andlises citogenéticas podem trazer contribui¢des indispensaveis
no sentido de aumentar a eficiéncia das estratégias de conservagdo e mesmo
de trabalhos de melhoramento com a espécie. Estas pesquisas tém
contribuido para o estudo da evolugdo, principalmente porque os
Cromossomos constituem o proprio material genético, o que os torna
significativos para o rumo evolutivo das espécies. Cada cromossomo ou par
de cromossomos representa um papel decisivo no desenvolvimento de um
individuo. Por isso, o numero de cromossomos ¢ as variantes que cada um
deles apresenta, dentro de uma espécie, sdo dados importantes para a
determinacdo da posi¢do filogenética e taxondmica (GUERRA, 1988), tanto
dentro de taxons inferiores quanto em niveis superiores (GUERRA, 1990).

A caracterizagdo precisa do caridtipo tem fundamental importancia
quando o objetivo € comparar cariologicamente espécies diferentes ou
analisar a variagdo entre individuos da mesma espécie. Um dos parametros
mais utilizados para a caracterizacdo citologica de uma espécie ¢ o nimero
cromossémico (PEDROSA e outros, 1999). Para Sybenga (1998), a
citogenética fornece informagdes indispensaveis para a manipulacdo das
plantas. Neste contexto, o nimero cromossdmico ¢ um dos parametros mais
utilizados para a caracterizagdo citologica de uma espécie que, aliado a
outros caracteres citologicos, fornece informacdes para o entendimento das
alteragdes genéticas envolvidas.

O género Passiflora, bem como os demais géneros, tem sido pouco
estudado do ponto de vista citologico. Os mais amplos trabalhos foram
realizados por Bowden (1945); Beal (1969ab, 1973); Storey (1950); Guerra
(1986); Snow e MacDougal (1993); Mayeda e Vieira (1995); Barbosa e
Vieira (1997); Soares-Scott (1998); Soares-Scott e outros (1999); Passos
(1999); Melo e outros (2001); Melo (2002); Melo e outros (2003); Souza e
outros (2003a, b); Souza e outros (2004); Soares-Scott e outros (2005);

Hansen e outros (2006) e Souza ¢ outros (2007). No entanto, esses trabalhos
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representam citogeneticamente 16,1% das espécies registradas (MELO e
outros, 2001), sendo que parte desses trabalhos tem se limitado & contagem
cromossdmica.

De acordo com Melo e Guerra (2003), que estudaram um nimero
significativo de Passiflora para o Brasil, as duas espécies P. edulis e P.
cincinnata pertencem ao grupo cromossdmico trés, caracterizado por
apresentar x=9 ¢ quatro sitios de DNAr 45S, sugerindo que as espécies sdo
citologicamente compativeis.

A caracterizagdo dos cromossomos foi, por muito tempo,
fundamentada unicamente em parametros morfologicos, a exemplo do
tamanho dos bragos, posi¢do dos centromeros e localizacdo das constri¢cdes
secundarias. Com a introducdo das técnicas de bandeamento, possibilitou-se
a visualiza¢do de blocos de coloragdo diferenciada (bandas), havendo um
avanco significativo na caracterizagdo dos cromossomos (BRASILEIRO-
VIDAL e GUERRA, 2002).

Nesse caso, a heterocromatina ¢ um dos caracteres mais importantes
para caracterizagdo cromossdmica. A heterocromatina foi definida por Heitz
(1928) como segmentos cromossOmicos que permanecem condensados
durante todo o ciclo celular, e Brown (1966) concluiu que existe pelo menos
dois tipos de heterocromatina: a facultativa e a constitutiva. A primeira pode
comportar-se como eucromatina ou como heterocromatina, enquanto a
segunda permanece condensada durante todo o ciclo celular, caracterizando-
se pela presenca de sequéncias de DNA curtas, altamente repetitivas e
transcricionalmente inativas (REDI e outros, 2001) e, para a sua detecgao, a

técnica empregada €, em geral, o bandeamento (PARDUE e GALL, 1970).

2.8 Fenologia do florescimento

Para que ocorra o florescimento, o meristema caulinar vegetativo

deve diferenciar-se em estruturas reprodutivas. Nesse processo, diferentes

sinais, indutores do florescimento (ambientais ¢ fisiologicos), sdo detectados

32



pelas folhas, produzindo estimulos florais no meristema apical ou induzindo
diretamente o desenvolvimento dos primoérdios florais (BOSS e outros,
2004).

O modelo de atividade génica responsavel pelo controle da
arquitetura floral da maioria das dicotiledoneas com flores completas foi
obtido a partir de mutagdes em genes homedticos em Arabidopsis thaliana
(ANGELO, 2005). Este modelo, conhecido como modelo ABC, retine os
genes ativos nas vias que definem a identidade dos meristemas florais,
agindo de forma combinada. A classe A ¢é constituida pelos genes
APETALAL e 2 (AP1 e AP2), cuja expressdo age sobre a formagdo das
sépalas; a classe B ¢ constituida pelos genes APETALA 03 (AP3) e
PISTILLATA (PI; a combinagdo AB atua sobre a formagdo das pétalas, os
genes AGAMOUS (AG) constituem a classe C, cuja combinagdo especifica
de BC ¢ responsavel pela formacao de estames, e a expressdao de C, pela
formagdo dos carpelos (JACK, 2004). O gene LFY foi identificado como
atuante na transi¢cdo do meristema vegetativo para meristema reprodutivo,
pois induz a expressio do AP/ (HEMPEL e outros,2000). Além dessa
funcao, fala-se que o LFY também regula no desenvolvimento de diferentes
produtos do meristema apical como folhas e gavinhas, e as passifloras tém
sido fortemente utilizadas para verificagdo de tal funcdo, uma vez que
contém as estruturas morfologicas em que o referido gene atua (CUTRI,
2009). A emissdo das primeiras pecas florais, na gema floralmente
determinada, ¢ chamada de evocagdo floral (PEREIRA e outros, 2003). Em
plantas de flores completas, durante a evocacdo floral, os genes homeoticos
interagem entre si e com outros genes, também relacionados com o
florescimento, resultando no surgimento sequencial das pecas florais, nas
quais as células primordiais da camada mais externa dao origem as sépalas.
Aquelas na segunda camada originam as pétalas; na terceira camada as
células tornam-se estames; e na quarta e mais interna camada, ddo origem

aos carpelos (ANGELO, 2005).
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A fenologia do florescimento pode ser influenciada por diversos
fatores ambientais, como umidade, temperatura ou radiagdo (MICHALSKI ¢
DURKA, 2007). A temperatura, por exemplo, afeta os indices de
desenvolvimento da flor ¢ pode levar a variagdo do florescimento em um
determinado periodo (MURZA e DAVIS, 2005). Assim, ¢ possivel observar
diferencas entre genitores, referente a parametros fenologicos do
florescimento, como taxa, pico, intensidade relativa (%) ¢ duragdo média de
florescimento, niimero de flores/dia e precocidade de florescimento (ROZA
e outros, 2005), dentre outros, fato que diferencia uma espécie de outra.

A maioria das espécies de Passiflora floresce abundantemente
durante varios meses no ano. Os meses entre mar¢o € maio correspondem ao
periodo de florescimento para P. amethystina e P. suberosa, enquanto que
para P. cincinnata é de margo a dezembro (DUARTE e outros, 2009); para o
maracuja-amarelo, foi observada uma duragao de nove meses de floragdo, de
setembro a maio (BENEVIDES e outros, 2009); em P. setacea, foi
observado florescimento durante os meses de setembro a fevereiro; em P.
recurva Mast., de agosto a dezembro; em P. kermesina Link., de fevereiro a
novembro (NUNES e QUEIROZ, 2001) em ambientes com umidade,
temperatura e radiagdo solar adequados, como no litoral da Bahia.

Em muitas espécies, as flores permanecem abertas por um dia, como
em P. amethystina, P. suberosa, P. cincinnata (DUARTE e outros, 2009),
em outras, como P. aurantia G. Forster, P. cinnabarina Lindl, P.
herbertiana Ker Gawle P. jorullensis Kunth, as flores permanecem abertas

por até trés dias (ULMER e MACDOUGAL, 2004).
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2.9 Biologia da reproducio

A caracterizagdo da biologia da reproducdo em plantas ¢ realizada
principalmente para conhecer o modo de reproducdo da espécie de interesse.
Para programas de melhoramento, essa caracterizagdo ¢ um pré-requisito
importante (ALLARD, 1971), pois o fato da planta ser autdogama
(autofecundagdo) ou alégama (fecundagdo cruzada) auxiliara no manejo da
espécie para sua manutengdo no campo experimental. Com esse
conhecimento, diferenciadas praticas de polinizacdo poderdo ser adotadas
(CRUDEN, 1977) e interferirdo na escolha do método de melhoramento a
ser adotado (BOREM e MIRANDA, 2009).

A estrutura de uma populag@o autdégama ¢ caracterizada pela mistura
de plantas homozigoéticas ¢ a variedade melhorada sdo, as vezes, um simples
gendtipo que se reproduz fielmente. A cultura aldgama pode ser comparada
a um pool de genes que se combinam de varias maneiras para formar
diversos genotipos, geragcdo apos geracao, na qual uma simples planta pode
produzir muitos tipos de gameta, que sempre se combinam ou que, na
maioria das vezes, associam-se com gametas de outras plantas (AMARAL e
outros, 2005).

Na maioria das passifloras, a reprodugdo através da polinizagdo
cruzada ¢é determinada pela morfologia da flor, onde as anteras sdo
localizadas abaixo do estigma; e, principalmente, devido a
autoincompatibilidade (BRUCKNER e outros, 2002). Nas passifloras
existem dois mecanismos principais que favorecem a alogamia: a deflexao

dos estiletes (ENDRESS, 1994) e a autoincompatibilidade (LOSS, 2006).
2.10 Comportamento meiotico
A meiose ¢ considerada o mais importante evento citogenético entre

os processos de diferenciagdo dos organismos, sendo o principal responsavel

pelo sucesso evolutivo da reprodugdo sexuada em eucariotos (HOLLIDAY,
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1984). Na meiose, sdo produzidas células haploides que permitem que, apds
a fecundagdo, o numero de cromossomos permaneca igual ao dos pais. E
durante a meiose que ocorre também a recombinacdo dos genes, evento de
maxima importancia na adaptagdo das populacdes e evolugdo dos seres vivos
(GUERRA, 1988).

O processo meidtico envolve duas divisdes, sendo, em geral, a
primeira caracterizada por uma fase e longa na préfase I e por ser reducional,
ou seja, originando células com numero cromossémico haploide, mas com a
quantidade de DNA ainda duplicada. Da segunda divisdo, muito parecida
com a divisdo mitotica, resultam células haploides com o conteudo de DNA
reduzido (ALBERTS e outros, 2002). A analise do processo meidtico
permite observar e identificar eventos que podem ser utilizados em estudos
evolutivos e na construgdo de mapas citogenéticos. Por exemplo, rearranjos
cromossdmicos podem ser detectados por configuragdes resultantes do
pareamento dos cromossomos homologos e sdo importantes para verificar a
viabilidade das células e detectar a origem poliploide ou hibrida do material
(FUKUI e NAKAYAMA, 1996).

Muitos dos genes relacionados a esterilidade tém agdo pré-meiodtica,
pois podem induzir a formacdo de anteras sem poélen, enquanto outros t€ém
acdo pos-meiodtica, ou seja, o podlen ¢ formado, mas ndo se desenvolve
(ALCOCHETE, 2005). Como pode ser constatado por Moraes (2007), que o
fenomeno da esterilidade masculina ¢ dado por um complexo sistema de
regulacdo génica.

Palma-Silva e outros (2004) analisaram o comportamento meiotico e
a viabilidade polinica de 15 espécies pertencentes aos géneros Vriesea Beer
e Aechmea Ruiz e Pav. (Bromeliaceae). Todos as taxas mostraram
parecamento regular dos bivalentes, assim como segregacdo regular
cromossdmica durante a meiose, 0 que pode ser confirmado pelo elevado
indice de viabilidade polinica (88%). Porém, univalentes na metafase I,
cromossomos extras e divisdo precoce dos centrdmeros em metafase Il

também foram observados.
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O estudo da estabilidade meiotica, juntamente com a analise da
viabilidade do grdo de pdlen, permite indicar o potencial para cruzamentos
da planta, fornecendo subsidios para usos futuros em programas de selecdo,

cruzamento e produgdo de sementes viaveis (VARGAS e outros, 2004).

2.11 Viabilidade polinica

A andlise da viabilidade polinica ¢ considerada importante e util na
condugdo de experimentos nas areas agricola e biotecnologica, pois
possibilita correlacionar anormalidades meidticas a infertilidade do poélen,
auxiliar na sele¢do de materiais genéticos e fazer inferéncias sobre as
dire¢des dos cruzamentos (TECHIO, 2002). A viabilidade do polen fornece
informagdes basicas de aplicacdo pratica na conservacdo genética, bem
como na agricultura, para o planejamento de programas de melhoramento,
além de contribuir em estudos taxondmicos, ecoldgicos e palinoldgicos
(ALEXANDER, 1980; ARROYO, 1981; GUINET 1989).

O estudo da viabilidade polinica para o melhoramento de plantas ¢
extremamente importante, pois, em espécies alogamas, cada grao de polen
leva consigo informagdes genéticas consequentes da homozigose, fazendo
com que essas plantas ndo transmitam para a proxima geracao genotipos em
que os genes estejam fixados ou em homozigose, mas sim o proprio gameta,
tamanha a probabilidade de diferentes combinagdes entre os alelos (SOUZA
e outros, 2002). Considerando que a manifestacdo do gendtipo de um
individuo ¢ o resultado da contribui¢do trazida pelos gametas masculinos e
femininos, quanto maior a viabilidade polinica, maior a possibilidade da
formacdo de diferentes combinagdes entre alelos e, em ultima analise, de
variabilidade genética (SOUZA e outros, 2002).

A necessidade de avaliar a viabilidade do polen usado na poliniza¢do
artificial e em experimentos de melhoramento genético ¢ muito importante
(STONE e outros, 1995), assim como a compreensdo dos problemas de

esterilidade (RODRIGUEZ-RIANO e DAFNI, 2000), sendo para qualquer
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espécie de planta, essencial para melhoristas e produtores de sementes

comerciais (RIGAMOTO e TYAGI, 2002).

2.12 Receptividade estigmatica

Conhecer o periodo que o estigma encontra-se receptivo ao grao de
pblen ¢é fundamental para garantir o sucesso em experimentos de hibridacdo
e em todo e qualquer procedimento que ocorra polinizacdo artificial
(BRUCKNER ¢ outros, 1995a). Permitindo, assim, programar o processo de
polinizagdo, em termos de tempo despendido e quantidade de polen
utilizado, uma vez que, devido a falta de informagdes sobre o periodo exato
de receptividade do estigma, as poliniza¢des sdo feitas repetidas vezes, para
assegurar producdo de sementes (HODGSON, 1976). Existem numerosas
técnicas para estimar a receptividade do estigma (DAFNI, 1992; KEARNS e
INOUYE, 1993), uma delas é o uso de peroxido de hidrogénio, no qual
ocorre a deteccdo da acdo da peroxidase (OSBORN e outros, 1998), sendo
este um método simples e barato (MAUES ¢ COUTURIER, 2002).

No maracujazeiro amarelo, o nimero de estigma polinizado (um,
dois, trés ou quatro) ndo interfere na formagao de frutos. Podem interferir na
qualidade de suas caracteristicas como numeros de semente, espessura da
casca, peso e didmetro do fruto, as quais estdo correlacionadas com maior
numero de dvulos da planta e com o recebimento do maior nimero de graos
de poélen distribuidos de forma homogénea nos estigmas (SIQUEIRA e
outros, 2009). A receptividade estigmatica tem sido avaliada durante o
tempo de abertura da flor, por meio de testes histoquimicos associados a
polinizacdo in vivo. Resultados de experimentos realizados com maracuja
amarelo mostraram contraste entre o teste histoquimico e a polinizagdo
controlada, nos quais os primeiros indicaram receptividade de 85% até cinco
horas apds abertura da flor, enquanto que a polinizagdo controlada
apresentou valores médios inferiores a 35% nesse mesmo horario (SOUZA e

outros, 2004). Testes similares foram realizados em P. suberosa, P. coriacea
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e P. morifolia, cujos resultados referentes aos testes histoquimicos
mostraram estigmas receptivos em todos os horarios, para todas as espécies.
Tratando da poliniza¢do controlada, houve comportamento diferenciado do
histoquimico, a depender da espécie, sendo que, em P. suberosa, os indices
de receptividade mostraram-se superiores a 60%, mesmo as 17 horas; em P.
morifolia, os melhores indices ocorreram das 9 as 13 horas, enquanto que,
em P. suberosa, os melhores resultados foram os de 7 horas (FONSECA e

outros, 2005).

2.13 Hibridacao em Passiflora

Entende-se por hibrido a unido de quaisquer dois gametas, que
diferem na constitui¢do alélica em um ou mais locos (DUVICK, 1967;
BRUCKNER, e outros, 1995). Diversas sdo as formas de hibridagdo. O tipo
de hibridagdo mais comum ¢ encontrado em individuos de espécies que se
reproduzem sexuadamente por polinizagdo cruzada e, em consequéncia, do
cruzamento produzem uma descendéncia variavel resultante da segregagao e
recombina¢ao (ALLARD, 1971).

Técnicas de hibridagdo em passifloras sdo relativamente simples,
uma vez que o florescimento de muitas espécies ¢ abundante e ocorre
durante varios meses do ano. Na maioria das espécies, as flores sdo grandes
assim como as anteras € os estigmas, e a viabilidade do polen e receptividade
do estigma ocorrem no mesmo dia (BRUCKNER e OTONI, 1999).

O primeiro relato de hibridos de Passiflora surgiu em 1819, quando
o inglés Thomas Milne cruzou P. caerulea e P. racemosa, obtendo o hibrido
sexual que denominou de P. ‘Violacea’, segundo a formula de hibridacdo
descrita por Jean-Louis-Auguste-Loiseleur- Destongchamps, em 1928
(VANDERPLANK, 2000). Autores como Ulmer e MacDougal (2004) e
mais recentemente King (2007) relatam um grande nimero de plantas

hibridas registradas.
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Muitas espécies de Passiflora podem ser cruzadas sem qualquer
dificuldade, ¢ em algumas espécies é mais facil polinizar a planta com o
polen de outra espécie do que da mesma planta, devido a
autoincompatibilidade (BRUCKNER e outros, 1995b). O resultado do
cruzamento entre duas espécies puras tem frequentemente gerado progénies
com caracteristicas diferentes das plantas genitoras: geralmente a geragdo F1
do cruzamento demonstra um fenodtipo intermediario com vistas as
caracteristicas dos genitores (ULMER e MACDOUGAL, 2004). As técnicas
de hibridagdo sexuada sdo simples e citadas por muitos autores, como Allard
(1960), Vanderplank (2000), e Ulmer e MacDougal (2004). Os cruzamentos
entre espécies como P. alata, P. amethystina, P. antioquensis, P. caerulea,
P. cincinnata, P. gilberti, P. incarnata, entre outras, vém sendo utilizados
para a criagdo de numerosos hibridos, muitos deles ja utilizados em estufas e
jardins americanos e europeus, como P. ‘Star of Bristol’, P. ‘Star of
Kingston’, P. ‘Lady Margareth’ e P. ‘Sunburst’ (ULMER e MACDOUGAL,
2004).

A hibridagdo interespecifica tem sido extensivamente utilizada, mas
seu sucesso depende do relacionamento filogenético entre as espécies
envolvidas no cruzamento. Dessa forma, um dos problemas desse tipo de
hibridagdo ¢ o referente a incongruidade, ou seja, incompatibilidade entre
espécies. Para que a obtencdo do hibrido interespecifico seja bem-sucedida,
€ necessario que as espécies a serem combinadas apresentem homologia
cromossdmica, garantindo, assim, a viabilidade do hibrido. Portanto, o
conhecimento das relagdes genOmicas € necessario para o sucesso de um
programa de hibrida¢do (PEREIRA e outros, 2005).

Torres ¢ Martin (1974) obtiveram, com sucesso, hibridos de
Passiflora por meio do cruzamento de P. edulis f. flavicarpa x P. alata. Os
autores verificaram que as caracteristicas morfologicas foliares dos genitores
foram facilmente reconhecidas nos hibridos. O formato e comprimento da
estipula, posi¢do e morfologia de glandulas sdo aspectos importantes a serem

observados ¢ de grande importancia para identificacdo. Estas caracteristicas,
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em particular, foram altamente individualisticas entre os hibridos estudados.
As flores desses hibridos apresentaram aspectos intermediarios a dos seus
pais para muitas caracteristicas, entretanto, para os filamentos da corona,
verificou-se que estes variaram em niimero de séries, estrutura, comprimento
e coloracdo, quando comparado a dos genitores. Assim como a folhagem e
as flores, os frutos dos hibridos foram geralmente intermediarios ao dos seus
pais. Os hibridos apresentaram frutos com aroma ¢ sabor melhor que seus
pais e possuiram uma quantidade consideravel de sementes, sugerindo que
selecdes de geracdes parentais podem se tornar um Sucesso no

desenvolvimento de novas variedades.

2.14 Compatibilidade genética

A autoincompatibilidade em Passiflora ¢ relatada desde o século XIX
(NETTANCOURT, 1977). Estudos iniciais relataram que o sistema de
autoincompatibilidade no maracujazeiro era do tipo esporofitica, uma vez
que a reagdo de rejeicdo ocorre no estigma, e esta caracteristica seria
controlada por um loco com cinco alelos responsaveis (HO; SHIIL, 1986).
Estudos posteriores verificaram que crescimento do tubo polinico foi inibido
no tecido de transmissdo do estilete, indicando a existéncia do sistema
gametofitico (REGO e outros, 2000). Ha ainda a evidéncia de que a
autoincompatibilidade ¢ controlada por seis alelos (S/ a S6) e dois locos
génicos, ao invés de um (REGO e outros, 2000), provavelmente devido a
presenca de genes gametofiticos agindo em associagdo com genes
esporofiticos  (SUASSUNA e  outros, 2003). Contudo, a
autoincompatibilidade no maracujazeiro-amarelo nao resulta somente da
série de alelos S, mas também de outros locos, que devem estar
condicionados por um complexo génico (FALLEIRO, 2000).

A reproducdo de forma sexuada em Passiflora envolve diferentes
sistemas de reproducdo, dependendo da espécie (ENDRESS, 1994). A
espécie P. incarnata L. (MCGUIRE, 1999), por exemplo, ¢
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autoincompativel. Em um provavel mutante de P. edulis f. flavicarpa, com
flores de corona branca que foram utilizadas como marcador fenotipico, os
resultados de polinizacdo in vivo e comportamento meiotico o indicaram
como autocompativel, com gametas normais, sendo assim considerado um
gendtipo promissor aos programas de melhoramento (SOUZA e outros,
2010).

A autoincompatibilidade constitui-se num mecanismo que induz a
alogamia ¢ que mantém um alto grau de heterozigose, impedindo a
autopolinizagdo (DUVICK, 1967). Conforme Bruckner e outros (1995a), a
auto-incompatibilidade em P. edulis t flavicarpa é do tipo homomorfica
esporofitica, ocorrendo no estigma, caracteristica do sistema esporofitico.
Payan e Martin (1974) nao consideraram a autoincompatibilidade uma
barreira em cruzamentos interespecificos, sendo a falta de estimulo
hormonal o principal obstiaculo a hibridacdo. Segundo estes autores, a
aplicacdo de substancias promotoras de crescimento no ovario conduziu a
producdo normal de frutos, o mesmo sendo conseguido pela técnica do
‘pdlen mentor’, utilizando-se polinizagdo dupla, na qual dois estigmas sdo
polinizados por outra espécie e o terceiro por uma planta compativel da

mesma espécie.
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CAPITULO 2

CARACTERIZACAO DE PARENTAIS PARA PRODUCAO DE
HIiBRIDOS DE Passiflora cincinnata Mast. e Passiflora quadrangularis
Linn. COM BASE EM DESCRITORES BOTANICO-
AGRONOMICOS E CITOGENETICOS

1. INTRODUCAO

O Brasil ¢ um dos mais importantes centros de diversidade do
maracujazeiro, pois mais de 120 espécies silvestres de Passiflora sdo nativas
do pais (BERNACCI e outros, 2005), sendo algumas endémicas
(FERREIRA, 1994). Mas apesar da ampla diversidade genética e clima
extremamente favoravel (SOUZA e¢ PEREIRA, 2003), espécies como o
Passiflora cincinnata Mast. ainda ndo sdo comerciais (APONTE e
JAUREGUI, 2004), contudo, tem sido utilizada para fins nutricionais,
ornamental, medicinal (ZUCARELLI, 2007) e em programas de
melhoramento genético (MELETTI e outros, 2002).

A caracterizagdo morfoldgica, processo pelo qual, por meio de
caracteres descritivos, sdo obtidas informagdes sobre o germoplasma
(RAMOS e QUEIROZ, 1999), é uma técnica utilizada para inferir as
diferengas entre genotipos. As flores das passifloras sdo consideradas
exoticas e complexas, algumas de coloragdo forte e brilhante, outras de
coloracdo suave e marcante, devido, principalmente, a presenca da corona,
que caracteriza a familia Passifloraceae (ABREU e outros, 2009).

A avaliagdo de populagdes nativas e comerciais de Passiflora
permite a selecdo. Para tanto, faz-se necessaria a identificagdo de acessos
mais produtivos, mais adaptados as diferentes regides de cultivo e/ou com
caracteristicas comercialmente desejaveis. Estes estudos ampliam o
conhecimento da base genética disponivel e fundamentam o melhoramento

genético do género. A inexisténcia de cultivares comerciais dificulta ainda
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mais a obtencdo de material de propagacdo selecionado e, por isso, as mudas
resultam de sementes sem selegdo, retiradas de frutos do comércio varejista,
aumentando também a variabilidade das plantas. Oliveira e outros (1982)
observaram que o polimorfismo dos maracujazeiros resulta em significativas
variagdes no tamanho e formato dos frutos, peso, espessura da casca,
coloragdo e porcentagem de polpa e nimero de sementes.

A caracterizagdo genética de diferentes genotipos constitui-se uma
importante fonte de dados para melhoristas e conservacionistas, uma vez que
permite um melhor gerenciamento do “pool” génico, bem como uma selegdo
mais eficiente dos recursos genéticos, facilitando a deteccéo da variabilidade
genética para fins de melhoramento genético ou com fins biotecnologicos
(BENKO-ISEPPON, 2001). Sendo assim, o estudo citogenético em espécies
vegetais pode contribuir de forma significativa, pois o namero
cromossOmico torna a caracteristica mais utilizada, assim como auxilia no
entendimento das variagdes cariologicas envolvidas na evolucdo de um
grupo (GUERRA, 2000). Muitas vezes, a simples indicagdo do niumero
cromossomico pode auxiliar na indicagdo e escolha de materiais a serem
utilizados em cruzamentos viaveis (SYBENGA,1998).

Nesse contexto, este trabalho objetivou caracterizar morfoldgica,
agronomica e citogeneticamente gendtipos das espécies P. cincinnata e
quadrangularis do campo experimental da UESB, com base em descritores

para os diferentes aspectos.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material vegetal
O material vegetal utilizado constou de seis acessos, sendo trés de P.

quadrangularis e trés de P. cincinnata.

Britto, F.F., 2012

Figura 1- Espécies de Passiflora do campo experimental da UESB (Vitoria da
Conquista-BA). (A). Passiflora cincinnata Mast.; (B). Passiflora quadrangularis L.

Os genotipos atualmente se encontram no campo experimental
(Figural) da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB), situada
no municipio de Vitoria da Conquista, Bahia, a 14° 51' Latitude Sul, 40° 50'
Longitude Oeste, a uma altitude de 928m (OLIVEIRA, 2007). As plantas da
espécie P. cincinnata ja se encontravam no campus da Institui¢do, contudo,
os trés individuos representantes da espécie P. quadrangularis, ainda em
desenvolvimento  vegetativo  apresentando  caules  jovens com
aprovimadamente 25c¢m, foram coletados no més de janeiro de 2011 no
povoado Mata dos Mendes, na zona rural do municipio de Seabra-BA,
localizada na Chapada Diamantina, transportados em sacos plasticos

contendo substrato do lugar para Vitéria da Conquista e plantados no mesmo

més na area de realizagdo de experimentos da UESB (Tabela 1).
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Tabela 1- Genotipos de maracujazeiros, procedéncia e seus respectivos
numeros de classificacao no herbario.Vitéria da Conquista-Ba/UESB, 2012.

Espécie Procedéncia Gendtipos Acervo
P. cincinnata Lc: UESB 01 in vivo
P. cincinnata Lc: UESB 02 in vivo
P. cincinnata Lc: UESB 03 in vivo
P. quadrangularis Lc: Seabra-BA 04 in vivo
P. quadrangularis Lc: Seabra-BA 05 in vivo
P. quadrangularis Lc: Seabra-BA 06 in vivo

Lc: local coleta * Acervo in vivo

2.2 Condicoes de cultivo

As plantas foram mantidas sob sistema de condugdo do tipo
espaldeira, em campo aberto (Figura 2). Mensalmente, foram
realizadas podas e adubagdo com a formulagdo NPK (4-14-8) a cada
60 dias. A irrigacdo foi realizada pelo sistema de gotejamento. Foram
avaliados dez repeti¢des por gendtipo para caracterizacdo morfologica
floral ou vegetativa, e sete para andlise agrondmica. As avaliagdes
iniciaram por ocasido do florescimento de cada genotipo, fato que
ocorreu no més de novembro e dezembro de 2011 para P.
quadrangularis e P. cincinnata, respectivamente. A frutificagdo dos
individuos aconteceu no inicio de janeiro de 2012, tanto com os
genodtipos de maracuja-do-mato (P. cincinnata) quanto com oS

individuos de maracuja meldo (P. quadrangularis).
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Britto, F.F.,2012

Figura 2- Locais de cultivo.(A) Sistema de condugdo espaldeira com gendtipos de
P. quadrangularis; (B) Sistema de conducdo espaldeira com gendtipos de P.
cincinnata.

2.3 Caracterizacao botinico-agronémica

A) Caracterizacao morfologica
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A caracterizagdo morfologica dos genotipos foi realizada
inicialmente mediante descritores morfoldgicos, sendo vinte e cinco
quantitativos (dez florais e 15 vegetativos) e seis qualitativo (cinco florais e
um vegetativo), totalizando 31 caracteres avaliados. Esses foram
selecionados de acordo com descritores oficiais de Passiflora (MAPA, 2008)
¢ alguns ausentes na lista como diametro da flor (DF), diametro do caule
(DC), numero de folhas por ramo (NFR), didmetro do espiral da gavinha
(DEG), comprimento do espiral da gavinha (CEG), area foliar (AFo),
diametro dos ramos (DH), forma do perianto (ForPer) e forma dos
filamentos da corona (Fil), baseados na experiéncia prévia de pesquisadores.

Foram avaliadas as seguintes caracteristicas morfologicas
quantitativas: comprimento da pétala (CP) em mm, desde a inser¢do da flor
até o apice; largura da pétala (LP) em mm, na maior dimensao; comprimento
da sépala (CS) em mm, desde a inser¢do na flor até o &pice; largura da sépala
(LS) em mm, na maior dimensao; diametro da flor (DF) em mm, a partir dos
pontos extremos da flor; didmetro da corona (DC) em mm, a partir dos
pontos extremos dos filamentos da corona; comprimento dos filamentos da
série interna da corona (CFC1) em mm e o comprimento dos filamentos da
série externa da corona (CFC2) em mm, a partir da inser¢do no receptaculo
da flor até o apice; comprimento da bractea (CB) em mm, desde a inser¢ao
do pedunculo até¢ o éapice e largura da bractea (LB) em mm, na maior
dimensao; comprimento do nectario do peciolo (CNP) em mm; largura do
nectario do peciolo (LNP) em mm; didmetro de ramos (DR) em mm;
comprimento de laminas foliares (CLF) em mm; largura de laminas foliares
(LLF) em mm; comprimento do peciolo(CPe) em mm; ntmero de
folhas/ramo (NFR); didmetro do espiral da gavinha (DEG) em mm;
comprimento do espiral da gavinha (CEG) em mm; area foliar (AF) em cm?;
presenga de tricomas da folha; margem e forma da folha; altura da planta em
m; didmetro do caule (DH) em mm, estas cinco ultimas tendo sido feito uma
unica medi¢cdo. Os dados quantitativos foram obtidos com auxilio de

paquimetro digital e régua.
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Com relacdo aos caracteres qualitativos, observou-se: periodo
predominante de antese (Pant), coloracdo predominante no perianto
(CorPer), coloragdo predominante da corona (CorCoro), forma dos
filamentos da corona (Fil), forma do perianto (ForPer) e coloragdo
predominante da folha (CorFolh).

Para os dados qualitativos, foram atribuidos cddigos sequenciais
numéricos, de acordo com descritores para Passiflora (MAPA,2008), exceto
para a cor da folha, na qual foi utilizada a Carta de Cores de Munsel para

Tecido Vegetal (MUNSSEL,1981).

B) Caracterizacio agronémica

A caracterizagdo agrondmica teve sete descritores quantitativos e
trés qualitativos analisados: massa média dos frutos (g); comprimento dos
frutos (cm); didmetro equatorial dos frutos (cm); numero de sementes por
fruto; espessura do mesocarpo (cm); acidez dos frutos (%), teor de sélidos
soluveis (°Brix), cor da casca do fruto, cor da polpa do fruto e formato do
fruto.

Para a analise dos frutos, considerou-se uma amostra de sete frutos
por gendtipo, colhidos na maxima maturagdo fisiologica ainda presos a
planta-mae. As determinagdes da espessura do mesocarpo e comprimento e
diametro do fruto foram feitas com paquimetro digital por leitura direta em
cada amostra, sendo medidas em centimetros. A massa dos frutos foi obtida
individualmente, numa balanca fixa com 15 kg de capacidade e sensibilidade
de 1 g. O teor de sélidos soluveis (°Brix) foi determinado por leitura direta
em refratdmetro manual, com os dados corrigidos pela temperatura. A acidez
foi medida determinando-se a percentagem de acido citrico. O ntimero de
sementes foi contado fruto a fruto (Figura 3). Para a cor da casca e da polpa
e o formato dos frutos, foram utilizados os c6digos sequenciais numéricos,

de acordo com descritores para Passiflora (MAPA, 2008).

49



Britto, F.F., 2012
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Figura 3- (A) Retirada de sementes do fruto de P.quadrangularis; (B) Sementes de
frutos de P. quadrangularis; (C) Pesagem de polpa de frutos de P. cincinnata e P.
quadrangularis; (D) Titulagao em frutos de P.quadrangularis.

2.4 Caracterizacio citogenética

Para a andlise citogenética, foram coletadas pontas de raiz pré-
tratadas com agua destilada a 10°C, por 3 horas; em seguida, fixados em

etanol acético (3:1) e mantidos a 7°C, durante 24hs. As laminas foram
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preparadas apds lavagem e hidrolise em HCl 5N por 20 minutos, em
seguida, foram esmagados em 4cido acético 45%, congeladas para remogao
da laminula, secas ao ar, coradas convencionalmente com Giemsa 2%
(GUERRA e SOUZA,2002)(Figura 4). As regides organizadoras do
nucléolo (NOR) também foram identificadas. As NORs sdo trechos dos
cromossomos envolvidos no transcrito de genes ribossdmicos e, de acordo
com sua atividade na interfase que precede a mitose, possibilita visualizagdo
apenas do que ¢ colorido pelo nitrato de prata. A coloracdo pelo nitrato de
prata detecta NORs ativas (Ag-NOR), uma vez que o material corado ndo ¢
o DNAr, mas sim um conjunto de proteinas, envolvidas no processo dos
ribossomos (HOWELL; BLACK, 1980) (Figura 5). As melhores células
foram capturadas com camera fotografica digital Sony, com resolugdo de
12.1 megapixels. Para a identificagdo do numero cromossdmico, pelo menos
dez metafases foram examinadas por individuo. Foi adotada a nomenclatura
cromossdmica sugerida por Guerra (1988).

Britto, F.F., 2012
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Figura 4- (A) Radicula de P. cincinnata; (B) Laminas com raizes de P. cincinnata
esmagadas e coradas; (C) Laminas com laminulas coradas com Carmim acético; (D)
Laminas imersas em Corante Giemsa.

Figura 5- (A) Laminas com radiculas marcadas com AgNO;; (B) Laminas em estufa
a37°C.

3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para as caracteristicas morfologicas quantitativas, foram calculadas
as médias aritméticas e os desvios padrdes dos valores referentes a cada um
dos descritores. O teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade,
possibilitou apresentacdo da diferenca entre as médias das medidas dos
frutos, empregando-se o delineamento inteiramente casualizado, utilizando-
se sete tratamentos e sete repeticdes. Células foram analisadas para
estabelecimento de médias referentes a fase mitdtica, numero de

cromossomos e regides organizadoras de nucléolo (NOR).
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4. RESULTADOS

4.1 Caracterizacao botanico-agrondomica

A) Caracterizacdo morfolégica

Na Tabela 2 estdo apresentados os valores minimo, maximo, médio
e desvio padrdo de vinte caracteres morfolégicos quantitativos para P.
cincinnata e P. quadrangularis.

A margem da folha dos gendtipos de P. cincinnata apresenta-se
serrilhada, tendo estes forma de folha inteira (Figura 6B). Nao ha tricomas
nas folhas dos geno6tipos da espécie. A altura dos genotipos 01,02 e 03 de P.
cincinnata tem 3,15m, 2,05m e 1,95m, bem como didmetro do caule
11,76mm, 14,27mm e 8,81mm, respectivamente. O periodo de antese
ocorreu entre 6hs30min e 19hs, a cor do perianto dos gendtipos apresentou-
se roxa (5) e concava, a corona roxo intenso (5), os filamentos da corona
ondulados (2) e bandeados com branco(Figura 7 A-D) ¢ a cor da folha foi

verde (10G), valores encontrados tanto nas instru¢des para execugdo dos
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ensaios de distinguibilidade, homogeneidade e estabilidade de cultivares de
maracuja do Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento quanto na

Carta de Cores de Munssel para tecido vegetal.
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Tabela 2- Valores minimo, maximo e médio e desvio padrdo dos descritores morfolégicos de P. cincinnata e P. quadrangularis.
UESB/Vitoria da Conquista-BA,2012

Espécie Genotipo CP (mm) LP (mm) CS (mm) LS (mm)
01 (41,93- (12,58- (35,00- (15,00-
50,03)45,40+2,47 15,44)14,02+0,96 41,49)38,51+2,28 19,88)17,68+1,54
P. cincinnata 02 (39,66- (10,79- (15,34- (12,27-
45,87)43,89+1,92 14,28)12,78+1,31 41,31)33,00+6,87 22,08)17,27+£2,9
03 (39,43- (10,66- (36,32- (15,93-
47,7)45,19+£2,80 13,57)12,24+1,07 42,51)38,40+2,11 21,69)18,88+2,18
04 (46,13- (15,56- (41,49- (14,86-
57,56)51,1243,03 20,15)17,39+1,75 44,37)42,71+1,48 20,21)18,06+1,81
P. quadrangularis 05 (50,24- (16,71- (44,92- (19,75-
' 57,91)53,5242,65 19,79)18,29+0,96 50,67)49,01+1,88 24,47)21,10+1,39
06

(41,48-
58,09)52,775,11

(20,66-
31,17)23,3143,46

(44,78-
58,30)52,84+5,18

(23,62-
28,83)26,62+1,55

CP- comprimento da pétala (mm); LP- largura da pétala (mm); CS- comprimento da sépala (mm); LS- largura da sépala (mm).
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Tabela 2- Valores minimo, méximo e médio e desvio padrdo dos descritores morfoldgicos de P. cincinnata e P. quadrangularis.
UESB/Vitéria da Conquista-BA, 2012 (continuagdo da Tabela 2).

Espécie Genétipo DF (mm) DC (mm) CFC1 (mm) CFC2 (mm)
01 (76,19- (56,53- (43,31- (48,40-
119,53)93,94+10,71  108,49)80,42+15,6  57,41)46,69+4,76  61,09)55,31+5,56
8
P. cincinnata 02 (83,69- (61,51- (38,26- (45,43-
106,36)92,43+8,96 95,56)83,46+9,37 50,48)44,34+£3,58  54,29)50,45+3,00
03 (82,41- (71,42- (41,43- (43,96-
104,65)95,97+7,01 96,99)88,16+8,22 53,26)46,21+4,06  56,20)50,41+3,95
04 (90,63- (45,78- (36,36- (40,23-
112,69)102,12+7,36  55,48)50,18+3,00 43,82)39,9242,28  54,52)49,67+4,26
P. quadrangularis 05 (87,86- (30,49- (39,92- (46,77-
' 106,5)97,78+6,55 44,93)39,69+4,56 50,58)45,16£3,26  54,77)50,54+2.5
06
(57,42- (35,41- (40,64- (44,56-
106,88)85,28+15,39  58,58)50,42+6,92 49,79)44,97+2,97  54,71)49,02+3,47

DF — diametro da flor (mm); DC — didmetro da corona (mm); CFC1 e CFC2 — comprimento da primeira e segunda séries de filamentos da corona (mm).
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Tabela 2- Valores minimo, maximo e médio e desvio padrdo dos descritores morfoldgicos de P. cincinnata e P. quadrangularis.

UESB/Vitéria da Conquista-BA, 2012 (continuacgdo da Tabela 2).

Espécie Genotipo CB (mm) LB (mm) CNP (mm) LNP (mm)
01 (29,88- (22,00- (0,61- (1,82-
33,11)31,47+1,15 30,17)25,5+2,68 1,37)1,04+0,24 2,91)2,37+0,33
P. cincinnata 02 (24,18- (18,45- (0,57- (1,43-
30,24)27,82+1,96 25,16)20,83+2,22 1,34)1,03+0,22 2,79)2,06+0,39
03 (24,18- (18,42- (0,70- (1,65-
31,68)28,99+2,28 51,56)24,18+9,81 1,47)1,06+0,21 2,56)2,08+0,27
04 (18,83- (8,98- (2,04- (1,58-
28,01)25,124+2,59 17,38)12,5+2,21 3,44)2,56+0,39 2,25)1,91+0,24
P. quadrangularis 05 (22,08- (14.37- (2:42- (2,08-
-4 & 35,66)29,8243,83 20,26)16,83+2,14 3,77)3,17+0,4 3,16)2,49+0,35
(22,84- (13,59- (1,98- (1,66-2,47)2,1+0,3
06 42,20)32,65+6,92 23,62)18,82+3,31 3,26)2,67+0,46

CB - comprimento da bractea (mm); LB - largura da bractea (mm); CNP- comprimento do nectario do peciolo (mm); LNP- largura do nectario do peciolo(mm).
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Tabela 2- Valores minimo, maximo e médio e desvio padrdo dos descritores morfoldgicos de P. cincinnata e P. quadrangularis.
UESB/Vitéria da Conquista-BA, 2012 (continuacgdo da Tabela 2).

Espécie Genétipo DR (mm) CLF (cm) LLF (cm) CPe (cm) NFR (und.)
01 (4,00- (4,4- (6,9-9,9)8,4+1,02 (1,8- (11-
5,06)4,55+0,31  7,4)5,96+1,09 3,1)2,62+0,41  31)20,1£7,2
P. cincinnata 02 (3,79- (5,2- (6,3- 2,5- (10-
4,96)4,34+0,45  9,1)6,54+1,24 10,5)8,6£1,57 4,3)3,46+0,59  22)15,5£3,1
03 (3,25- (5,0- (6,6- (2,0- (14-
4,72)4,06+£0,44  7,6)6,26+0,97 9,9)8,01£1,02 3,5)3.05£0.49  32)21,9+£5,6
04 (5,99- (9,5- (6,2- (2,3- (8-24)15,4+5,6
8,61)6,98+0,73  17,5)13,88+2,48  15,5)11,65+2,83  5,5)3,76+0,95 (8-
. 5,23- (11,4- (8,4- 2,4- 23)14,9+5,46
P. quadrangularis 05 (
10,14)7,6+£1,43  19,1)14,68+£2,03  17,1)11,56£2,47  4,6)3,68+0,79 (3-16)8.4+3.8
(4,31- (13,8- (9,5- (2,8-
06 8,36)6,11£1,54  22,8)18,46+2,6 19,1)14,15€2,57  7,0)4,77£1,22

DR- diametro do ramo (mm); CLF- comprimento da lamina foliar (cm); LLF- largura da lamina foliar (cm); CPe - comprimento do peciolo (mm); NRF —nimero

de folha/ramo (und.).
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Tabela 2- Valores minimo, maximo e médio e desvio padrao dos descritores morfoldgicos de P. cincinnata e P. quadrangularis

UESB/Vitéria da Conquista-BA, 2012 (continuacgdo da Tabela 2).

Espécie Genotipo CEG (mm) DEG (mm) AFo (cm?)
01 (49,74- (3,10-7,15)5,02-1,15 (30,36-72,27)50,55-
84,33)63,86+10,31 13,86
P. cincinnata 02 (64,30- (3,25-9,36)5,95-1,84 (32,76-90,09)54,36-
113,01)84,082+14,38 18,23
03 (45,73- (3,22-8,54)5,51-1,75 (34,32-67,5)50,92-
88,22)69,31+£16,41 11,07
04 (73,13- (3,84-7,63)5,14+1,16 (58,9-
167,16)116,40+30,76 243,11)167,38+63,64
. (83,99- (95,76-
P. quadrangularis 05 192,77)133,99+34,99 (3,22-7,14)5,22+1,46 326,61)173,85463.21
(90.16- (2,61-5,26)4,09+1,02 (131,1-
06 194,59)120,84+33,65 435,48)266,78+83,07

CEG- comprimento do espiral da gavinha (mm); DEG- didmetro do espiral da gavinha (mm); AFo — area foliar (cm?).
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Britto, F.F., 2012

——

Figura 6 - (A) Folha de P. quadrangularis; (B) Folha de P. cincinnata.
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A folha dos gendtipos de P. quadrangularis apresenta-se com
margem ¢ forma inteira (Figura 6A). Observa-se inexisténcia de tricomas nas
folhas dos gendtipos da espécie. As alturas dos gendtipos 04, 05 e 06 de P.
quadrangularis sdo, respectivament,e 2.05 m, 1.70 m e 1.98 m. Os diametros
dos caules dos genétipos 04, 05 e 06 de P. quadrangularis sdo
correspondentes a 17.07 mm, 18.14 mm e 16.31mm. O periodo de antese
ocorreu entre 6hs ¢ 18 hs30 min, a cor do perianto dos gendtipos apresentou-
se vermelho(3) e aplanado, a corona roxa (5), os filamentos da corona
ondulados e bandeados (2) com branco e roxo (Figura 7 E-H) ¢ a cor da

folha foi descrita como verde (5G).

Britto, F.F.,2012
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Figura 7 - (A) Flor de P.cincinnata; (B) Sépala de P. cincinnata; (C) Pétala de P.
cincinnata; (D) Filamento de corona de P. cincinnata; (E) Flor de P.quadrangularis;
(F) Sépala de P.quadrangularis; (G) Pétala de P.quadrangularis; (H) Filamento de
corona de P.quadrangularis.

B) Caracteristicas agrondmicas

Os dados da avaliagdo dos frutos dos genoétipos de P. cincinnata e P.
quadrangularis encontram-se na Tabela 3. A massa do fruto dos genotipos
de P.quadrangularis foi superior aos de P. cincinnata. Os individuos 04 e
05, com relagdo ao comprimento e didmetro equatorial do fruto,
apresentaram-se com produtos maiores. Para o numero de sementes, foi
observada diferenca significativa entre os gendtipos de P. cincinnata 01 e de
P.quadrangularis 04, tendo o primeiro valores mais elevados que o segundo.

Quanto a espessura do mesocarpo, o genoétipo de P. quadrangularis 06 ¢é
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maior que o genotipo 04 desta espécie, bem como aqueles da espécie P.
cincinnata, no entanto, ndo difere significativamente da planta 05 de
P.quadrangularis, que, por sua vez, assemelha-se estatisticamente ao
genotipo 04 de P.quadrangularis (Figura 8). Os teores de SS (°Brix) foram
maiores nos gendtipos 04 ¢ 05 de P.quadrangularis, ¢ o gendtipo 06 de P.
quadrangularis, apesar de menor que os outros da mesma espécie, teve seus
produtos agricolas superiores aos individuos de P. cincinnata. Quanto a
porcentagem de acidez, o gendtipo 01 de P.quadrangularis foi maior que
aqueles de P. cincinnata, porém, ndo diferiu significativamente dos outros
individuos de P.quadrangularis. Segundo Cunha e outros (2004) e Melleti e
outros (2002), o género Passiflora apresenta ampla variabilidade genética

natural.

Britto, F.F.,2012

Figura 8 - Medi¢do de espessura de mesocarpo (mm). (A) Fruto de P.
quadrangularis; (B) Fruto de P. cincinnata.
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Tabela 3- Médias de caracteristicas dos frutos de P. cincinnata e P.quadrangularis. Vitoria da Conquista, UESB (BA), 2012.

Genotipos de Massa fruto  Compr. @ Equat. Numero Esp. mesoc.  Teor SS Teor acidez
Passiflora (2) Fruto (cm) Fruto (cm) Semente (cm) (°Brix) (%)

fruto
P.cincinnata | 158,1 be 6,5 ¢ 7,1 b 391,4° 0,59 ¢ 500 ¢ 6,33 b
P.cincinnata I1 160,4 b 70 ¢ 6,9 bc 348,5ab 0,57 ¢ 507 ¢ 591 b
P.cincinnata 111 1232 ¢ 64 ¢ 6,4 ¢ 324,1ab 0,52 ¢ 437 ¢ 6,07 b
P. quadrangularis 1 217, 7a 92 b 7,1 b 2612 b 0,92 b 9,27 a 7,83a
P. quadrangularis 11 233,1a 10,7a 7,8a 313,3ab 1,08ab 10,28a 6,68ab
P. quadrangularis 11~ 252 1a 11,3a 8,1a 354,1ab 1,19a 7,12 b 6,60ab

compr.= comprimento, @ equat.= didmetro equatorial, esp. mesoc.= espessura do mesocarpo; SS= solidos soltiveis; médias acompanhadas pela mesma letra na
coluna ndo diferem estatisticamente, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
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A coloragdo da casca do fruto de P. cincinnata apresentou-se verde
(1), a cor da polpa foi identificada como amarela alaranjada (4) e o formato
dos frutos arredondados e oblongos (2-3). Nos frutos de P. quadrangularis,
observou-se cor amarela (2), a polpa com coloragdo esbranquigada (1) ¢ a
forma dos frutos oval (1) (Figura 9), observada nas instru¢des do Ministério

da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento.

Britto, F.F., 2012

.

Figura 9- (A) Fruto de P. cincinnata Mast.; (B) Fruto de P. quadrangularis L.; (C)
Comparacdo da dimensdo dos frutos de P. cincinnata (a esquerda) e P.
quadrangulares (a direita).

4.2 Caracteristicas citogenéticas
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As espécies analisadas, Passiflora cincinnata e Passiflora
quadrangularis, apresentaram cariotipos com 2n=18, identificadas pelas
respectivas metafases (Figura 10). Os cromossomos dos genotipos de P.
cincinnata sinalizaram menor comprimento do que os individuos de P.
quadrangularis. Com relagdo as regides organizadoras do nucléolo-NOR,
houve também similaridade entre o niamero de sitios, entretanto, observa-se
maior atividade no material da espécie P. quadrangularis (Figura 11). A

Tabela 4 sumariza as caracteristicas citogenéticas dos materiais estudados.

Tabela 4 - Lista de espécies e genotipos de Passiflora analisados, incluindo
local de coleta e herbario, além de caracteristicas citogenéticas avaliadas em
células mitoticas. NC= numero cromossomico, Ag-NOR=bandeamento de
Regides Organizadoras do Nucléolo a partir de nitrato de prata. Vitdria da
Conquista-Ba/UESB, 2012

Espécie /Genotipo  Procedéncia ~ Herbario NC(2x) Ag-NOR

P. cincinnata 1 Vitoria da 01 18 2 regides
Conquista-BA

P. cincinnata Il Vitoria da 02 18 2 regides
Conquista-BA

P. cincinnata III ~ Vitéria da 03 18 2 regides
Conquista-BA

P. Seabra-BA 04 18 2 regides

quadrangularis [

P. Seabra-BA 05 18 2 regides

quadrangularis 11

P. Seabra-BA 06 18 2 regides

quadrangularis

i
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Britto,F.F.,2012

Figura 10 - (A) Metafase em P.cincinnata 02; (B) Metafase em P.quadrangularis
06.

Britto, F.F., 2012

Figura 11 - (A) Duas Regides Organizadoras de Nucléolo em P. cincinnata; (B)
Duas Regides Organizadoras de Nucléolo em P. quadrangulares.
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5 DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao morfolégica

Os gendtipos de P. cincinnata apresentam valores menores com
relacdo ao DF do que aqueles encontrados por Aradjo e outros (2008) de
164,5 mm. O CPC1 e CPC2 dos trabalhos de CERVI (1997) variaram de 30-
50 mm e 20-40 mm, respectivamente, medidas inferiores as observadas nos
individuos analisados neste trabalho. Para a varidvel CP e LP, foram
observados valores menores do que os encontrados por Nunes e Queiroz
(2000).

Os descritores morfoldgicos auxiliam na diferenciacdo de espécies
de Passiflora. Espécimes de P. cincinnata e P. caerulae podem ser
confundidas, devido as folhas pentalobadas, tornando-se perceptivelmente
diferentes pela observacdo do tamanho de suas flores. Uma das estratégias
para diferencia-las encontra-se na observagao da coloragdo dos filamentos da
corona, que sdo maiores em comprimento do que as pétalas, e de coloragdo
arroxeada em P. cincinnata, no entanto, sdo menores do que as pétalas, e de
coloragdo azulada em P. caerulea (NUNES e QUEIROZ, 2006).

Andlise do DH permitiu notar variacdo préxima a 4,5-10,10 mm,
encontrado por Aratijo e outros (2008). A area foliar apresentou valores bem
inferiores ao intervalo de 221,4 ¢ 732,00, encontrados por Araijo e outros
(2008). Além destas caracteristicas observadas, existem estudos
considerando os aspectos vegetativos em algumas espécies de Passiflora,
porém, em estadio de muda (SILVA e outros, 2004). O estudo vegetativo ¢
importante para avaliar o crescimento e desenvolvimento das plantas, uma

vez que as folhas constituem o aparato fotossintético e sdo responsaveis pela
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producdo de carboidratos, que serdo alocados para os 6rgdos vegetativos e
reprodutivos das mesmas (BASTOS ¢ outros, 2002).

Utilizando os descritores qualitativos, foi notada antese no turno
matutino para ambas as espécies, semelhante ao observado por Kill e outros,
(2010) e Auler e outros, (2004) em P. cincinnata. O fato das espécies
investigadas terem este comportamento similar permite que haja cruzamento
entre as mesmas. O vermelho parpura (SOUZA e outros, 2010) das flores do
maracuja meldo €, geralmente, devido a um tipo de flavonoide chamado
antocianina, pigmento que, possivelmente, conferiu perianto dos gendtipos
de P. quadrangularis a cor vermelha. O perianto de P. cincinnata
apresentou-se roxo. Cervi (1997) classificou as pétalas e sépalas das P.
cincinnata como violaceas.

As folhas tiveram determinag@o conforme formato H V/C da carta
de Munsell, no qual o parametro H refere-se ao comprimento de onda de luz,
V refere-se ao brilho ou tonalidade, varia de 0 a 10, e C refere-se a
intensidade ou pureza da cor, vaiando de 0 a 12 ou mais (BOTELHO e
outros, 2006). Conforme a Carta de Munsell, a cor da folha foi verde (10G)
para P.cincinnata e (5G) para P.quadrangularis, variando quanto ao nivel de
luminosidade e saturagdo. Os filamentos em ambas as espécies mostraram-se
com predomindncia roxa, e apresentaram bandeamento branco. Nos
individuos P. cincinnata, os filamentos sdo totalmente ondulados e P.
quadrangularis com ondulagdes apenas no apice. Nunes e Queiroz (2006),

em P. cincinnata, observaram cor semelhante com ondulagdes no apice.

5.2 Caracterizacdo agrondmica

As medidas dos frutos podem fornecer informagdes importantes para
a caracterizagdo de aspectos agronémicos das espécies, constituindo também
instrumento relevante para detectar a variabilidade genética dentro de
populagdes ¢ as relagdes entre esta variabilidade e os fatores ambientais.

Estes, por sua vez, contribuem em estudos sobre a diversidade genética,
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conservagio e exploragdo dos recursos de valor econdmico (GUSMAO e
outros, 2006).

Comprimento e didmetro do fruto sdo parametros relacionados com
o numero de sementes (NASCIMENTO e outros, 1996) e estas, ao
rendimento de suco (FORTALEZA e outros, 2005), sendo, portanto,
caracteristicas interessantes tanto para frutos in natura quanto para
industrializagao.

No maracuja amarelo, Farias e outros (2005) encontraram valores
médios de 11,46 ° Brix. Chen e outros (1991) relatam valores médios de 15,5
°Brix, Nascimento e outros (2003) citam valores de 16,2° Brix e Gamarra
Rojas e Medina(1996), 16,8 °Brix. De acordo com Nascimento e outros
(2003), as diferengas nos teores de solidos soluveis, reportadas nos trabalhos
com maracuja amarelo, podem ser consequéncias da variabilidade inerente a
forma flavicarpa. Os genoétipos de P. cincinnata e P. quadrangularis,
analisados neste trabalho, apresentaram teores de solidos soluveis abaixo
daqueles investigados na literatura anteriormente citada.

O fruto do maracujazeiro ¢ classificado como uma baga, com
epicarpo as vezes lignificado e mesocarpo com espessura variando de 0,5 a
4,0 cm (DURIGAN e outros, 2004), intervalo que enquadra tanto valores
encontrados nos gendtipos de P. cincinnata quanto nos de P.
quadrangularis. O tamanho e o formato sdo diferenciados conforme a
espécie (SILVA e SAO JOSE, 1994). No maracuja amarelo (Passiflora
edulis Sims. f.flavicarpa Deg.), o didmetro varia de 4,9 a 7,8 cm, o
comprimento de 5,4 a 10,4 cm, com peso de fruto entre 52,5 ¢ 1534 g
(MELETTI e outros, 1992). Dos individuos medidos neste trabalho, os
gendtipos 01 e 02 de P. cincinnata ¢ todos de P. quadrangularis apresentam
pesos superiores ao P. edulis citado; com relagdo ao comprimento, os
acessos 05 e 06 de P. quadrangularis t€ém maiores valores que o maracuja
amarelo relatado e os diametros dos frutos, em média, do individuo 06 de P.
quadrangularis encontram-se acima daquele apontado por MELETTI e

outros (1992).
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5.3 Caracterizacao citogenética

O género Passiflora, bem como os demais géneros de passifloraceas,
tem sido muito pouco estudado citologicamente. As mais amplas contagens
cromossOmicas foram realizadas por Bowden (1945), Beal (1969a), Storey
(1950), Guerra (1986) e Snow e MacDougal (1993). A escassez nas analises
pode ser relacionada com a dificuldade de germinagdo das sementes das
espécies e pelo pequeno tamanho dos cromossomos no género
(JUNQUEIRA e outros, 2005), como observado para obtencdo de dados
neste trabalho.

As espécies estudadas no género Passiflora possuem amplitude
significativa para tamanho e numero de cromossomos, podendo ser
agrupadas segundo o numero basico de cromossomos (x) em trés grupos: x=
6, x=9 e x=9 ou 10, que estdo em maior frequéncia, mas ha registro para
x=7,10,11,12,32 e 42 (JUNQUEIRA e outros, 2005). No caso das espécies
estudadas neste trabalho, o nimero basico de cromossomos foi x=9.

A presenca em gendtipos de P. cincinnata e P. quadrangularis de
um mesmo numero basico de cromossomos, como observado neste trabalho,
favorece o cruzamento interespecifico entre os mesmos. Em geral, ndo se
encontram barreiras muito fortes para hibridacdo entre espécies de
Passiflora, pois apenas algumas combinacdes ndo sdo bem sucedidas
(TORRES e MARTIN, 1974).

Moraes-Fernandes e outros (2000) enfatizam que o conhecimento
sobre relagdes citotaxondmicas, estrutura citogenética e historia evolutiva
das espécies envolvidas nos cruzamentos ¢ importante para a escolha da

espécie doadora de caracteristicas como resisténcia a doengas, ¢ fornecem
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contribui¢ao valiosa ao melhoramento varietal (MORAES-FERNANDES,
1982).

A identificacdo de dois satélites ou regides organizadoras de
nucléolo nos bracos dos cromossomos de P. cincinnata ¢ P. quadrangularis
corroboram Souza e outros (2003), que apontaram o mesmo numero de
satélites em P. alata Dryand., P. malacophylla Mast., P. edmundoi Sacco, P.
mucronata Lam., P. galbana Mast. e P. quadrangularis L..

O DNA ribossomico (DNAr) € responsavel pela sintese de proteinas
por meio da transcri¢do dos diferentes tipos de RNAr. Esses genes estdo
localizados em porg¢des que, apds a compactacdo, formam as constricdes
secundarias, denominadas regides organizadoras de nucléolos ou RONs
(JUNQUEIRA e outros, 2005). Neste trabalho, houve observacao de regides
maiores nos gendtipos de P. quadrangularis, apontando atividade superior

nas regioes genéticas anteriormente citadas.
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6 CONCLUSOES

Os genotipos 02 de P. cincinnata ¢ 06 de P. quadrangularis
apresentaram-se mais divergentes quanto as caracteristicas morfologicas, em
especial, quanto ao comprimento da pétala.

Passiflora cincinnata ¢ P. quadrangularis apresentam divergéncias
relacionadas as caracteristicas dos frutos em termos de espessura do
mesocarpo ¢ comprimento ¢ largura do fruto.

Ambos os genotipos de P. cincinnata e P. quadrangularis
mostraram 2x=18, bem como duas Regides Organizadoras do Nucléolo,

sendo a NOR da ultima espécie mais evidente que a primeira.
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CAPITULO 3

DETERMINACAQ DO SISTEMA REPRODUTIVO DE PARENTAIS
PARA PRODUCAO DE HIBRIDOS ENTRE P. cincinnata Mast. e P.
quadrangularis Linn.

1. INTRODUCAO

A familia Passifloraceae compreende 20 géneros (SOUZA e
LORENZI, 2005), dos quais o género Passiflora ¢ o mais importante
(PEREZ e outros, 2007), compreendendo aproximadamente 530 espécies
(FEUILLET e MACDOUGAL, 2007), dispersas nas regides pantropicais. O
Brasil e a Coldmbia sdo os paises com maior numero de espécies (NUNES e
QUEIROZ, 2006). Cerca de 120 espécies sdo nativas do Brasil (BERNACCI
e outros, 2003), sendo 32 delas encontradas na Bahia, das quais algumas
como P. mucugeana (NUNES e QUEIROZ, 2006) e P. cacaoensis (VIANA
e outros, 2009) sdo consideradas endémicas.

Conhecer a fenologia ¢ fundamental do ponto de vista ecoldgico por
fornecer parametros para a conservagdo e exploragdo racional, conciliando
sustentabilidade com economicidade (MELLINGER e RICHERS, 2005),
lembrando que, em experimentos de hibridagdo interespecifica, informagdes
referentes ao florescimento sdo imprescindiveis, auxiliando na escolha dos
genitores, cujo florescimento seja sincronizado (BELO, 2010).

A fenologia auxilia no entendimento da ocorréncia de eventos
biologicos repetitivos e sua relagdo com mudangas no meio bidtico e
abiotico (SILVA e outros, 2007). O estudo da fenologia pode ser realizado
em seis niveis: Unica flor, planta individual, planta dioica, populagdo,

comunidade e aspecto filogenético (DAFNI, 1992).

79



A maioria das espécies de maracuja, mesmo apresentando flores
completas, ¢ incapaz de realizar autopolinizagdo. Esse mecanismo ¢
importante para manter altos niveis de heterozigose, uma vez que induz
alogamia e, consequentemente, contribui para o aumento da variabilidade
genética (LOSS e outros, 2006). A polinizagdo cruzada em Passifloras
ocorre principalmente pela autoincompatibilidade (BRUCKNER e outros,
2002).

Os estudos referentes a biologia da reprodugdo das plantas sdo
importantes, pois contribuem para sua conservagdo € manejo sustentado
(LENZI e outros, 2005), e interferem diretamente na escolha do método a ser
utilizado nos programas de melhoramento genético (ALLARD, 1960).

A determinagdo das estratégias a serem adotadas em um programa
de melhoramento genético de plantas ¢ fortemente influenciada pela biologia
reprodutiva da espécie, especialmente quando se utilizam técnicas de
polinizacdo artificial para hibridacdo de espécies. Dessa maneira, a
possibilidade de cruzamento entre progenitores selecionados requer também
o conhecimento nos individuos a serem cruzados, do periodo em que o
estigma encontra-se receptivo ao grdo de polen (STIEHL-ALVES e
MARTINS, 2008). Essas informagdes sdo importantes, pois favorecem o
planejamento e a execu¢do das estratégias a serem adotadas em cruzamento,
reduzindo, assim, mao de obra e tempo despendidos (COSTA e outros,
2008).

O estudo da estabilidade meidtica, juntamente com a andlise da
viabilidade do grao de polen, permite indicar o potencial para cruzamentos
de uma planta, fornecendo subsidios para usos futuros em programas de
selecdo, cruzamento e producdo de sementes viaveis (VARGAS e outros,
2004).

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi estudar os parametros
fenologicos mais comuns: taxa de florescimento (TF), pico de florescimento
e intensidade relativa de florescimento (%IRF) (OLLERTON e DAFNI,

2005), a compatibilidade intraespecifica, o comportamento meidtico, a
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viabilidade polinica e a receptividade estigmatica de Passiflora cincinnata e

P. quadrangularis.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

Foram avaliados seis genotipos, sendo trés de P. cincinnata Mast e

tr€s de P. quadrangularis Linn.

Os gendtipos utilizados(Tabela 5) sdo do

campo experimental da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia

(UESB), situado no municipio

de Vitoria da Conquista, Bahia (14° 51

Latitude Sul, 40° 50' Latitude Oeste, a uma altitude de 928m).

Tabela 5 - Lista de Passiflora cincinata e P. quadrangularis, procedéncia e
seus respectivos nimeros de classificagdo no herbario. Vitdria da Conquista-

Ba/UESB, 2012.

Espécie

Procedéncia  Gendtipos

P. cincinnata
Conquista-Ba

P. cincinnata
Conquista-Ba

P. cincinnata
Conquista-Ba

P. quadrangqularis
P. quadrangularis

P.quadrangularis

Vitéria da 01
Vitéria da 02
Vitéria da 03
Seabra-Ba 04
Seabra-Ba 05
Seabra-Ba 06

2.2 Condigdes de cultivo

As plantas foram mantidas sob sistema de condugdo do tipo

espaldeira, em campo aberto. Mensalmente, foram realizadas podas e a
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adubacao com a formulagao NPK (4-14-8) a cada 60 dias, durante 1 ano. A
irrigacdo foi realizada pelo sistema de gotejamento. As avaliagdes iniciaram
por ocasido do florescimento de cada gendtipo, fato que ocorreu no més de
novembro de 2011 com os genoétipos de Passiflora quadrangularis € no més
de dezembro de 2011 nos genoétipos de P. cincinnata. A frutificacdo dos

acessos das duas espécies aconteceu no inicio de janeiro de 2012.

2.3 Estudo da fenologia do florescimento

O numero de flores foi registrado diariamente em todas as plantas
em estudo, de dezembro de 2011 a janeiro de 2012, para obtengdo dos
seguintes dados: a) épocas de inicio do florescimento; ¢) horario da abertura
da flor; ¢) nimero de flores abertas por planta/dia.

Com base nesses dados, foram calculados (DAFNI, 1992):

. Taxa de florescimento (TF): percentagem cumulativa de flores na antese.
TF = N° total flores
N° de dias
. Pico de florescimento: maior n° de flores alcancadas em um dia.
. Intensidade relativa de florescimento (%IRF): incremento percentual
cumulativo de flores ao dia:
%IRF = N°de flores no dia de pico : n° de repeti¢des x 100
N° total de flores abertas

2.4 Estudo de compatibilidade intraespecifica

Os estudos de compatibilidade intraespecifica foram realizados
mediante estimativas da taxa de autoincompatibilidade. Para isso, foram
realizados os seguintes tipos de polinizagdo: polinizagdo aberta, polinizagdo
cruzada controlada e autopolinizagdo controlada. Para observacdo de
polinizacdo aberta, botdes florais proximos a antese foram marcados com

fitas coloridas, posteriormente, foram contadas as flores com frutos em
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inicio de desenvolvimento. Para estimativa da autopolinizacdo controlada,
botdes florais proximos a antese foram protegidos com sacos de papel um
dia antes da abertura. As flores foram autopolinizadas com auxilio de
cotonete e protegidas novamente por sacos de papel, por 24h apos a
polinizacdo. Para estimativa da polinizacdo cruzada controlada, as flores
foram emasculadas antes do momento da abertura e protegidas com sacos de
papel. Os estigmas foram polinizados com pool de pdlen de diferentes
plantas (polinizagdo cruzada), e¢ as flores foram novamente protegidas por
24h. Para todos os casos (polinizagdo aberta e controlada), dez flores foram
utilizadas e depois de polinizadas foram identificadas por fitas coloridas e,
cinco dias ap6s a polinizagao, foi verificada a taxa de pegamento. O niimero
de frutos originarios das polinizagdes foi registrado e os mesmos foram
cobertos com sacos de papel para protegdo contra queda no amadurecimento
(BRUCKNER e OTONI, 1999). Os dados obtidos foram utilizados nas
estimativas das taxas de autopolinizagdo e autoincompatibilidade. Os dados
referentes ao percentual de frutos vingados em relacdo ao numero de flores
polinizadas por tipo de polinizacdo foram submetidos a analise de variancia
e teste de médias (Tukey, p < 0,05). As analises foram realizadas no

programa SISVAR (FERREIRA, 2008).

2.4.1 Estimativa da taxa de autoincompatibilidade

Foi utilizado o indice ISI (“Index to measure Self-Incompatibility”),
de acordo com Dafni (1992): ISI = N° de frutos provenientes de
autopolinizagao + N° de frutos de polinizagdo cruzada (ambas controladas).

Os valores de ISI refletem as seguintes possibilidades:

a)>1 autoincompatibilidade;
b) >0.2 <1 parcialmente autoincompativel;
¢) <0.2 quase autoincompativel;

d) 0 autoincompativel.
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2.4.2 Classes de autoincompatibilidade

A taxa de pegamento (numero de frutos), apos autopolinizagdo

artificial, foi utilizada para definir as classes de autoincompatibilidade:

a) autoincompativel = 0-3%, classe 0;
b) levemente autoincompativel = 3-30%, classe 1;

c) altamente autoincompativel =>30%, classe 2.

2.5 Comportamento meidtico

Quarenta botoes florais, de diferentes tamanhos, foram coletados ao
acaso em todos os genoétipos de P. cincinnata e de P. quadrangularis, sendo
vinte de cada espécie. Os botdes foram fixados em etanol-acido acético 3:1.
No momento do preparo da ldmina, os comprimentos dos botdes com
bracteas a serem maceradas foram medidos com auxilio de paquimetro
digital (Figura 12). Anteras de cada botdo foram maceradas sobre a ldmina
em carmin acético a 1% e observadas ao microscopio Optico para registro da
fase meiotica. Os dados referentes ao comprimento dos botdes, relativos a

cada estadio da microsporogénese, foram submetidos a analise de variancia.

Britto, F.F., 2012

84



Figura 12 - Medida de botdes florais. (A) Botdo de P. cincinnata; (B) Botao de
P.quadrangularis.
2.6 Viabilidade polinica

O estudo de viabilidade polinica foi conduzido com seis genotipos
(trés P. cincinnata e tr€s P. quadrangularis), apresentando cada um sete
repeti¢des a serem analisadas. Os tratamentos consistiram de cinco horarios
de coletas, feitas as 6:30hs, 9:30hs, 12:30hs, 15:30hs e 18:30hs com P.
quadrangularis e P. cincinnata. Em cada horario de coleta, as anteras foram
transferidas para frascos. Em seguida a coleta, foram preparadas as laminas,
nas quais foram contados 300 grdos de polen por horario e repeticao,
totalizando 63000 graos de pdlen analisados. Os mesmos foram classificados
em normais/viaveis (corados) e anormais/inviaveis (ndo corados ou com
citoplasma retraido) com base na reacdo de coloracdo de graos de pdlen em
carmim acético (DAFNI, 1992). Os efeitos dos horarios de coleta sobre a

viabilidade polinica foram estudados por andlise de regressao.

2.7 Receptividade estigmatica

Para os estudos de receptividade, foram realizados testes
histoquimicos nos gendtipos de P. cincinnata ¢ P. quadrangularis. Os
tratamentos consistiram de cinco horarios, com intervalo de 3 horas, a partir
das 6:30hs da manha. Foi utilizado o peréxido de hidrogénio (H,O,), que
indica receptividade pela presenca de peroxidase (OSBORN e outros, 1998)
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através da formagdo de bolhas de ar (PEARSE, 1972). Nesse processo,
botdes florais em pré-antese foram protegidos com sacos de papel. No dia
seguinte a protecdo, apds abertura das flores, os estigmas foram coletados
nos respectivos horarios e transferidos para vidros contendo a solug@o - teste,
sendo mantidos totalmente submersos no peréxido de hidrogénio. Os
estigmas foram classificados em receptivos se o filete estigmatico atingisse a
cor preta e formasse bolhas. Para obter resultados confidveis, estigmas
danificados ou com polen na superficie ndo foram utilizados, evitando-se

resultado falso positivo.

3. ANALISE ESTATISTICA

Para a fenologia do florescimento (aparecimento de flores de 6
gendtipos avaliados em 6 semanas), pegamento do fruto (21 cruzamentos em
cada um dos 6 gendtipos), comprimento de botdo floral em relagdo a fase
meidtica (medi¢ao de 20 botdes para cada uma das espécies) e quantidade de
polens viaveis (observacdo de 300 polens em cada horario: 6,5hs, 9,5hs,
12,5hs, 15,5hs e 18,5hs), os valores foram submetidos a analise de variancia,
procedendo-se a comparagdo entre médias pelo teste de Tukey a 5% de

significancia em delineamento inteiramente casualizado.
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4. RESULTADOS

4.1 Estudo da fenologia

Em P. cincinnata, o tempo desde a formacao do botdo a abertura da
flor foi de aproximadamente 25 dias. Estas se abriram a partir das 6:30hs e
permaneceram assim até as 19hs. Ja para os gendtipos de P. quadrangularis,
isso aconteceu por volta de 20 dias, com as flores se abrindo as 6hs e se
fechando em torno de 18:30hs, quando o processo de senescéncia floral se
caracterizou pelo murchamento das pétalas.

A andlise de variancia indicou que os genotipos apresentaram
diferenca significativa quanto ao numero de flores (Tabela 6). Houve
distingdo entre o genoétipo 01 (P. cincinnata) e os demais, tendo este maior
numero de flores. O gendtipo 02 (P. cincinnata) apresentou semelhanga com
o gendtipo 04 (P. quadrangularis), contudo, superou em nudmero oS
genotipos 03 (P. cincinnata) e os genoétipos 05 e 06 (P. quadrangularis). O
gendtipo 06 teve os menores numeros de flores no periodo investigado
(Tabela 7).

O florescimento ocorreu de modo diferente entre as espécies, cujos
genotipos 04, 05 e 06 (P. quadrangularis) iniciaram nas ultimas semanas do

més de novembro de 2011, diferentemente dos genoétipos 01, 02 ¢ 03 (P.
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cincinnata), que tiveram inicio da abertura de flores no inicio do més de
dezembro de 2011.

Tabela 6- Resumo da analise de varidncia do numero de flores dos
genotipos P. cincinnata e P. quadrangularis. Vitoria da Conquista-
BA/UESB, 2012.

FV GL SQ QM Fc
Genétipo 5 145,450292 29,090058 46,314*
Erro 30 18,343183 0,628106

Total 35 164,293475

FV-fonte de variacdo; GL- grau de liberdade; *1% de probabilidade pelo teste Tukey; SQ-
soma dos quadrados; MQ-média dos quadrados; F- valor calculado

Tabela 7 - Nimero médio semanal de flores dos genotipos de P. cincinnata
e P. quadrangularis Vitoria da Conquista-BA/UESB, 2012.

Semana
Espécie Gendtipo  1* 2° 3 42 5° 6" Média!
HUESB 5,14 8 7 828 7,57 6,71 7,11*

1001

HUESB 3 3,42 2 328 385 485 34 b
P. cincinnata 1002

HUESB 2 0,85 0,85 271 1,71 2,85 1,82 cd

1003
HUESB 2,14 228 2,71 3,71 3,57 185 2,71bc
1004

p. HUESB 1,71 0,85 1,14 085 1 1 1,09 d

quadrangularis 1005
HUESB 1,57 2,14 142 1 1,71 1,57 1,56cd
1006
1Médias seguidas de letras diferentes diferem significativamente pelo teste tukey ao
nivel de 5% de significancia.

Os parametros fenoldgicos estdo apresentados na Tabela 8. A maior
taxa de florescimento foi de 7,11 no genotipo 01 e a menor foi de 1,09
(gendtipo 05). O pico de florescimento variou de trés flores no genotipo 05
(P. quadrangularis) a 14 flores no genotipo 01 (P. cincinnata), ambos
ocorreram no més de dezembro. A intensidade relativa de florescimento

variou de 0,1114 no gendtipo 01 a 0,1552 no gendtipo 05(Tabela 8).

Tabela 8 - Taxa de florescimento (TF), pico de florescimento (PF) e
intensidade relativa de florescimento (%IRF) dos gendtipos P. cincinnata e
P. quadrangulares. Vitéria da Conquista-BA/UESB, 2012.
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Espécie Genotipo TF PF % IRF

HUESB1001 7,11 14 0,1114
P. cincinnata HUESB1002 3,5 7 0,1133

HUESB1003 1,83 5 0,1546

HUESB1004 2,73 6 0,1242
P. quadrangularis

HUESB1005 1,09 3 0,1552

HUESB1006 1,5 4 0,1511

4.2 Estudo da compatibilidade intraespecifica

Os resultados percentuais de pegamento das polinizagdes
controladas (cruzada e autopolinizagdo) e polinizagdo aberta para os
genotipos de P. cincinnata € P. quadrangularis estdo apresentados na Tabela
9. Observa-se que, de maneira geral, a polinizagdo cruzada controlada
apresentou o maior numero de frutos obtidos, seguida da polinizacdo aberta
e, por ultimo, a autopoliniza¢do, que nao apresentou pegamento.

Pela analise de variancia, a taxa de pegamento foi influenciada pelo
genotipo, pelo tipo de polinizagdo, contudo, ndo houve interacao genotipo x
polinizagao (Tabela 10). A média percentual de pegamento dos frutos variou
de 23,33 a 66,67, ambos nos gendtipos P. cincinnata, respectivamente, com

polinizacao aberta e cruzada controlada.

Tabela 9 - Percentual de pegamento de frutos por poliniza¢des controladas e
abertas em gendtipos de P. cincinnata e P.quadrangularis, Vitéria da
Conquista-BA/UESB, 2012.

Tipo de polinizagao

Espécie Genotipo Aberta  Autopolinizacdo  Cruzada
(%) (%) (%)

P. 01 20,00 0 90,00

cincinnata 02 20,00 0 50,00

89



03 30,00 0 60,00

Meédia 23,33 0 66,67

04 60,00 0 80,00

P | 05 5000 0 70,00
quadrangularis

06 20,00 0 20,00

Média 43,33 0 56,67

Tabela 10- Resumo da andlise de variancia da taxa de pegamento de fruto
resultante de dois tipos de polinizagdo (aberta e cruzada controlada),
realizada em diferentes gendtipos de P. cincinnata e P. quadrangularis,
Vitoria da Conquista-BA/UESB, 2012.

FV GL SQ QM F
Gendtipo 5 3,275000 0,655000 3,089*
Polinizagdo 1 2,408333 2,408333 11,358%*
Gendtipo x 5 1,341667 0,268333 1,266ns
Polinizagao

Residuo 108

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F

a) Estimativa da taxa de autopolinizacao

No teste para autopolinizagdo, nenhuma das flores utilizadas produziu
fruto, essas flores secaram e cairam sem apresentar qualquer sinal de
frutificagcdo. Esse fenomeno ocorreu tanto para os gendtipos de P. cincinnata

quanto para os de P. quadrangularis.

b) Estimativa da taxa de autoincompatibilidade

O indice de autoincompatibilidade (ISI) encontrado para os gendtipos de

P. cincinnata e P. quadrangularis foi zero, indicando-as como

autoincompativeis, classe 0 (0-3% de taxa de pegamento de
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autopolinizagdo), segundo Dafni (1992). A inexisténcia da autopolinizacdo
confirma a autoincompatibilidade e a alogamia dos genotipos, o que pode ser

favoravel a hibridacdo interespecifica.

4.3 Comportamento meiodtico

Por meio da analise de varidncia, demonstrou-se haver diferenca
significativa entre os estadios de desenvolvimento para a varidvel
comprimento de botdo, tanto em P. cincinnata quanto em P. quadrangularis
(Tabela 11). As fases da meiose I puderam ser diferenciadas em relacdo as
médias dos tamanhos de botdo, apesar dos botdes de tamanhos semelhantes
apresentarem-se em fases meidticas diferentes, contudo, as fases da meiose

II ndo foram diferenciadas para fins de analise de resultados (Figura 13).

Tabela 11 - Resumo da analise de varidncia para o carater comprimento de
botdo em fungdo dos estddios de meiose de genotipos de P. cincinnata e P.
quadrangularis. Vitoria da Conquista-BA/UESB, 2012.

Comprimento de Botdo P. Comprimento de Botdo P.

cincinnata quadrangularis
Fontes de G.L. S.Q. QM S.Q. Q.M.
varia¢ao
Estadios 4 107,928400 26,982100*  11,646680 2,911680*
Residuo 15 9,799700 0,653313 0,964375 0,064292
Coeficiente 8,7 4,61
de Variagéo 8% %

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F
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Figura 13- Valores médios dos comprimentos de botdo de genotipos de P.
cincinnata e P. quadrangularis em fungdo dos estadios de meiose. Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo Teste de Tukey (5%
de probabilidade).

Britto, F.F., 2012
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Figura 14 - (A) Profase I (diploteno) em P. quadrangularis a partir de botdo de 4,30
mm; (B) Metafase I em P. quadrangularis, analisado a partir de botdo de 5,02 mm;
(C) Anafase I em P. quadrangularis a partir de botdo de 5,52 mm; (D) Telofase [ em
P. quadrangularis a partir de botdo de 6,18mm; (E) Meiose Il em P. quadrangularis
a partir de botdo de 6,65 mm.

Britto, F.F., 2012
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Figura 15 - (A) Profase I em P.cincinnata a partir de botdo de 5,83 mm; (B)
Metéfase [ em P. cincinnata, analisado a partir de botdo 7,56 mm; (C) Anafase I
em P. cincinnata a partir de botdo de 8,32 mm; (D) Telofase I em P. cincinnata a
partir de botdo de 10,58 mm; (E) Meiose Il em P. cincinnata a partir de botdo de
11,78mm.

Para estudos no maracujazeiro envolvendo cultura in vitro, quanto
aos estadios de microsporogénese, em particular para as fases de meiose I, o
mais indicado ¢ a coleta de botdes, quando em tamanho aproximado de 4,55
mm-11,72 mm em P. cincinnata ¢ em P. quadrangularis de 4,07-6,38
mm( Tabela 12). Para as fases da meiose I, pode-se estimar um tamanho de
11,65-13,41 em P. cincinnata e 5-97-6,67 em P. quadrangularis (Figura 14-
15).

Tabela 12 - Estddios de meiose de genotipos de P. cincinnata e P.
quadrangularis, associados aos valores minimos, maximos ¢ médios dos
comprimentos de botdo, em mm.

Comprimento de Comprimento de

botdo P. cincinnata botdo P.

(mm) qudrangularis (mm)
Estadios Valores Média Valores Média
Profase I 4,55-6,41 5,84 4,07-4,57 4,31
Metafase [ 6,54-8,42 7,75 4,66-5,37 5,03
Anéfase I 8,27-9,88 8,98 5,41-5,81 5,56
Telofase I 10,34-11,72 11,06 5,92-6,38 6,19
Meiose 11 11,65-13,41 12,38 5,97-6,67 6,39
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As analises realizadas no comportamento meidtico das espécies de
P.cincinnata e P.quadrangularis permitiram observar pareamento regular
com 9 bivalentes e segregacdo normal. No entanto, foram observadas
formagdes de pontes na meiose I, durante a anafase em células de
P.quadrangularis, bem como aparecimento de cromossomo extranumerario
nas mesmas, o que pode aumentar a diversidade genética nesta espécie

(Figura 16).

Britto, F.F., 2012

Figura 16 - (A) Duas pontes anafésicas; (B) Cromossomo extranumerario ou
cromossomo b ao lado de placa metafésica.

4.4 Viabilidade polinica

As duas espécies analisadas tiveram viabilidade maxima as
9hs30min, mantendo percentual proximo as 12hs30min, havendo, a partir
dai, um decréscimo na viabilidade, atingindo o minimo. A fun¢do quadratica
com tendéncia cOncava foi o modelo que melhor representou este
comportamento. O percentual médio de viabilidade polinica foi influenciado
negativamente pelo horario de coleta, tendo os menores valores encontrados
no fim da tarde. Observa-se na Tabela 13 que o horario 9hs30min foi
superior aos demais, sendo indicado para a realizagdo de polinizagdo. As
12hs30min foram encontrados, em média, 95,44% e 97,14% de grios de
poélen viaveis para as espécies P. cincinnata ¢ P. quadrangularis,

respectivamente, nimeros que também sdo considerados elevados. Nos
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horarios de 15h30min e 18hs30min, a viabilidade polinica variou de 90,88-

93,52% em P. cincinnata e 95,30-95,90% em P. quadrangularis.

Tabela 13- Valores médios percentuais de graos de polen (GP) viaveis de
gendtipos de P. cincinnata e P. quadrangularis, em diferentes horarios.

Horério de P.cincinnata P.quadrangularis Médias
coleta (%GP viaveis) (%GP viaveis)

6hs30min 95,58 98,04 96,81
9hs30min 97,03 98,28 97,65
12hs30min 95,44 97,14 96,29
15hs30min 93,52 95,90 94,71
18hs30min 90,88 95,30 93,09
Médias 94,49 96,93 95,71

Em hibridos somaticos de Passiflora edulis f. flavicarpa +
Passiflora cincinnata Mast. (BARBOSA; VIEIRA, 1997), o indice mais
baixo de viabilidade polinica foi de 72,9%, em consequéncia de
anormalidades meidticas observadas, como presenca de univalentes,
bivalentes, tetravalentes, e alteracdes como a presenca de cromossomos
retardatdrios na placa metafisica e pontes anafasicas, que foram
considerados fatores causadores de graos de podlen imperfeitos e,
consequentemente, inviaveis. Nesses casos, porém, a regularidade meidtica e
consequente viabilidade polinica dependem, principalmente, da homologia
cromossdmica entre as espécies envolvidas no cruzamento.

As relagdes entre quantidade de polens vidveis e periodo em horas
apos antese floral, tanto para os gendtipos de Passiflora cincinnata quanto
para Passiflora quadrangularis, sdo mostradas na figura 17. Apesar da
abertura floral dos genoétipos de P. quadrangularis ocorrer as 6hs, a coleta
teve inicio as 6hs30min. A quantidade de polens viaveis nos genoétipos
investigados apresentou relacdo quadratica, com tendéncia convexa das
6hs30min as 18hs30min. O genotipo 03 de P.cincinnata variou com relagao

ao horario de 6hs30min dos demais, pois apresentou um valor baixo.
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Os graos de polen dos gendtipos analisados de P. cincinnata e P.
quadrangularis tiveram colorag¢do e forma semelhante. Quando inviaveis os
polens dos individuos investigados, perderam o formato ou ndo se coloriram.
Ambos apresentaram estabelecimento de ligacdo entre si, configurando-se

como uma ponte, fendmeno conhecido como citomixia (Figura 18-19).

) Britto,F.F., 2012

ol
Figura 18- (A) Graos de polens viaveis de P.cincinnata; (B) Grios de polens

viaveis realizando citomixia de P.cincinnata, (C) Grao de polen inviavel de
P.cincinnata.

Britto, F.F.,2012

Figura 19- (A) Graos de polen vidveis de P. quadrangularis (B) Graos de polen
viaveis realizando citomixia de P.quadrangularis; (C) Grao de podlen inviavel de
P.quadrangularis.

4.5 Receptividade estigmatica

Os estudos de receptividade apontaram ser os seis genotipos, trés de
P. cincinnata e trés P. quadrangularis, receptivos nos diferentes horarios
investigados, sendo o comportamento semelhante das 6:30hs as 18:30hs.
Houve formagdo de bolhas de ar, bem como o filete estigmatico dos

genotipos analisados atingiram cor preta (Figura20).
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Britto,F.F.,2012

Figura 20 - Estigmas imersos em peroxido de hidrogénio. (A) Estigma de
P.quadrangularis; (B) Estigma de P. cincinnata.
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5 DISCUSSAO

5.1 Estudo da fenologia

Nos individuos de P. cincinnata, foi registrado inicio da separacao
das sépalas e pétalas por volta de 5:15hs, estando a flor totalmente aberta as
6:30hs, mesmo horario observado por Duarte e outros (2009). O horario
registrado neste trabalho para fechamento das flores foi as 19hs, momento
semelhante ao relatado por Duarte e outros, (2009). Ndo ha relatos na
literatura investigada do periodo de antese de Passiflora quadrangularis,
sendo, neste trabalho, das 6hs as 18h30min.

Espécies de maracuja apresentam periodos de abertura floral
diferentes, quase sempre curtos, dificilmente passando de oito horas, sendo
geralmente o horario de antese e fechamento das flores adaptadas aos
periodos de atividade dos polinizadores (COSTA e outros, 2009). Existem
diferentes horarios para uma mesma espécie atribuida a diferentes condi¢des
climaticas, diferengas genéticas entre as plantas e a combinacao de ambos os
fatores (DUARTE, 1996).

A observagao feita em ambos os genotipos das espécies corresponde
ao periodo em que os mesmos estdo aptos ao florescimento. Em P.
cincinnata, o florescimento e frutificagdo ocorrem em quase o ano todo
(NUNES e QUEIROZ, 2006), mais especificamente de margo a dezembro
(DUARTE e outros, 2009).

A taxa de florescimento indica o numero médio de flores novas a
cada dia (DAFNI,1992) e esta indicou um baixo numero de flores nos

gendtipos de P. quadrangularis.
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5.2 Estudo da autoincompatibilidade

As autopolinizagdes indicaram P. cincinnata ¢ P. quadrangularis
serem espécies autoincompativeis. Estudos realizados por Duarte e outros
(2009) em P. cincinnata mostram resultados semelhantes.

A determinacdo da alogamia, verificada neste trabalho, esta
relacionada a autoincompatibilidade, impedindo que plantas produtoras de
gametas masculinos e femininos funcionais produzam sementes, quando
autopolinizadas (BRUCKNER e outros, 2005), sendo considerado
mecanismo extremamente importante, pois promove a manutencdo da
variabilidade genética (SCHIFINO-WITTMANN e DALL’ AGNO, 2002 ).
A incompatibilidade em Passiflora ja foi citada como gametofitica
(FALEIRO e outros, 2000), quando o grao de pdlen carrega um alelo
também presente no estigma e que inibe o desenvolvimento do tubo polinico
(SCHIFINO-WITTMANN e DALL’AGNOL, 2002). Bruckner (1994)
relata a possibilidade de autofecundacao, quando flores estdo em pré-antese.

O sucesso na producdo de frutos e sementes, investigadas nesta
pesquisa, dependeu também da presenga de polinizadores na area, uma vez
que as espécies sdo autoincompativeis. Nas variedades cultivadas, o agente
polinizador mais efetivo de Passiflora é a mamangava (Xylocopasp.)
(SOUZA, 1994). Dessa forma, o percentual de fertilizacdo depende do
numero de polinizadores, o que pode ser afetado pela frequéncia de uso de
defensivos agricolas, por isso, recomenda-se que as pulverizagdes em
pomares de maracujazeiros sejam realizadas a noite ou pela manha

(JUNQUEIRA e outros, 2001).
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5.3 Comportamento meiodtico

De acordo com as analises citologicas realizadas neste trabalho, o
tamanho do botgo floral ndo deve ser usado como pardmetro indicativo para
fase meidtica, durante a microsporogénese. Lauxen e outros (1995)
relacionaram os estadios de microsporogénese a quatro intervalos
preestabelecidos de comprimento de botdo floral em cultivares brasileiras de
soja (Glycine max (L.) Merrill), esta relagdo € possivel com o P.cincinnata ¢

P.quadrangularis, de acordo com o que foi investigado.

Outros parametros, além do tamanho de botdo floral, podem ser
associados aos estddios de desenvolvimento de estruturas reprodutivas.
Willcox et al. (1990), em estudo feito com amendoim (Arachis hypogaea
L.), demonstraram que, ndao o tamanho, como visto neste trabalho, mas sim o
formato da base do botdo floral forneceu boa correlacio com o
desenvolvimento do microsporo, mesmo considerando que tais diferencas
podem ocorrer por causa das condigdes ambientais, € ndo apenas como
resultado de diferencas genotipicas. Em pimentdo (Capsicum annum L.), as
caracteristicas morfoldgicas do botdo floral puderam ser associadas ao
estadio de microsporo em todos os gendtipos, cujos botdes tinham pétalas de
tamanho igual ou pouco maior que as sépalas, e as anteras tinham tragos de
antocianina em sua extremidade (SILVA e outros, 1995).

Os estudos meidticos realizados por Storey (1950), Beal (1969a) ¢
Barbosa (1998) confirmam os dados deste trabalho com relacdo a
distribui¢do cromossdmica. Posteriormente, Melo et al. (2001) observaram
esse mesmo comportamento com 9 bivalentes e segregacdo normal na
anafase em P. cincinnata.

As pontes anafésicas relatadas neste trabalho em células de
Passiflora quadrangularis podem ser relacionadas com a ma qualidade na
produgdo de polens em decorréncia de anormalidades da propria meiose da

espécie. Este fato foi destacado por Gomes (1998), que informou ainda da
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presenca de univalentes, bivalentes ¢ alteragdes como a presenca de
cromossomos retardatarios na placa metafasica, como fatores considerados
causadores de graos de pdlen imperfeitos.

O cromossomo B, verificado no Passiflora quadrangularis, €
também chamado de extranumerdrio ou acessorios em fungos, plantas e
animais. Esses cromossomos possuem um padrio de segregacdo ndo
mendeliano, podendo existir de uma a varias copias por individuo

(BEUKEBOOM, 1994).

5.4 Viabilidade polinica

O menor valor médio encontrado neste trabalho foi de 90,88% na
média dos genotipos de Passiflora cincinnata, no horario de 18hs30min.
Segundo Ruggiero e outros (1996), ¢ ainda um alto percentual de viabilidade
(acima de 70%). Esses dados podem ser explicados pelo fato de o grao de
pélen do maracujazeiro ser pegajoso, recoberto por uma substancia chamada
pollenkit que, dentre outras fungdes, atua como protetor, minimizando a
desidratacdo do poélen e consequente perda de viabilidade (PACINI e
FRANCHI, 1993)

Inviabilidade polinica, notada neste trabalho, pode ocorrer durante a
microgametogénese, em que falhas no comportamento meiotico resultam em
gametas com cromossomos desbalanceados ou anucleados, ou ainda durante
a microgametogénese, resultando em graos de pdlen com citoplasma retraido
(TWELL, 1995). A interferéncia do efeito do ambiente no comportamento
meidtico, e consequentemente na viabilidade dos graos de pdlen, foi
observado em Bougainvillea sp., quando foram comparadas variedades de

varias regides do Brasil (ADAMOWSKI e outros, 1995).

A citomixia relatada em ambos os genotipos de maracujazeiro pode

ser interpretada como transferéncia de material de uma estrutura para a
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outra, atribuida algumas vezes a deficiéncia na formacao da parede celular,
podendo ocorrer tanto em mitose quanto em meiose, podendo em alguns
casos estd ligada com o fendmeno de desgenerescéncia. Bhandari e outros
(1967) observaram passagem de nucléolo de uma célula meidtica para outra,
sem que isso afetasse a fertilidade do polen, fato que pode ter ocorrido neste
trabalho. Por outro lado, Latto S. K. e outros (2006) afirmam que a
citomixia, geralmente, esta associada com erros meidticos e,

consequentemente, baixa fertilidade.

5.5 Receptividade estigmatica

As flores de P. cincinnata estdo receptivas durante toda a antese,
estando os estigmas flexionados ou ndo (VARASSIN e SILVA, 1999; KILL
e outros, 2010). Os estigmas de ambas as espécies mostraram-se com alta
receptividade em todos os horarios de coleta neste trabalho. Duarte e outros
(2009) relatam que em P. cincinnata, durante a abertura da flor, o estigma ja
se encontrava receptivo. Apesar da receptividade, as espécies apresentam
hercogamia, isto €, no inicio da antese, o posicionamento dos estiletes
erguidos faz com que as flores apresentem-se funcionalmente masculinas,
ocasido em que as abelhas, ao visitarem as flores, se “sujam” de pdlen, mas
ndo tocam o estigma (KILL e outros, 2010). A movimentacdo dos orgios
reprodutivos estabelece uma barreira temporal para a polinizacdo em
estigmas receptivos, mas ndo uma barreira fisioldgica, pois o polen esta
disponivel durante a antese, ¢ os estigmas estdo receptivos, indicando que,
potencialmente, as flores podem ser polinizadas durante toda antese
(VARASSIN e SILVA, 1999). Foi observado em P. edulis que a eficiéncia
da polinizagdo estd associada as adaptagdes morfologicas das flores aos
visitantes, a sincronizag¢do temporal entre o horario de coleta das abelhas,
abertura da flor e deflexdo dos estiletes (SIQUEIRA e outros, 2009), fato

também verificado neste trabalho.
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A quantidade de estigma polinizado pode também influenciar na
taxa de pegamento, bem como na caracteristica do fruto (SIQUEIRA e
outros, 2009). Esses autores observaram no maracuja amarelo maior
formagdo de frutos nas flores com trés estigmas, quando todos eles foram
utilizados na polinizacdo cruzada, porém, naquelas em que foi feita a
polinizagdo em apenas um estigma, obteve-se a formacdo de um tnico fruto,

totalmente deformado.
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6 CONCLUSOES

Os gendtipos estudados da espécie P. cincinnata e P.
quadrangularis possuem antese diurna matutina. Os genétipos de ambas as
espécies diferem entre si quanto ao niamero de flor.

Nos individuos de P.quadrangularis, o pico de florescimento foi
atingido em dezembro com 6 flores e, em P. cincinnata, foi de 14 flores no
més de dezembro.

As plantas das espécies P. cincinnata ¢ P. quadrangularis sdo
autoincompativeis.

Os botdes florais ndo devem ser usados como pardmetro indicativo
para a fase meidtica durante a microsporogénese.

A viabilidade polinica das espécies P.cincinnata e P quadrangularis
encontra-se elevada no turno matutino, sofrendo reducao a tarde.

Os estigmas apresentam-se receptivos durante todo o dia, sendo ideal

para realizag@o de polinizagdes.
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CAPITULO 4

PRODUCAO DE HiBRIDOS VIA CRUZAMENTO ENTRE
GENOTIPOS DE P. cincinnata Mast. e P. quadrangularis Linn.
IDENTIFICADOS POR MEIO DE MARCADORES
MORFOLOGICOS QUALITATIVOS E QUANTITATIVOS E
CITOGENETICOS.

1. INTRODUCAO

A hibridacao entre gendtipos silvestres de Passiflora € atraente para
o melhoramento de espécies que podem se tornar comerciais como alimento.
Além disso, pode ser uma forma de conservacdo do material genético, tendo
em vista que algumas espécies silvestres podem ser usadas como genitoras e
mantidas em campos experimentais.

Em Passiflora cincinnata Mast., por ser silvestre, ha individuos
tolerantes a doengas e namatoides considerados potencialmente importantes
para uso como porta-enxerto, sendo considerada uma boa espécie para
trabalhos visando o melhoramento genético do género Passiflora.

No Brasil, sdo produzidas 665 mil toneladas de maracuja, o que
representa aproximadamente 56% da produgdo mundial dessa fruta
(HENRIQUE e outros, 2009), sendo a regido Nordeste responsavel por mais
de um ter¢o da produgdo nacional (IBGE, 2007). Na Bahia, a cultura do
maracuja ocupa uma area de 17.559 hectares, correspondente a 57% de todo
o plantio no pais, com rendimento médio de 13.183 kg hectare™. A produgdo
¢ de aproximadamente 230.000 toneladas, o que perfaz 55% do total da
producdo nacional da fruta (IBGE, 2007).

A hibridagao interespecifica ¢ uma metodologia muito utilizada, seja
para transferéncia de genes de um material resistente para um suscetivel ou
para a producao de hibridos diferentes dos genitores. Porém, o conhecimento
sobre a direcdo do cruzamento ¢ importante, uma vez que, em algumas
espécies, o cruzamento interespecifico & efetivo e exclusivo em uma
determinada direcdo (PEREIRA e outros, 2005). Entretanto, para que a

hibridagdo seja bem sucedida, ¢ necessario que as espécies genitoras sejam
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geneticamente proximas e apresentem certa homologia cromossomica,
minimizando os problemas de incongruidade ou incompatibilidade cruzada
e, deste modo, viabilizando a utiliza¢ao do hibrido. A direcdo e a facilidade
com que duas espécies podem ser cruzadas e o comportamento dos
cromossomos, durante a meiose de genitores e hibridos, sdo considerados
importantes critérios para a avaliagdo do grau de proximidade genética entre
espécies e acessos (RAO e RAO, 1984).

As técnicas de hibridagdo sexuada sdo muito simples (BRUCKNER
e OTONI, 1999; VANDERPLANK, 2000; ULMER ¢ MACDOUGAL,
2004), e geralmente utilizadas em programas de melhoramento que visem a
obtengdo de gendtipos com caracteristicas intermediarias as dos genitores.
Muitas espécies de Passiflora podem ser cruzadas sem qualquer dificuldade.
Ja foram obtidos muitos hibridos interespecificos com passifloras porque as
barreiras de incompatibilidade sao frageis (MELETTI e outros, 2005).

Diversas técnicas podem ser utilizadas para identificacdo de
hibridos, desde aquelas baseadas em caracteres morfoldgicos, que sdo mais
simples e requerem um menor custo, até as que envolvem analises em nivel
molecular como o uso de marcadores (OLIVEIRA e outros, 2000). Em casos
como os de gendtipos hibridos, a confirmagdo da fecundagdo cruzada pode
ser feita por meio de caracteristicas de natureza dominante e de facil
visualizagdo, que sejam contrastantes entre as espécies envolvidas (genes
marcadores). Porém, na auséncia de tais caracteristicas ou na
impossibilidade de avaliacdo das mesmas rapidamente, ou em determinada
fase da planta, marcadores moleculares de DNA tém sido utilizados com
relevante sucesso (ALZATE-MARIN e outros, 1996).

Este trabalho teve como objetivo verificar a ocorréncia da
fecundagao cruzada em hibridos interespecificos F1, obtidos por meio do
cruzamento P. cincinnata Mast. x P. quadrangularis Linn., utilizando

marcadores citogenéticos e caracteres morfoldgicos.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Germoplasma vegetal

Genotipos das espécies Passiflora cincinnata Mast. e Passiflora
quadrangularis Linn. foram utilizados como genitores. As espécies vém
sendo mantidas no campo experimental da Universidade Estadual do
Sudoeste da Bahia (UESB), campus de Vitoria da Conquista, Bahia, a 14°
51" Latitude Sul, 40° 50' Longitude Oeste, a altitude de 928m (OLIVEIRA,
2007).

2.2 Hibridacdes interespecificas

Foram realizados trinta cruzamentos, por hibridacdo simples, P.
cincinnata x P. quadrangularis. Trinta botoes florais em fase de pré-antese
foram protegidos no dia anterior. Noventa anteras de P. quadrangularis
foram coletadas trés horas apds a antese e seus graos de polen, depositados
cuidadosamente, com o auxilio de cotonete, sobre a superficie estigmatica de
P.cincinnata previamente emasculada. As flores polinizadas foram
identificadas e posteriormente protegidas com sacos de papel por um periodo
de 24hs (Figura 21). Cinco dias apods a polinizagdo, observou-se a
permanéncia ou abortamento do botdo floral. As hibridagdes foram iniciadas
no dia 02 de dezembro de 2011, sempre pela manha. No dia 27 de dezembro,
ja havia ocorrido trinta cruzamentos, no entanto, ndo houve pegamento. No
dia 28 de dezembro, foram feitas polinizagdes duplas, sendo duas em cada
gendétipo de P.cincinnata, resultando em pegamento. Seis frutos resultantes
dessas hibridagdes bem sucedidas foram protegidos com sacos de papel até o
seu completo amadurecimento, quando entdo foram coletados; as sementes
extraidas manualmente, secas em temperatura ambiente, acondicionadas em
sacos de papel revestidos por sacos plasticos e conservadas a 10°C na

geladeira do laboratorio de tecnologia de sementes da UESB. Cento e dez
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sementes foram semeadas em bandejas contendo substrato vermiculita,
mantidas em cdmara de germinagéo a 25°C. Foram analisadas 20 plantas.

Britto, F.F.,2012
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Figura 21- (A) Protegao do botdo floral de P. quadrangularis; (B) Botéao floral
protegido por saco de papel; (C) Retirada de saco de papel do botdo de P.
quadrangularis em antese; (D) Retirada de antera de P. quadrangularis; (E)
Polinizagao da flor de P. cincinnata.

2.3 Condicdes de cultivo

Ap0s a germinacao (Figura 22), as plantas foram transplantadas para
os vasos com capacidade de 42 L, preenchidos com solo areno-argiloso
horizonte A e mantidas em casa de vegetacdo por 30 dias. A casa de
vegetacao ¢ do tipo rustica, em semiarco, com cobertura plastica aditivada
contra raios UV e revestida com sombrite 30%. Transferidas para o
campo(Figura 23), as plantas foram cultivadas no sistema de espaldeira; a
irrigacao ocorreu por gotejamento (gotejadores do tipo botdo), com vazdo de
2 L por hora em sistema automatizado, com periodo de rega de 30 minutos,
apenas no turno da manha. As adubacdes foram realizadas a cada 15 dias
com 23,3 g L' de ureia, solugdo de micronutrientes por um ano.

Britto, F.F., 2012
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Figura 22 - (A) Preparo do substrato para germinagdo de sementes dos hibridos; (B)
Vermiculita com linhas contendo sementes dos hibridos; (C) Germinagédo das
sementes dos hibridos; (D) Plantulas com folhas primordiais dos hibridos putativos.

Britto, F.F., 2012
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Figura 23 - (A) Mudas dos hibridos putativos de maracujazeiros; (B) Hibrido HP19
no campo; (C) Hibrido HP20 no campo.

2.4 Obtencao de dados morfologicos

Foram avaliados 13 descritores morfoldgicos, sendo nove
qualitativos e quatro quantitativos. Os descritores avaliados fazem parte da
lista utilizada para o registro e protecdo de cultivares de maracujazeiro,
elaborado pelo Servigco Nacional de Protecdo de Cultivares do Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento. Nesta lista constam caracteristicas de
Passiflora contendo descritores, relacionados a caracteristicas qualitativas e
quantitativas.

Para as analises, foram escolhidas 10 folhas. Utilizou-se paquimetro

digital para as medigdes. Analisou-se as seguintes carcteristicas
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morfologicas: coloragdo do ramo do caule (1. verde clara; 2. verde-escuro; 3.
verde-arroxeado; 4. roxo) , forma do limbo foliar (1. lanceolado; 2. ovado; 3.
cordato; 4.oblongo; S.eliptico; 6.fendado; 7.pareado; 8.seccionado),
divisdo do limbo foliar (1. simples; 2. bilobado; 3. trilobado; 4. pentalobado;
5. heptalobado), comprimento do limbo foliar (3.curto < 8cm; 5.médio 8-
15cm; 7.longo >15cm), largura do limbo foliar (1.curto < 8cm; 2.médio 8-
15cm; 3. longo >15cm), sinus no limbo (l.auséncia; 2.presenga),
profundidade do sinus no limbo foliar (3.rasa; 5.média; 7.profunda), bulado
no limbo foliar (l.auséncia; 2.presenga), pilosidade no limbo foliar
(1.auséncia; 2.presenca) comprimento de peciolo (3.curto < 2cm; 5.médio 2-
4cm; 7.longo >4cm); posicdo de nectario no peciolo (3.adjunto ao limbo
foliar; 5.proximo ao meio do limbo;7.distante do limbo foliar); coloragao
verde do limbo (3.clara;5.média;7.escura), largura maxima do lébulo

terminal-LMLT (3.curta < 2,33cm; 5.média 2,33-5cm; 7.larga >5cm).

Devido ao interesse na identificagdo de aspectos indicadores da
formacao de hibridos, foram avaliadas caracteristicas vegetativas caulinares

e foliares.

2.5 Analise citogenética

Os aspectos citogenéticas foram descritos por meio de analises
mitoticas e bandeamento Ag-NOR. Para a analise mitdtica, foram coletadas
pontas de raiz, pré-tratadas com agua a 10°C, por 3 horas; em seguida,
fixadas em etanol acético (3:1) e mantidas a 7°C. As fixagdes foram
mantidas por 2-24 horas a temperatura ambiente; em seguida, estocadas a
-20°C até posterior analise. As laminas foram preparadas apos lavagem e
hidroélise em HCI 5N, por 20 minutos, na sequéncia, foram esmagados em
acido acético 45%, coradas com carmim acético, bem como congeladas para
remogao da laminula, secas ao ar, coradas convencionalmente com Giemsa

2% e montadas com Entellan (GUERRA e SOUZA, 2002). As melhores
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células foram capturadas com camera fotografica Sony com resolucdo de
12.1 megapixels. Para bandeamento Ag-NOR, foi utilizada solucdo aquosa
de gelatina (solugdo coloidal), preparada com dissolugdo de 0,5g de gelatina
e 25ml de agua de ionizada, em meio aquecido, e depois de resfriada houve
acréscimo de 0,25ml de acido formico (SIGMA) a 1% em agua deionizada
(solugdo reveladora). Solucdo de nitrato de prata foi preparada pela
dissolugdo de 1g de cristais de nitrato de prata (MERCK) em 2ml 4gua ultra
pura, filtrada e acondicionada em frasco escuro, para evitar a oxidagdo do
nitrato de prata. A preparagdo ocorreu no momento da coloragdo. As duas
solugoes foram utilizadas na proporcdo de 1:2, respectivamente, no momento
da coloragdo. Para o procedimento de coloracdo, retirou-se as laminas com
material do congelador, e deixou-se secar ao ar. A seguir, foram adicionadas
ao esfregago gotas das solugdes na propor¢do de 1:2, respectivamente, até
cobrir o esfregago. Em seguida, as laminas foram colocadas na estufa a
37°C, por 20 minutos, momento de obtengdo de coloragdo marrom-dourado
na superficie do esfregaco. As laminas foram enxaguadas em agua destilada
e secas ao ar. Depois de coradas, as laminas permaneceram ao abrigo da luz
até o momento da microscopia Optica, a um aumento de 1000x (HOWELL e

BLACK, 1982)

3. ANALISE ESTATISTICA

Para avaliacdo das caracteristicas morfologicas quantitativas, foram
calculadas a média e o desvio-padrdo dos hibridos putativos. As analises

citogenéticas foram feitas por meio da média do nimero cromossdmico de

10 células em metafase e do numero de bandas NOR de 10 células.
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4. RESULTADOS

4.1 Obtencao de dados morfologicos

Os descritores morfologicos qualitativos e quantitativos dos hibridos
putativos de maracujazeiros foram apresentados na Tabela 14. As
caracteristicas qualitativas e quantitativas dos ramos e das folhas dos
hibridos putativos revelaram semelhangas com os parentais. Sessenta por
cento dos hibridos putativos assemelham-se aos genoétipos de Passiflora
quadrangularis com relagdo a coloracdo do ramo. Quarenta e cinco por
cento t€m forma do limbo foliar como aquela encontrada nos genitores. Cem
por cento dos individuos tem divisdo do limbo foliar pentalobada, igual aos
genotipos de Passiflora cincinnata. Trinta por cento apresentam
comprimento do limbo foliar similar aos gendtipos de Passiflora cincinnata,
tendo todos médias inferiores aos genotipos de P.quadrangularis. Setenta
por cento possuem largura do limbo foliar semelhante aos parentais.
Cinquenta por cento tém largura maxima do loébulo terminal similar aos
individuos de Passiflora cincinnata. Cinquenta e cinco por cento apresentam
sinus no limbo foliar, diferindo-se dos genitores. Com relagdo a coloragdo do
limbo foliar, 35% tem coloracdo dos genoétipos de P.cincinnata e 20% de
P.quadrangularis. Aqueles que apresentam sinus no limbo foliar a maioria,
55%, tem profundidade média. A auséncia de bulado e pilosidade foliar ¢é
observada em todos os individuos investigados, assim como nos genodtipos
de Passiflora cincinnata ¢ Passiflora quadrangularis. Oitenta e cinco por
cento tém comprimento de peciolo semelhante aos genitores P.cincinnata.
Sessenta e cinco por cento apresentam nectario posicionado distante do

limbo foliar, caracteristica vista nos genitores P.cincinnata.
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Tabela 14 - Descritores morfologicos qualitativos e quantitativos dos hibridos putativos de maracujazeiros. Vitoria da Conquista-
BA/UESB, 2012

Genotipo HP.l HP2  HP3 HP4 HP5 HP6 HP7 HP8 HP9 HP.I0 HP.Il  HP.I2  HP.I3  HPI4 HPI5 HP.I6 HPI7  HPI8 HP.I9 HP20 PC PQ
Ramo 3 3 2 3 3 3 3 2 3 1 2 2 3 4 3 4 4 3 3 3 4 3
Forma Limbo 8 2 8 2 2 8 8 8 2 2 8 2 2 2 8 8 2 8 8 8 2 2
Divisdo 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 1
Limbo

Comprimento 5 3 3 3 3 5 5 5 5 5 5 5 5 3 5 5 5 3 5 5 3 7
Limbo

Largura 5 3 3 3 3 5 5 5 5 5 5 5 5 3 5 5 5 3 5 5 5 5
Limbo

LMLT* 3 3 3 3 3 5 5 3 5 5 5 5 5 5 3 5 3 3 5 5 5 -
Sinus Limbo 2 1 2 1 1 1 2 2 1 1 2 1 2 1 2 2 1 2 2 2 1 1
Coloragao 3 5 3 5 5 5 5 7 5 3 7 7 5 5 7 3 7 5 7 7 7 3
verde Limbo

Profundidade 5 - 5 - - - 7 5 - - 3 - 7 - 5 7 - 5 3 7 - -
Sinus Limbo

Bulado 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Pilosidade 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Comprimento 3 5 3 5 5 5 7 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 7
peciolo

Posicdo de 7 5 5 7 7 7 5 7 5 7 5 7 7 7 7 7 5 5 7 7 7 5
nectarios

*Largura maxima do l6bulo terminal ; HP=Hibrido Putativo; PC=Passiflora cincinnata; PQ=Passiflora quadrangularis
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i

Figura 24- Folhas dos maracujazeiros. (A) P. cincinnata (B) P.quadrangularis (C)
Hibrido Putativo HP20.Vitoria da Conquista-BA/UESB, 2012.
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Figura 25- Comparagdo de folhas de P.quadrangularis (a esquerda), Hibrido
Putativo HP20 (central), P. cincinnata (a direita).

Com relagdo aos valores das caracteristicas quantitativas, as médias
da largura maxima do 16bulo terminal ¢ do comprimento do peciolo dos
hibridos putativos analisados foram semelhantes aos genoétipos de Passilfora
cincinnata (Figura 24-25). Porém, as médias dos hibridos putativos 07 e 20,
para o comprimento do limbo foliar, foram superiores as médias do P.
cincinnata, estando proximo aos valores observados nos individuos P.
quadrangularis. A largura do limbo foliar dos hibridos putativos 09, 11, 13 ¢

20 foi semelhante aos genitores P. quadrangularis (Tabela 15).
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Tabela 15- Valores médios de indices morfologicos dos hibridos putativos de maracujazeiros, Vitoria da Conquista-BA/UESB,
2013.

Comprimento Limbo Largura Limbo LMLT Comprimento do peciolo
HP.1 97,48 89,86 16,15 10,62
HP.2 61,91 78,09 16,39 22,40
HP.3 66,14 77,86 15,64 18,26
HP.4 75,28 76,74 21,04 24,52
HP.5 72,34 78,70 18,13 21,97
HP.6 99,63 103,43 23,37 23,43
HP.7 117,48 144,18 31,43 47,08
HP.8 81,90 102,40 18,80 25,65
HP.9 94,53 125,44 24,43 30,24
HP.10 93,19 115,00 25,90 34,09
HP.11 94,51 122,83 28,50 23,65
HP.12 92,29 92,91 30,01 21,06
HP.13 105,96 127,61 25,81 30,27
HP.14 64,78 67,37 24,71 27,39
HP.15 90,77 89,24 18,82 33,75
HP.16 86,61 83,92 25,39 25,90
HP.17 93,44 94,23 21,07 31,54
HP.18 73,38 73,80 22,72 25,47
HP.19 98,38 111,55 29,44 35,35
HP.20 110,57 124,77 25,41 32,50
Média 88,52 98,99 23,15 27,25
Desvio-padrao 15,48 21,91 4,78 7,61
P. cincinnata 62,53 83,33 24,49 30,40
P. quadrangularis 156,70 124,50 - 40,70
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4.2 Analise citogenética

Todos os hibridos putativos analisados tiveram numero
cromossdmico igual aos genotipos de Passiflora cincinnata e Passiflora
quadrangularis, sendo constituido de células com 2x=18(Figura 26). Com
relagdo as bandas NOR, foram verificadas nos hibridos 02, 03, 04, 05, 06,
07, 08, 09, 10, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 duas regides organizadoras de
nucléolo, mesmo numero visto nos genitores Passiflora cincinnata e
Passiflora quadrangularis, porém, com tamanho similar aos gendtipos de
Passiflora cincinnata. O hibrido putativo 01 apresentou cinco regides que
organizam o nucléolo, diferindo-se dos demais (Figura 27). Os hibridos
putativos 11 e 20 foram similares aos outros, exceto o hibrido 01; no
entanto, revelaram duas regides de tamanhos diferentes, sendo uma
semelhante ao P.cincinnata e a outra ao P.quadrangularis (Figura 28)
(Tabela 16).

Tabela 16 - Numero cromossomico e numero de regides organizadoras do
nucléolo dos hibridos. Vitéria da Conquista-BA/ UESB, 2012.

Gendtipo NC(2n) Ag-NOR
HPO1 18 5 regides
HP02 18 2 regides
HPO3 18 2 regides
HP04 18 2 regides
HPO5 18 2 regides
HP06 18 2 regides
HPO7 18 2 regides
HP08 18 2 regides
HP09 18 2 regides
HP10 18 2 regides
HPI11 18 2 regides**
HP12 18 2 regides
HP13 18 2 regides
HP14 18 2 regides
HP15 18 2 regides
HP16 18 2 regides
HP17 18 2 regides
HP18 18 2 regides
HP19 18 2 regides
HP20 18 2 regides**

**Uma regido maior e outra regido menor
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Figura 26- (A) Metafase HPO1; (B) Metafase HP11; (C) Metafase HP19; (D)
Metafase HP20. Maracujazeiros. Fotos Britto, F.F. Vitoria da Conquista-BA/
UESB,2013

Britto, F.F.,2012

Figura 27 - (A) Cinco bandas NOR no HPO1; (B) Duas bandas NOR no HP19.
Maracujazeiros.Fotos Britto F.F. Vitoria da Conquista-BA/ UESB, 2013
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Figura 28- (A) Duas bandas NOR, uma maior e outra menor de HP11; (B) Duas
bandas NOR, uma maior e outra menor do HP20.Maracujazeiros. Vitoria da
Conquista-BA/ UESB, 2012

130



5. DISCUSSAO

5.1 Obtencao de dados morfologicos

A polinizagdo dupla, ocorrida para obtengdo das progénies,
corrobora com Payidn e Martin (1974), uma vez que estes nao
consideraram a autoincompatibilidade uma barreira em cruzamentos
interespecificos, sendo a falta de estimulo hormonal o principal
obstaculo a hibridacdo. Segundo estes autores, a aplicacdo de
substancias promotoras de crescimento no ovario conduziu a produgao
normal de frutos, o mesmo sendo conseguido pela técnica do ‘polen
mentor’, utilizando-se dois estigmas polinizados por outra espécie € o
terceiro por uma planta compativel da mesma espécie.

A caracterizagdo morfologica utilizada neste trabalho para
confirmacdo de hibridacdo compde o repertério dos descritores
botanicos, compreendendo os descritores referentes a coloragao,
propor¢ao e formato da planta e suas partes. Os descritores
morfoldgicos sdo exigidos para o registro e protecdo de cultivares,
sendo definidos pelo Servico Nacional de Protecdo de Cultivares
(SNPC) do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA,2008). Esses descritores sdo extremamente uteis para
apresentar ao agricultor os caracteres bioldgicos de interesse na
escolha da cultivar e para que a mesma nao seja comercializada por

terceiros sem autorizagao.

Os dados que aproximam os hibridos putativos do genitor
masculino P. quadrangularis apontam ocorréncia da hibridacdo. A
largura do limbo foliar e a coloragdo do ramo caulinar tiveram

percentuais elevados de semelhanca com a média dos genotipos de P.
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quadrangularis. Para Faleiro e outros (2008), sete descritores
contribuiram para a diferenciacao de hibridos de maracuja, sendo eles:
coloracdo do ramo, comprimento e largura do limbo foliar,
comprimento do peciolo, comprimento da sépala, didametro da corona
e coloracdo predominante do perianto (sépalas e pétalas), caracteres
utilizados neste trabalho. Segundo Nakasone e outros (1967), poucos
caracteres do maracujazeiro possuem estudos de herdabilidade,
principalmente aqueles de natureza quantitativa.

O comprimento do limbo foliar nos hibridos putativos 07 e 20,
por ser superior ao P. cincinnata ¢ com medida proxima ao P.
quadrangularis, indica expressao similar a este. Devido a largura do
limbo foliar das progénies hibridas 09, 11, 13 e 20, sugere-se
existéncia de potencial relagdo genética entre eles e o parental
quadrangularis. Crochemore, M.L. e outros (2003) informam que a
semelhanca de alguns caracteres encontrados num acesso, em
P.coccinea e em P.caerulea, leva-nos a supor que Passiflora sp. seja

resultado de um possivel cruzamento.

5.2 Analises citogenéticas

O género Passiflora ¢ pouco estudado citologicamente e os
trabalhos tém se limitado a contagem do nimero de cromossomos
(SNOW, 1993; MACDOUGAL, 1993). Em funcdo desta limitagao,
obter resultados adicionais como a quantidade de NOR, aumenta a
chance de conclusdes mais seguras.

O numero de cromossomos 2x=18 observado nas progénies,
resultantes dos cruzamentos de P.cincinnata e P.quadrangularis,

aponta similaridade entre a F1 e os parentais. Bruckner (1997) afirma
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que, quanto ao nivel de ploidia, a maioria das espécies sao diploides
(2n=12 oul8), existindo alta compatibilidade interespecifica em
cruzamentos dentro desse grupo.

A partir das informagdes citogenéticas de duas espécies de
plantas, pode-se prever a viabilidade de um possivel hibrido. A
introdu¢ao de genes pode ser incrementada por procedimentos
eficientes para a deteccdo de cromossomos ou segmentos
cromossomicos (JIANG e outros, 1994), pois o estado hibrido de uma
planta pode ser determinado pelo nimero somatico de cromossomos
(SETHI,1989).

A regularidade da mitose observada nos hibridos putativos,
apresentando um mesmo niimero cromossomico, favorece a formagao
de estruturas vegetativas e reprodutivas, uma vez que a divisdo
mitotica ocorre com as células somaticas e responde pela renovagao
tecidual, pelos fenomenos de regeneracdo e pelo desenvolvimento
organico (SOARES, 1971).

O encontro de bandas NOR em um mesmo niimero que nos
parentais, na maioria dos hibridos putativos, pode ser resultante da
heranga de apenas um genitor. A localizacdo de regides organizadoras
de nucléolo, constriccdes secundarias ou satélites, mediante
impregnacdo pela prata (Ag-NOR), ¢ importante para a identificacao
de cromossomos homologos e homeodlogos ou de relagdes de
parentesco entre espécies proximas, distinguindo possiveis rearranjos
cromossdmicos (SOARES-SCOTT e outros, 2005).

As técnicas de bandeamento cromossdmico expandiram os
horizontes da citogenética, ¢ a primeira aplicacdo do bandeamento

deu-se no pareamento cromossomico. Essas técnicas tém possibilitado
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compreender melhor as alteragdes cromossdmicas que se estabelecem
em cada gendtipo (GUERRA, 1988).

A presenca de 5 NOR no hibrido HPO1 pode sinalizar maior
atividade genomica neste individuo, demonstrando variabilidade.
Contudo, foram encontradas divergéncias em relacdo ao numero de
satélites. Em P. edulis, Mayeda e Vieira (1995) apontam dois satélites
e Soares-Scott ¢ outros (1999) trés.

Os hibridos HNP11 e HNP20, por analise das regides
organizadoras do nucléolo, sdo os individuos com maior chance de
defini¢do de hibridagdo, pois reunem bandas dos respectivos parentais,
podendo ser considerados como ndo putativos. Estudos citogenéticos
em hibridos interespecificos de Passiflora, tanto zigdticos como
somaticos, sio muito pouco frequentes. E importante considerar que a
maioria dos hibridos obtidos, mesmo os que ndao foram analisados
citogeneticamente, ¢ originada de progenitores com 2n = 18
(SOARES-SCOTT,1999) cromossomos, sempre envolvendo espécies
de interesse agronomico. Esses hibridos sexuais mostraram
compatibilidade interespecifica, j& que apresentaram alguma
fertilidade na parte masculina ou feminina.

Em fungdo da provavel origem dos individuos relatados neste
trabalho, podemos considerd-los hibridos putativos, a excecdo do
HNP11 e HNP20, como Franco e Hidalgo (2003), que apontaram
cruzamento Passiflora X Rosea com formacdo de hibridos putativos,
existindo necessidade de mais informagdes, especialmente molecular,

para que as inferéncias sejam mais precisas.
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6 CONCLUSOES

Houve diferengca morfoldgica dos hibridos putativos e os parentais,
bem como semelhanga entre essas progénies € o genitor masculino P.
quadrangularis.

Os hibridos ndo-putativos HP11 e HP20, por analise das regides
organizadoras do nucléolo, sdo os individuos com maior chance de defini¢éo

de hibridagdo, pois reinem bandas dos respectivos parentais.
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