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RESUMO

PRACA, Milene Miranda, M.S. Universidade Federal de Vigcosa, Julho de 2005.
Caracterizacdo dos cromossomos de maracuja (Passiflora edulis Sims f.
flavicarpa Deg.) com Giemsa, laranja de acridina e FISH. Orientador: Carlos
Roberto de Carvalho. Conselheiros: Luiz Sérgio Saraiva, Wagner Campos Otoni
e Claudio Horst Bruckner

Passiflora edulis f. flavicarpa € considerada a espécie mais importante do
género Passiflora, principalmente pelo seu interesse botanico, comercial e em
programas de melhoramento. Analises citogenéticas desta espécie revelaram
namero cromossdmico de 2n=18, porém, a caracterizacdo de seus Cromossomos
tem sido apresentada na literatura com dados conflitantes quanto a posicdo do
centrbmero, ao numero e localizacdo de constricbes secundarias e de regibes
organizadoras de nucléolo (RONs). Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi
adaptar metodologias que ampliassem a resolucdo das analises cromossémicas em
P. edulis f. flavicarpa. Mais especificamente, aplicar técnicas citogenéticas
convencionais e moleculares para determinar os aspectos morfolégicos dos
cromossomos e identificar as RONs. Os meristemas radiculares foram pré-tratados
com o blogueador mitético Amiprofos metil (APM), 3 miM, durante um periodo de 16
horas a 4 °C e fixados. As preparacfes citogenéticas foram realizadas pela técnica
de dissociacdo celular e secagem ao ar e submetidas a coloragdo convencional com
Giemsa, a coloracdo com o fluorocromo laranja de acridina e a metodologia de FISH
(Fluorescent in Situ Hybridization). As figuras cromossémicas foram observadas com
objetiva de imersdo e capturadas diretamente por uma videocamera acoplada ao
microscépio e a um computador. O blogueador mitético utilizado, juntamente com a
técnica aplicada, proporcionou acumulo de células prometafasicas e metafasicas
adequadas para andlise. Visualizaram-se nove pares de cromossomos bem

espalhados nas laminas, sem sobreposicdo e com constricdes primarias e
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secundarias definidas, facilitando assim a montagem dos cariogramas. As analises
do cariétipo revelaram comprimento médio dos cromossomos metafasicos de 3,75
mm (par 1) a 2,20 nm (par 9) e razdes de bracgos indicando que 0s cromossomos de
2 a 7 sdo metacéntricos e 0 1, 8 e 9 sdo submetacéntricos. Observou-se a presenca
de constricdo secundaria na por¢cao subterminal do brago longo dos cromossomos 1
e 8 e porcao subterminal do brago curto dos cromossomos 2 e 7, sendo que, na
literatura, o nUmero dessas constricdes variou de um a trés em preparacdes obtidas
pela técnica de esmagamento. Com o fluorocromo laranja de acridina, foram
observadas regides emitindo fluorescéncia verde-amarelada no braco curto do
cromossomo 7 e no brago longo do cromossomo 8, evidenciando dois cromossomos
gue apresentaram constricdo secundaria. A técnica de FISH, com a utilizacdo de
sonda de rDNA 18S, revelou quatro marcacfes fluorescentes em nucleos
interfasicos e marcacbes fluorescentes nos mesmos pares cromossdmicos
marcados com laranja de acridina, em metéfase. As marcacdes obtidas com o
fluorocromo correspondem em numero e localizagdo dos sitios de rDNA 18S,
indicando que somente duas das quatro constricbes secundarias encontradas com a
coloracdo de Giemsa estdo relacionadas com RON. Assim, considerando que
diferencas intraespecificas e de ecotipos ndo estejam envolvidas nas diferencas
morfolégicas pesquisadas, as metodologias aplicadas corroboraram a ampliacao da
resolucéo do cariétipo de P. edulis f. flavicarpa. Evidenciou-se, portanto, diferencas
na posicdo do centrdbmero, nimero e localizacdo das constricées secundarias e das

RONSs, quando comparadas aos resultados encontrados na literatura.



ABSTRACT

PRACA, Milene Miranda, M.S. Universidade Federal de Vigcosa, July, 2005.
Characterization of passion fruit (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg.)
chromosomes using Giemsa, acridine orange and FISH.Adviser. Carlos
Roberto de Carvalho. Committee members: Luiz Sérgio Saraiva, Wagner Campos
Otoni and Claudio Horst Bruckner

Passiflora edulis f. flavicarpa is considered the most important species from
the genus Passiflora, mainly because of its botanical and commercial interests, as
well as for breeding programs. Cytogenetical analyses of this species have revealed
a chromosomic number of 2n=18, however, its chromosome characterization in the
literature has been conflicting concerning the centromere position, the number and
localization of secondary constrictions and of nucleolus organizer regions (NORS). In
this context, the goal of the present work was to adapt methodologies that would
amplify the resolution of the chromosomic analyses in P. edulis f. flavicarpa. More
especifically, to apply conventional and molecular cytogenetical techniques in order
to determine the morphological aspects of the chromosomes and identify the NORs.
Root meristems were pre-treated with the mitotic blocker Amiprophos-methyl (APM),
3 uM, for 16 h at 4 °C and then fixated. The cytogenetic preparations were done
using the cell dissociation and air-drying technique, followed by the conventional
staining with Giemsa, staining with the fluorochrome Acridine Orange and the FISH
(Fluorescent in Situ Hybridization) methodology. The chromosomic figures were
observed with objective of immersion lenses and captured directly by a videocamera
connected to the microscope and to a computer. The employed mitotic blocker,
associated to the applied technique, provided the accumulation of prometaphase and
metaphase cells adequate to analysis. It was possible to visualize nine pairs of
chromosomes well-dispersed on the slides, without overlapping and showing well

defined primary and secondary constrictions, so enabling the easier assembly of the
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karyograms. Analyses of the karyotype revealed a mean metaphasic chromosome
length ranging from 3.75 um (pair 1) to 2.20 um (pair 9) and arm ratios indicating that
the chromosomes from 2 to 7 are metacentric, while 1, 8 and 9 are submetacentric.
The presence of secondary constrictions was observed on the subterminal portion of
the long arm of chromosomes 1 and 8, and on the subterminal portion of the short
arm of chromosomes 2 and 7, while in the literature, the number of these
constrictions varied from one to three in preparations obtained with the squash
technique. With the fluorochrome Acridine Orange, regions were observed emitting
green-yellowish fluorescence on the short arm of chromosome 7 and on the long arm
of chromosome 8, this way evidencing two chromosomes which presented secondary
constriction. The FISH tecnnique, with use of 18S rDNA probe, revealed four
fluorescent marks in interphasic nuclei and fluorescent marks on the same
chromosome pairs marked in metaphase with Acridine Orange. The marks obtained
with the fluorochrome correspond in number and position of the 18S rDNA sites, thus
indicating that only two of the four secondary constrictions identified with the Giemsa
coloration are related to NOR. Hence, considering that intraspecific and ecotype
differences are not involved in the researched morphological differences, the applied
methodologies reasserted the resolution amplification of the P. edulis f. flavicarpa
karyotype. Therefore, differences on the centromere position, number and
localization of the secondary constrictions and of the NORs were verified, when

compared to results found on the literature.
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1- INTRODUCAO

O género Passiflora € o maior da familia Passifloraceae, sendo formado por
aproximadamente 530 espécies tropicais e subtropicais (VANDERPLANK, 1996;
CERVI, 1997; LUCAS, 2002). Originou-se na América tropical e apresenta mais de
150 espécies nativas do Brasil (LIMA et al., 1999). Dentre as principais espécies do
género, destaca-se 0 maracuja-amarelo, P. edulis f. flavicarpa, em virtude de seu
interesse botanico, comercial e em programas de melhoramento. Analises
citogenéticas desta espécie revelaram namero cromossoémico de 2n=18 (STOREY,
1950; SOARES-SCOTT, 1998); entretanto, a caracterizacdo de seus cromossomos
ainda ndo esta bem estabelecida. Os relatos disponiveis na literatura séo
conflitantes quanto a posicdo do centrébmero, ao nimero e localizacdo de constricbes
secundarias e de regides organizadoras de nucléolo (RONs) (OLIVEIRA, 1996;
MAYEDA, 1997; SOARES-SCOTT, 1998; CUCO et al., 2003; MELO e GUERRA,
2003).

Segundo Lopes (1991) e Oliveira (1996), o cariétipo de P. edulis f. flavicarpa é
simétrico quanto a posicdo do centrbmero. Entretanto, Soares-Scott (1998)
apresentou razdes de bracos com medidas indicando que os cromossomos 1, 2, 3,
5, 6, 8 e 9 sdo metacéntricos, enquanto 0 4 e o 7 sdo submetacéntricos.

O numero e a localizacdo das constricdes secundarias presentes no cariotipo
de P. edulis f. flavicarpa também tém apresentado discordancia, quando relatados
por diferentes autores. Oliveira (1996) encontrou apenas uma constricdo secundaria
no braco longo do cromossomo 8. Mayeda (1997) e Cuco et al. (2003) relataram a
presenca de constricdo secundaria no braco longo dos cromossomos 8 e 9,
enquanto Soares-Scott (1998) também encontrou duas constricdes, porém, no brago
longo dos cromossomos 4 e 7. Segundo Soares-Scott et al. (1999), citados por

Souza (2002), o cariétipo do maracujd-amarelo apresenta, pelo menos, trés
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constricdbes secundarias, porém a autora ndo especificou a localizacdo de tais
constricdes.

Em Passiflora edulis f. flavicarpa, as RONs tém sido evidenciadas por
diferentes metodologias, porém com diferentes resultados. Com o método de
bandeamento Ag-NOR, Mayeda (1997) evidenciou RONs nas constricoes
secundarias dos cromossomos 8 e 9. Aplicando a técnica de FISH, Melo e Guerra
(2003) observaram sitios de rDNA 45S no braco longo dos cromossomos 7 e 9, e
rDNA 58S localizado no braco longo do cromossomo 5.

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

para analise do cari6tipo desta espécie.

Os objetivos especificos foram:

- Tratar os meristemas radiculares com diferentes substancias antimitoticas, em
diferentes concentracbes, tempo e temperatura, para obtencdo de
cromossomos morfologicamente adequados para estudos citogenéticos;

- Aplicar técnicas de dissociacao celular e secagem ao ar, que possam ampliar
a resolucao de estudos concernentes aos aspectos morfolégicos do cariotipo;

- Reavaliar o cari6tipo, quanto ao numero e localizacdo de constricdes
secundarias;

- Aplicar a coloracdo com laranja de acridina e a técnica de FISH, para

identificacdo de eventuais RONSs.



2- REVISAO DE LITERATURA

2.1- Caracteristicas gerais do género Passiflora

O género Passiflora (Passifloraceae) é formado por 24 subgéneros e
aproximadamente 530 espécies, sendo as plantas que produzem o maracuja
aguelas de maior importancia econémica (CERVI, 1997; SOUSA e MELETTI, 1997).

A planta do maracujazeiro apresenta-se como trepadeira herbacea ou lenhosa
de grande porte, podendo atingir uma altura superior a 10 metros. O caule na base é
lenhoso e bastante lignificado, sendo que o teor de lignina diminui a medida que se
aproxima do apice da planta. Pode apresentar-se, também, como ervas e arbustos
de hastes cilindricas ou quadrangulares, angulosas, suberificadas, glabas ou pilosas,
dependendo da espécie botanica. A partir do caule, surgem as gavinhas, folhas,
gemas vegetativas e reprodutivas além das bracteas (TEIXEIRA, 1994; SILVA e
SAO JOSE, 1994).

As folhas sdo simples, alternadas, comumente ovadas, elipticas, lobadas ou
digitadas. Em sua base, as folhas apresentam bracteas foliaceas bem desenvolvidas
e gavinhas, que sustentam a planta (SILVA e SAO JOSE, 1994; RUGGIERO et al.,
1996). As flores do maracujazeiro sdo hermafroditas e os estames aparecem em
namero de cinco, presos a um androginéforo colunar bem desenvolvido. As anteras
sdo grandes e apresentam grande numero de grdos de polen amarelos e pesados,
dificultando a polinizacao pelo vento. A parte feminina € representada por um ovario
supero, globoso, ovéide ou cilindrico, monolocular e multiovalado, estiletes em
namero de trés com estigmas livres. As flores abrem-se uma Unica vez por volta das
12h, permanecendo assim até o inicio da noite, devendo ser polinizadas neste
periodo para que haja formacéao de frutos (MANICA, 1981; RUGGIERO et al., 1996).



Na maioria das espécies de Passiflora, a polinizacdo € cruzada e realizada
por agentes polinizadores. A polinizacdo € realizada principalmente por insetos,
como as mamangavas do género Xylocopa, nas espécies Passiflora. alata, P.
amesthystina, P. miersii (KOSCHNITZKE, 1993) e P. edulis (COLBERT e WILLMER,
1980), por abelhas do género Ptiglossa, em P. foetida (JANZEN, 1968), por vespas
em P. suberosa e mariposas em P. capsularis (KOSCHNITZKE, 1993). Pode ser
realizada, também, por beija-flores em P. vitifolia (JANZEN, 1968) e P. coccinea
(BENSON et al., 1975), assim como por borboletas do género Heliconius, em P.
kermesina e P. coccinea (JANZEN, 1968). Na auséncia de insetos polinizadores, ha
necessidade de polinizacdo artificial, cujo beneficio a frutificacdo é inquestionavel
(SOUZA e MELETTI, 1997).

Os frutos do maracujazeiro sao do tipo baga, com tamanho e forma variados,
geralmente ovais ou subglobulosos com 4-12 cm de comprimento e 4-7 cm de
diametro. Uma polpa mucilaginosa envolve as sementes, que sao ovais e compridas,
numerosas, com testa endurecida de aspecto reticulado e arilo sacciforme ou
membranoso (MARTIN e NAKAZONE, 1970; SILVA e SAO JOSE, 1994).

2.2- Importancia econémica do maracuja

No Brasil, o cultivo do maracujazeiro em escala comercial teve inicio na
década de 1970, com a espécie P. edulis Sims f. flavicarpa Deg., também conhecida
como maracuja-amarelo ou maracujd-azedo (ANDRADE, 2003). Além de seu valor
ornamental, esta espécie apresenta valor medicinal, pois as folhas e o fruto contém
passiflorina e maracujina, que sdo sedativos naturais. O cha preparado com as
folhas tem efeito diurético. Seu uso principal, no entanto, estd na alimentacao
humana, em forma de sucos, doces, geléias, sorvetes e licores, sendo rico em
vitamina C, célcio e fésforo (LIMA et al., 1999).

Brasil, Colémbia, Peru e Equador, sdo os paises considerados como
principais produtores de maracujd. O mercado internacional de suco concentrado e
polpa de maracuja é dominado pelo Equador, Colémbia e Peru, que surgem como
grandes exportadores. Os principais paises importadores de suco e polpa de
maracuja sdo Alemanha e Holanda. Quanto ao mercado de fruto in natura, os paises
africanos séo os maiores produtores dos frutos de cor roxa, enquanto os paises sul-
americanos sao os maiores produtores dos frutos de cor amarela. Os principais

paises importadores sdo o Reino Unido, Franca e Bélgica. O Brasil destaca-se como
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o principal produtor e consumidor mundial de maracuja (LUCAS, 2002; ANDRADE,
2003).

A espécie mais cultivada no Brasil € Passiflora edulis f. flavicarpa, por ser
mais vigorosa, mais adaptada aos dias quentes e apresentar frutos de maior
tamanho. Em seguida estd o maracuja-roxo (Passiflora edulis Sims), cultivado em
locais de maior altitude e clima mais frio, e 0 maracuja-doce (Passiflora alata
Dryand), utilizado como fruta fresca (LIMA et al., 1999).

Segundo Andrade (2003), o agronego6cio do maracujd no Brasil gera,
anualmente, R$ 500 milh6es e emprega 250.000 pessoas, gerando de cinco a seis
empregos diretos e indiretos por hectare. A cultura € bem aceita pelos pequenos
produtores rurais, por ser uma atividade que gera renda em areas relativamente
pequenas, em comparacdo com outras culturas, além de possibilitar um rapido
retorno dos investimentos. A cultura esta presente em, praticamente, todas as
regibes do pais, sendo o Para, a Bahia, Sdo Paulo, Sergipe, Minas Gerais e Goias
0s principais estados produtores (AGRIANUAL, 2004).

Na década de 70, a comercializagdo do produto baseava-se apenas no
mercado in natura. Nos anos 80, as industrias extratoras de suco estimularam a
expansao da cultura e o mercado do produto industrializado. De 1990 a 2000, a
produtividade do maracuja-azedo no Brasil apresentou queda, passando de 12,5 t/ha
para 9,9 t/ha, o que corresponde a uma reducao de 21%. A explicacdo para essa
reducdo na produtividade esta relacionada a problemas fitossanitarios, como a
virose do endurecimento do fruto (Passion fruit Woodiness Virus), antracnose
(Colletotrichum gloeosporioides), bacteriose (Xanthomonas axonopodis pv.
passiflorae), verrugose (Cladosporium spp.), morte precoce, fusariose ou murcha
(Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae), podriddo-do-pé (Fusarium solani) e outros
(ANDRADE, 2003).

A hibridacéo interespecifica por meio de cruzamentos controlados tem sido
uma alternativa na busca de resisténcia a doencas, principalmente considerando a
susceptibilidade a doencas da espécie comercial mais cultivada Passiflora edulis f.
flavicarpa (SOARES-SCOTT, 1998).

Uma técnica também utilizada para obtencéo de hibridos interespecificos é a
hibridacdo somaética. O isolamento de protoplasto, o desenvolvimento de cultura e
fusdo de protoplastos, com regeneragcao de plantas, foram otimizados em algumas
espécies de Passiflora (SOARES-SCOTT, 1998). Otoni et al. (1995) obtiveram
alopolipléides via hibridacdo somatica entre P. edulis f. flavicarpa e P. incarnata.
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Estas técnicas permitem que sejam ultrapassadas as barreiras genéticas existentes
Nnos maracujazeiros entre espécies sexualmente incompativeis, aumentando a
variabilidade genética, além da possibilidade de manutencdo e multiplicacdo de
alguns gendtipos desejados.(SOARES-SCOTT, 1998).

2.3- Importancia da citogenética

A citogenética fornece informacgfes acerca da organizacdo gendmica, sendo
indispensavel na contagem e observagdo da morfologia de cromossomos mitéticos e
meidticos, bem como no estabelecimento de padrdes cariotipicos (SYBENGA, 1992;
CZEPULKOWSKI, 2001). O estudo morfolégico dos cromossomos permite
comparacbes entre categorias taxon6micas detectando possiveis variacfes
existentes, principalmente no comprimento absoluto, na posi¢cao do centrdmero, na
presenca de satélites e constricdes secundarias (MAYEDA, 1997). A determinacédo
do numero cromossébmico de espécies vegetais, a geracdo de dados
cariomorfolégicos e os padrdes de bandeamentos tém fornecido subsidios
importantes para o entendimento dos eventos envolvidos na evolugdo e na
sistematica (ARORA e MADHUSOODANAN, 1981; BERTAO, 1993). Assim, estudos
citogenéticos tém contribuido, significativamente, para os conhecimentos na area de
genética, evolucdo e melhoramento de plantas e animais (SINGH, 1993; BOREM et
al., 2002).

A citogenética compreende o estudo dos cromossomos isolados ou em
conjunto, condensados ou distendidos, tanto no que diz respeito a sua morfologia,
organizacdo, funcdo e replicacdo quanto a sua variacdo e evolucdo (GUERRA,
1988). O progresso nesta area foi acompanhado, pelos avancos nos equipamentos
de microscopia, como também pela evolucdo nos procedimentos de pré-tratamento,
fixacdo, coloracdo, bandeamento e hibridizacdo in situ, que possibilitaram detalhar a
morfologia e estrutura dos cromossomos (MacGREGOR, 1993; GUERRA, 2004).

2.3.1- Aspectos citogenéticos do género Passiflora
De acordo com Melo e Guerra (2001), as espécies de Passiflora podem ser

divididas em quatro grupos considerando o niamero basico de cromossomos: x=6,

x=9, x=10 e x=12. Segundo este autor, muitas séo dipldides, com 2n=12, 2n=18 ou



2n=20, embora alguns tetrapléides (2n=24), hexapldides (2n=36) e octaploides
(2n=72) sejam encontrados.

O numero béasico de cromossomos € representado pelo menor numero
hapléide de uma serie polipldide, conforme Sinoto e Sato (1940), citados por Rieger
et al. (1991). Porém, diferentes nimeros basicos tém sido propostos para o género
Passiflora sem um claro entendimento da variacdo e relacao filogenética entre as
espécies (SNOW e MacDOUGAL, 1993). Melo e Guerra (2001), revisando a
citotaxonomia do grupo, considerou x=6 o0 numero basico principal e x=9, x=10 e
x=12 numeros basicos secundarios. O menor numero hapléide, x=6, sugere a
ocorréncia de poliploidia durante a evolucdo do género (MELO e GUERRA, 2003).
Uma possivel triploidia foi sugerida para a origem das espécies com 2n=18, que
representam as espécies horticulturalmente importantes, inclusive Passiflora edulis f.
flavicarpa (STOREY, 1950; LOPES, 1994, citados por SOARES-SCOTT, 1998).
Entretanto, Melo e Guerra (2001), sugeriram que o niumero x=9 seria derivado de x=
6 por poliploidia (de x=6 a x=12) seguida de disploidia reducional (x=12 a x=9),
considerando, dessa forma, as espécies com 2n=18 diploides.

Em Passiflora, a analise de cariétipos tem possibilitado a observacao de
diferencas na morfologia dos cromossomos entre subgéneros e secoes, baseada em
namero e posicdes de satélites, constricdes secundarias, nUmero e comprimento de
cromossomos e posicdo do centrbmero (MAYEDA, 1997). Os estudos cariotipicos
tém revelado que as espécies possuem cromossomos, basicamente, metacéntricos
e submetacéntricos, com simetria variavel (BEAL, 1972; VIEIRA et al., 1997).
Mayeda (1997) considerou o subgénero Plectostemma como o mais derivado do
género Passiflora por apresentar o cariétipo mais assimétrico. Estudos envolvendo
bandeamento Ag-NOR, realizados por essa autora, revelaram que, em algumas
espécies, ha mais de um par de cromossomos portadores de regiées organizadoras
de nucléolos, como observado em P. coccinea. Neste caso, 0s numeros de
constricdes secundarias, satélites e nucléolos ndo apresentam correspondéncia por
meio de coloracdo convencional.

Melo e Guerra (2001) realizaram bandeamento CMA-DAPI em oito espécies
de Passiflora, e observaram de um a trés pares de blocos CMA positivas, mas nao
encontraram heterocromatina DAPI positiva. Esses autores investigaram ainda, a
variabilidade dos sitios de rDNA 5S e 45S em 19 espécies de Passiflora, e

observaram que as espécies dipldéides com x=6 geralmente apresentam apenas um



par de sitios de rDNA 45S e 5S, enquanto aquelas com x=9 e x=10 frequentemente
apresentam mais de um par de sitios de rDNA 45S e apenas um par de rDNA 5S.

Em P. edulis f. flavicarpa (2n=18), andlises do cari6tipo revelaram valores
médios de comprimento dos cromossomos metafésicos variando de 3,33 um (par 1)
a 1,67 um (par 9), totalizando um comprimento para o complemento hapléide de
21,59 pm (SOARES-SCOTT, 1998). Segundo essa autora, as razOes de bracos
indicaram que os cromossomos de numero 1, 2, 3, 5, 6, 8 e 9 sdo metacéntricos,
enquanto que os de nimero 4 e 7 sdo submetacéntricos.

Variagcdes no numero e localizacdo de constricbes secundarias presentes no
cariétipo de P. edulis f. flavicarpa vém sendo também encontradas por diferentes
autores. Oliveira (1996) encontrou uma constricdo secundaria no cromossomo 8 da
espécie; Mayeda (1997) e Cuco et al. (2003) relataram a presenca de constricbes
secundarias nos cromossomos 8 e 9, enquanto Soares-Scott (1998) identificou estas
constricdes nos bragos longo dos pares cromossémicos 4 e 7. Melo e Guerra (2003)
observaram sitios de rDNA 45S nos cromossomos 7 e 9, e rDNA 5S localizado no
braco longo do par cromossdmico de numero 5. Segundo Mayeda (1997), tais
diferencas podem ocorrer em virtude da qualidade de preparacdo das amostras, 0
gue impossibilita a revelacéo clara da morfologia dos cromossomos.

2.3.2- Bandeamento cromossdmico

O bandeamento cromossémico € uma ferramenta utilizada na diferenciacao
longitudinal e identificacdo dos pares de homologos e segmentos cromossdmicos
(RICHER e DROUIN, 1990; SHARMA e SHARMA, 1999). Esta metodologia vem
sendo aplicada, principalmente, pelo fato de as técnicas convencionais de coloragéo
nao permitirem a diferenciacdo dos cromossomos com morfologia semelhante
(JAUHAR, 1996).

Desde a primeira demonstracdo de bandeamento diferencial em
cromossomos de plantas, muitas variacdes tém surgido (MURRAY, 1994). Estas
incluem tratamentos com acidos, &lcalis e uma variedade de tampbes e
temperaturas, que contribuirdo para a identificacdo de uma regido especifica do
cromossomo (SUMNER, 2003).

Os bandeamentos formam padrdes distintos, que permitem a identificacdo de
pares individuais de cromossomos, sendo aplicados a estudos evolutivos, a

citogenética clinica e ao mapeamento genético. Certos tipos de bandeamento
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dependem de reagentes de alta especificidade, tais como enzimas e sequéncias de
acidos nucléicos, a fim de marcar especificamente proteinas e sequéncias de DNA
(SUMNER, 1990; BICKMORE e CRAIG, 1997).

Em plantas, o bandeamento cromossdmico € particularmente importante na
analise de cariétipos de hibridos interespecificos, em que € possivel reconhecer, na
célula hibrida, os cromossomos de cada espécie parental. Torna-se importante
também, por contribuir para uma melhor compreensdo sobre as alteracfes
cromossémicas que se estabelecem no cariétipo das espécies estudadas (JAUHAR,
1996; GUERRA, 1988).

2.3.2.1- Bandeamento Ag-NOR

O bandeamento com nitrato de prata (bandeamento Ag-NOR) detecta
nucléolos em nucleos interfasicos e regides organizadoras nucleolares (RONs) em
cromossomos metafasicos (HIZUME et al., 1980, citados por BRASILEIRO-VIDAL et
al., 2003). Sendo um método classico, é adotado comumente para identificacdo
dessas regioes (KAVALCO e PAZZA, 2004).

As RONSs estdo em regides cromossOmicas de sequéncias de DNA repetidas,
gue codificam para rRNA 18S-5.85-26S (18S-26S) (BESENDORFER et al., 2002).
Esses rRNAs sdo processados a partir de um transcrito primario, produzido pela
RNA polimerase |, e 100 a 1000 cépias estdo presentes em longas repeticdes em
tandem, sendo as plantas portadoras dos maiores numeros de coépias, em
comparacdo a outros eucariotos (PEDROSA et al.,, 1997, citados por SUMNER,
2003).

Citologicamente, estas regides estéo localizadas em constricdes secundarias
nos cromossomos metafasicos e na fase de teléfase-intérfase séo responsaveis pela
formacdo do nucléolo (SATO et al., 1980; LANGER e KOUL, 1983). As RONs sao
geralmente, flanqueadas por heterocromatina constitutiva de varios tamanhos e
podem ser detectadas e caracterizadas por técnicas de bandeamento diferencial
(von KALM e SMYTH, 1984; BESENDORFER et al., 2002).

A outra estrutura evidenciada pela prata € o nucléolo, que consiste de trés
componentes principais - centro fibrilar, componente fibrilar denso e um componente
granular — e, em adicao, encontra-se um esqueleto com proteinas especificas ao
redor do cortex (SUMNER, 2003).



A técnica de bandeamento Ag-NOR consiste na impregnacdo do nitrato de
prata as proteinas nucleolares (GOESSENS, 1984, citado por KAVALCO e PAZZA.,
2004). Na regido organizadora do nucléolo, a prata reage com proteinas acidas que
se ligam ao rRNA recém-sintetizado de tal modo que, apenas, as RONs ativas séao
especificamente detectadas por esta coloracdo (HOWELL, 1977; SCHMID et al.,
1977; SATO et al.,, 1980; SCHWARZARCHER et al.; 1980). Segundo Sumner
(2003), seis proteinas impregnadas pela prata sdo retidas nos cromossomos, as
guais incluem uma ou mais subunidades da RNA polimerase | e fatores de
transcri¢ao.

As RONSs sao os locos genéticos mais estudados na citogenética, em funcgao
de suas peculiaridades e estrutura. Sao observadas em, pelo menos, um dos
cromossomos do conjunto hapléide das espécies e podem apresentar grande
variagdo em numeros, tamanhos e localizacdo (GUERRA, 1988).

A identificacdo e localizacdo das regides organizadoras nucleolares € uma
importante ferramenta em estudos evolutivos, pois auxilia a diferenciagcdo de
cariotipos intraespecificos e interespecificos (GALETTI Jr., 1998), bem como os
estudos de rearranjos cromossdmicos, além de andlises de funcionamento e
organizacdo dos genes rDNA (DOVER, 1982, citado por HABERER et al., 1996).
Segundo esses autores, as RONs constituem um sistema util em pesquisas com fins
evolutivos em plantas superiores, porque as regides codificadoras presentes no
rDNA repetitivo séo altamente conservadas entre as espécies, e as regides
espacadoras também sdo conhecidas por permanecerem homogéneas ao longo da
evolucéo.

Embora o método de coloracdo com nitrato de prata tenha sido amplamente
utilizado, a introducdo da técnica de FISH (hibridizacéo in situ fluorescente) com o
advento da era molecular, passou a ser considerada como o0 método mais especifico
para identificacdo de RONs (SUMNER, 2003).

2.3.2.2- Coloragéo com laranja de acridina (L.A.)

Laranja de acridina € um fluorocromo catiénico, que se liga ao DNA por
intercalacéo entre os pares de bases adjacentes e por interacao eletrostatica com os
grupos fosfatos deste acido nucléico (SAKODA et al.,, 1971, citados por SATO,
1988). Em condicdes controladas, esse fluorocromo é capaz de diferenciar fitas

simples e duplas presentes. Isto ocorre pelas diferentes cores emitidas, pois, quando
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se liga a fita simples, emite fluorescéncia vermelho-alaranjada e, quando se liga a
fita dupla, emite fluorescéncia verde-amarelada (SATO, 1988).

A coloracdo com laranja de acridina é bem estabelecida na citogenética
humana e tem evidenciado um padrdao de bandeamento reverso (RFA) aos
bandeamentos Q e G (VERMA e LUBS, 1975, 1976). O bandeamento RFA produz
variacdes na intensidade de coloracdo ao longo dos cromossomos (Hsu, 1974,
citado por SUMNER, 1990), destacando-se pela marcacdo evidente das regides
teloméricas (CLARK e WALL, 1996).

Segundo Almeida e Carvalho (2004), a técnica de RFA aplicada em
cromossomos de pimentdo e milho evidenciou um padréo de bandeamento diferente
daqueles ja bem consolidados na citogenética humana. Nessas plantas, as bandas
foram localizadas na regiao de constricdo secundaria, o que demonstra nao tratar-se
de bandas reversas. Neste caso, a nomenclatura RFA foi substituida por Hsc-FA
(bandeamento fluorescente da heterocromatina associada a constricdo secundaria
com o uso de laranja de acridina). Nessa pesquisa, foi interpretado que o padrao de
bandeamento Hsc-FA, obtido em duas constricdes secundarias em pimentao, esta
associado a RON, considerando-se que essa regido apresentou, analogamente, a
banda Hsc-FA positiva na constricdo secundaria no braco curto do cromossomo 6 de
milho, utilizado como padrdo. A presenca dessas bandas nos cromossomos 5 e 11
de Capsicum, indicou que o bandeamento com laranja de acridina néo diferenciou a
RON ativa da inativa, pois, segundo esses autores, apenas 0 cromossomo de
ndamero 11 apresenta RON ativa. Portanto, este bandeamento possui caracteristicas
diferentes do bandeamento realizado com nitrato de prata, que evidencia apenas
RON ativa (SATO et al., 1980).

A resposta diferenciada de fluorescéncia do laranja de acridina foi utilizada
também em outras espécies vegetais, conforme relatado por Sato (1988). Esse autor
associou a coloracéo desse fluorocromo ao pré-tratamento com bandeamento-C em
cromossomos de Vicia faba, Allium fistulosum, Chrysanthemum coronarium, Lycoris
aurea e Nothoscordum fragrans. Os resultados encontrados evidenciaram a
heterocromatina associada as constricdes secundarias presentes nos cromossomos
dessas plantas. Segundo o autor, essas regides foram facilmente distinguidas dos
outros segmentos cromossOmicos, pois, apresentaram coloracdo verde-amarelada,
em contraste com a coloracdo laranja a laranja amarelada dos segmentos

eucromaticos de algumas espécies e vermelho-alaranjado de outras.
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O fluorocromo laranja de acridina também tem sido utilizado para outras
finalidades como, por exemplo, na identificacdo de reticuldcitos e eritrécitos de ratos
infectados com parasita Plasmodium yoelii (XU e CHAUDHURI, 2005). Nesse
trabalho, a maturidade das células infectadas foi avaliada pela diferenciacdo de
cores emitidas pelo DNA e RNA, nos diferentes estagios de anemia causada pelo

parasita.

2.3.2.3- Hibridizagao in situ fluorescente

Segundo Guerra (2004), a técnica de hibridizacdo in situ consiste no
pareamento de determinado segmento de DNA ou RNA com uma sequéncia de
nucleotideos complementar situada dentro da célula. O objetivo é verificar se a
célula possui esta sequéncia e qual sua exata localizacdo. Para visualizar o
segmento de DNA ou RNA de interesse, é necessario que ele esteja identificado
com uma sonda para detectar a sequéncia complementar de nucleotideo. A técnica
baseia-se no fato que o DNA é formado por duas fitas complementares, as quais
podem ser separadas em fitas simples, ou desnaturadas e, posteriormente,
renaturadas, voltando ao estado de fita dupla. Durante a renaturagdo do DNA
cromossémico, caso haja sonda disponivel no meio em torno do cromossomo, as
cbpias da sonda competirdo com as fitas do DNA cromossdmico e poderdo ser
hibridizadas in situ, isto é, no sitio exato onde aquela sequéncia ocorre naturalmente.

Esta técnica foi utilizada pela primeira vez por Gall e Pardue (1969), para
analises cromossémicas e por Buongiorno-Nardelli e Amaldi (1969) em cortes
histolégicos. A alta especificidade e o aprimoramento das técnicas utilizadas nos
anos posteriores permitiram modificar a técnica inicial em algo mais informativo,
sendo aplicada na area da biologia do desenvolvimento, citotaxonomia, citogenética
clinica e melhoramento genético (GUERRA, 2004).

A técnica de FISH (Fluorescent in situ hybridization) tem ampliado,
consideravelmente, o nivel de analise e o0 campo de atuacéo da citogenética vegetal
(PEDROSA-HARAND e GUERRA, 2004). Segundo esses autores, a maioria das
espécies vegetais tem cromossomos de tamanho e morfologia muito semelhantes, o
gue dificulta a identificagcdo de cada cromossomo com coloracdo convencional.

A localizagédo de sequéncias especificas de DNA por FISH tem sido utilizada
como parametro, em diferentes estudos em espécies vegetais. A utilizacdo de

sondas de rDNA, por exemplo, tem sido util em estudos evolutivos e taxonbmicos
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(MELO e GUERRA, 2003), em programas de melhoramento (BRASILEIRO-VIDAL et
al., 2003), além da identificacdo do nivel de ploidia (D’ HONT et al., 1998). Sondas
construidas com trés tipos de rDNA tém sido comumente utilizadas, com esses
objetivos, em diferentes espécies. Com sondas 18S, Montijn et al. (1998)
identificaram essa regido nos cromossomos de Petunia hybrida, em estudos de
diferentes fases do ciclo celular. Com sondas de rDNA 45S e 5S, Brasileiro-Vidal et
al. (2003) identificaram essas regides em cromossomos de Thinopyrum ponticum.
Esses dados, juntamente com o padrdo de hibridizacdo de sequéncias
complementares a sondas pAsl e pScl, auxiliaram a identificacdo de grupos
cromossOmicos inteiros ou segmentos cromossdmicos, em linhagens melhoradas de
trigo comum X Th.ponticum. Sondas de rDNA 45S foram utilizadas, também, por
Marcon et al. (2005), juntamente com fluorocromos base especificos, como a
cromomicina A3, a distamicina e DAPI (4’,6-diamidino-2-fenil-indol), em estudos
visando ao acompanhamento de mudancas evolutivas no cariétipo de espécies do
género Selaginella.

Melo e Guerra (2001), realizaram estudos de ploidia em espécies silvestres e
cultivadas de Passiflora, nas quais predominam os nimeros cromossdmicos basicos
x=6 e x=9, ambos aparentemente dipléides com uma variacdo devida a disploidia.
Nesse trabalho, foi sugerido que o niumero x=9 seria derivado de x=6 por poliploidia
(de x=6 a x=12) seguida de disploidia reducional (de x=12 a x=9) e nao diretamente
por disploidia ascendente de x=6 a x=9. A analise dos sitios de rDNA 5S e 45S em
19 espécies mostrou que, em média, 0 nimero de sitios ribossomais é mais alto no

grupo com x=9, refor¢cando a hip6tese da origem deste grupo por poliploidia.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1- Material

As sementes de Passiflora edulis f. flavicarpa foram adquiridas,
comercialmente, da empresa ISLA PAK. As analises citogenéticas foram realizadas
no Laboratério de Citogenética e Citometria Vegetal, localizado no Departamento de
Biologia Geral da Universidade Federal de Vicosa (UFV). A marcagcao da sonda por
meio da técnica de FISH foi realizada no Laboratério de Seqiiénciamento e Analise
de Fragmentos de DNA, localizado no Instituto de Biotecnologia Aplicada a
Agropecuaria (BIOAGRO)- UFV.

3.2- Métodos

3.2.1- Germinacao das sementes e pré-tratamento e fixacéo das raizes

Sementes de Passiflora edulis f. flavicarpa foram colocadas para germinar em
placas de Petri com filtro de papel umido e em vermiculita, a temperatura ambiente e
a temperatura controlada de 20 a 30 °C em estufa, durante uma semana. As raizes
com aproximadamente 1 cm de comprimento foram submetidas a testes com pré-
tratamentos, utilizando-se bloqueadores do fuso mitdtico como Orizalina (Dow
AgroSciences®), Trifluralina (Nortox®) e Amiprofos metil (APM) (Bayer®), nas
concentracfes de 2 uM, 2,5 uM e 3 uM, durante periodos de 15, 16 e 17 horas em
geladeira (4 °C) e 2, 3 e 4 horas a 28 °C. Em sequida, as raizes foram lavadas,
durante 20 minutos, em agua destilada e fixadas em metanol/acido acético na
proporgdo 3:1. O fixador foi trocado quatro vezes em intervalos de 10 minutos e,

apos a quarta troca, o material foi armazenado a -20 °C, até o momento de uso.
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3.2.2- Preparo das laminas

As raizes do maracuja foram lavadas em agua destilada e, em seguida,
digeridas com Flaxzyme® (NOVO) (10 pL da enzima em 300 pL de &gua destilada) a
34 °C, durante 1 hora e 30 minutos. As raizes foram, entdo, lavadas durante 20
minutos em agua destilada, fixadas em metanol/acido acético (3:1) e armazenadas a
-20 °C. As laminas foram preparadas, aplicando-se a técnica de dissociacao celular
do meristema apical com subseqiiente secagem ao ar e em placa aquecedora (50
°C) por 20 minutos (CARVALHO e SARAIVA, 1993, 1997).

3.2.3- Coloracéo convencional com Giemsa

ApOs o preparo, algumas laminas foram imediatamente coradas em solucéo
de Giemsa (Merck®) a 5%, em tampéo fosfato (pH 6,8) durante 4 minutos, lavadas
duas vezes em agua destilada e secadas ao ar, para posterior analise da morfologia

dos cromossomos.

3.2.4- Coloragéo com laranja de acridina

As preparacdes citogenéticas foram pré-tratadas, conforme o bandeamento
RFA (bandeamento-R por fluorescéncia com laranja de acridina) descrito por Verma
et al. (1977), para cromossomos humanos, e por Almeida e Carvalho (2004) para
cromossomos de pimentdo e milho. As laminas foram envelhecidas durante um
periodo de 15 a 30 dias em estufa a 35 °C. Cubetas contendo tampao fosfato,
pH=6,5 (constituido por 68% de KH,PO, e 32% de Na,HPO,4.2H,0) foram colocadas
em banho-maria para que a temperatura da solucéo elevasse até 85 °C. Apoés fixada
a temperatura do tampdo, as laminas foram colocadas em cubetas, onde
permaneceram durante 15 a 20 minutos. Em seguida, as laminas foram retiradas e,
rapidamente, foram gotejadas com solucéo de laranja de acridina (Sigma®) gelada
durante 15 a 20 minutos, em camara umida.

Apds o periodo de coloracado, as laminas foram lavadas em agua destilada
durante 1 minuto, 4gua destilada durante 2 minutos e tampéo fosfato durante 3
minutos. A montagem foi feita, gotejando-se trés gotas de tampéao fosfato sobre as

laminas, cobrindo com laminulas e selando com esmalte incolor.
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3.2.5- Hibridizagao in situ fluorescente

O procedimento de hidridizacao in situ foi realizado, conforme com Osuiji et al.

(1998), com modificagdes.

3.2.5.1- Marcacgéao da sonda

Sondas de rDNA 18S com 1100 pb obtidas de milho (Zea mays) e clonadas
em vetor pGEM®-T Vector (Promega®) foram utilizadas. A sonda foi marcada com
Fldor-12-dUTP por meio do método de random primers e com auxilio do kit Prime
It™ (Stratagene®), conforme recomendacdes do fabricante. Aproximadamente 50 ng
do plamidio e 10 pyL de random primers, em um volume final de 39 pL, foram
desnaturados a 100 °C durante cinco minutos e, imediatamente, resfriados a 0 °C.
Em seguida, foram adicionados 10 pL do tampéo de reacédo (8 pL flior-12-dUTP e
92 pL tampéao de nucleotideo — 100 uM de dATP, dGTP e dCTP e 20 uM de dTTP -
5X) e 2 pL da enzima Klenow (5 unidades/pL), sendo a reacao conduzida a 37 °C,
durante 30 minutos. ApGs o periodo de incubacédo, a reacdo foi interrompida pela
adicdo de 2 pL “Stop Mix” e a solucao foi incubada a -20 °C por 12 horas.

3.2.5.2- Desnaturacao da sonda

A sonda marcada foi centrifugada em tampdo de hibridizacdo do Kit
Chromosomal in situ hybridization, da Stratagene®, conforme recomendacdes do
fabricante, em uma concentracdo de 1ng/uL, durante 15 minutos a 14.000 rpm em
centrifuga refrigerada a 5 °C e, entdo, ressuspendida com o tampé&o. Em seguida, a
solugcéo com a sonda foi incubada durante 40 minutos, em banho-maria a 42 °C, com
agitacao, seguida de desnaturacao a 75 °C durante cinco minutos e resfriamento em
gelo durante 10 minutos. Passado esse tempo, a solucdo com a sonda foi

novamente incubada a 42 °C, durante 30 minutos.

3.2.5.3- Tratamento das preparacdes cromossémicas com RNAse

Sobre cada lamina, foram colocados 150 pL da solucéo total de RNAse (100
pL de solucdo de RNAse - 2 mg/mL de RNAse A e 4000U/mL de RNAse de
Aspergillus oryzae — e 2,0 mL de SSC 2X — 0,2 mL de SSC 20X + 1,8 mL de agua
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deionizada) sendo, entdo, coberta com laminula. Em seguida, as laminas foram
incubadas a 37 °C durante aproximadamente 1 hora. Apos esse tempo, as laminas
foram mergulhadas rapidamente em SSC 2X, para retirada da laminula e seguiu-se
uma série alcodlica de 70%, 80% e 100%, durante 2 minutos cada. As laminas foram

secadas a temperatura ambiente.
3.2.5.4- Desnaturacdo do DNA cromossémico

Sobre cada lamina, foram gotejados 90 pL de solucdo de desnaturacéo (35
mL de formamida 100%, 5 mL de SSC 20X e 10 mL de agua deionizada) aquecida a
70 °C. Essas laminas foram cobertas com laminulas e desnaturadas em banho-
maria a 60 °C, durante quatro minutos. Passado esse tempo, as laminas foram
mergulhadas em etanol 70%, a -20 °C, durante cinco minutos. Apés a retirada das
laminulas, as laminas foram submetidas a uma série alcodlica, com solucdes a 70%,
80% e 100%, inseridas no gelo, durante dois minutos cada e, posteriormente,

secadas ao ar.
3.2.5.5- Hibridizagao

Adicionaram-se 15 UL da sonda marcada e desnaturada sobre cada uma das
laminas, que foram cobertas com laminulas e seladas com cola de borracha do kit
Chromosomal in situ hybridization, da Stratagene®. Apés a secagem da cola, as
laminas foram incubadas em camara Umida a temperatura de 37 °C, durante 18

horas.
3.2.5.6- Lavagem das laminas

No dia seguinte, o selante foi retirado e as laminas foram mergulhadas em
solucéo de formamida 50% (50 mL de formamida 100%, 10 mL de SSC 20X e 40 mL
de agua) a 45 °C, durante cinco minutos. Esse procedimento foi repetido trés vezes.
Em seguida, as laminas foram lavadas em solu¢do de SSC (0,5 mL de SSC 20X e
95,5 mL de agua), em banho-maria a 60 °C, por trés vezes e em SSC4X /0,05%

Tween 20 (Reagen®) por cinco minutos, com agitacao.
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3.2.5.7- Montagem das laminas

As laminas foram desidratadas em série alcodlica (70%, 90% e 100%) a
temperatura ambiente, com agitacdo e montadas com 25 L de solucéo de iodeto de
propideo (Sigma®) e vectashield (Vector®) sob laminula.

3.2.6- Andlise dos dados

A avaliacdo dos bloqueadores, cujo teste é apresentado no item 3.2.1, foi feita
segundo parametros visuais, como a quantidade e qualidade morfolégica dos
cromossomos nhas laminas. Aproximadamente 150 laminas foram analisadas, sendo
selecionadas aquelas que apresentaram as melhores figuras cromossémicas. Essas
figuras foram, entdo, capturadas com objetiva de 100X, em fotomicroscépio
Olympus™ BX60, equipado com sistema de epifluorescéncia (filtros WB para
analises de fluorescéncia com laranja de acridina e WG para analises de FISH)
acoplado a uma video-camera e com o Kit de analise de imagem Cool SNAP™. As

imagens foram processadas em um computador Macintosh™

(G4) e as analises da
morfologia dos cromossomos foram realizadas, utilizando-se o Programa Image
SXM de dominio publico (BARRETT, 2002), o qual pode ser obtido via internet
(http://reg.ssci.liv.ac.uk). Para montagem dos cariogramas, foram analisadas 10
prometafases e 10 metafases. As medidas de cada cromossomo foram realizadas
em pixels e convertidas em escala de micrometros (CARVALHO e SARAIVA, 1993;
CARVALHO, 1995; CAIXETA, 1998). A razdo entre os bracos longo/curto foi
determinada, segundo o critério de classificacdo morfolégica dos cromossomos,

descrito por Levan et al. (1964) e revisado por Guerra (1986).
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4- RESULTADOS

4.1- Germinacdo, pré-tratamentos e coloracdo com Giemsa

As sementes do maracuja adquiridas comercialmente, germinaram tanto em
vermiculita quanto em placa de Petri contendo papel-filtro umedecido. Apés seis dias
a temperatura de 29 °C, controlada em estufa, até 95% germinaram. Notou-se maior
eficiéncia quando uma fina lamina de &gua foi adicionada.

Os testes realizados com os pré-tratamentos aplicados nas raizes,
considerando-se o agente bloqueador, a concentracédo,a temperatura e o tempo,
citados no item 3.2.1, foram avaliados visualmente de acordo com a quantidade de
células em divisdo nas laminas e morfologia cromossdmica adequada para estudos
citogenéticos. Verificou-se que o Amiprofos-metil (APM), na concentracdo de 3 UM,
apresentou melhor desempenho em relacdo aos outros bloqueadores utilizados.
Aproximadamente 40 células em prometafase e metafase, com morfologia definida,
foram observadas em cada lamina avaliada. O tempo mais adequado foi de 16 horas
e 25 minutos, a 4 °C. O herbicida Orizalina também foi eficiente para obtencéo de
morfologia dos cromossomos quando aplicado na concentracdo de 3 uM, durtante
um periodo de 15 horas, a 3 °C, porém a quantidade encontrada de células em
divisdo foi inferior a encontrada com o APM. A Trifluralina ndo proporcionou
resultados satisfatérios, em nenhuma das concentracbes e tempos testados,
observando-se pouca quantidade de metafase nas laminas com morfologia
inadequada para analises.

As preparacdes citogenéticas realizadas em meristemas pré-tratados com
APM, com a aplicacdo da técnica de maceragdo enzimética, dissociacdo celular e
secagem ao ar, juntamente com a metodologia de coloracdo convencional com

Giemsa, proporcionaram a obtencdo de cromossomos prometafasicos e metafasicos
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morfologicamente preservados. Visualizaram-se figuras completas com 18
cromossomos individualizados, sem sobreposicdo, no mesmo plano de foco da
lamina e com constricdes primarias e secundarias definidas (Fig. 1), facilitando a
montagem dos cariogramas e a classificagcdo dos pares cromossomicos.

A montagem dos cariogramas em ordem decrescente de tamanho (Fig. 2)
possibilitou a classificacdo dos cromossomos quanto a posicdo do centrémero,
sendo observados seis pares metacéntricos (2 a 7) e trés pares submetacéntricos (1,
8 e 9). Observou-se a presenca de constricdo secundaria na por¢ao subterminal do
braco longo dos cromossomos 1 e 8 e por¢cao subterminal do brago curto dos
cromossomos 2 e 7, apresentando-se consistente nos dez cariogramas analisados.

A identificacdo dos cromossomos foi realizada, utilizando-se medidas de
comprimento total e razao de bracos (Tabelas 1 e 2). Nas Tabelas 1 e 2, foi possivel
verificar, também, que o comprimento médio dos cromossomos prometafasicos foi
de 6,10 pum (par 1) a 3,85 um (par 9) e dos cromossomos metafasicos de 3,75 um

(par 1) a 2,20 um (par 9).
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Figura 1 - Cromossomos prometafasicos (a) e metafasicos (b) obtidos de células
meristematicas de Passiflora edulis f. flavicarpa, pré- tratadas com APM 3
MM, durante 16 horas e 25 minutos a 4 °C e corados com Giemsa 5%.

Barra =5 pm.
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Figura 2 - Cariogramas de Passiflora edulis f. flavicarpa (2n=18 cromossomos)
montados a partir de cromossomos prometafasicos (a) e metafasicos (b)
tratados com APM 3 pM, durante 16 horas e 25 minutos a 4 °C e
corados com Giemsa 5%. Observar as constricdes primarias definidas e
as constricdes secundarias presentes na por¢ao subterminal do braco

longo dos cromossomos 1 e 8 e por¢cao subterminal do braco curto dos
cromossomos 2 e 7 nos dois cariogramas. Barra =5 pm.
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Tabela 1 — Morfometria dos cromossomos prometafasicos de Passiflora edulis f.
flavicarpa

Cromossomo Total (um) Braco (um) r Classe Comprimento
Curto Longo relativo(%o)

1 6,10 215 395 184 SM 13,56
2 5,80 270 3,10 1,15 M 12,89
3 5,30 260 2,70 1,04 M 11,78
4 4,95 220 2,75 1,25 M 11,00
5 4,85 220 2,65 1,20 M 10,78
6 4,75 230 245 1,07 M 10,56
7 4,70 220 250 1,14 M 10,44
8 4,70 1,35 3,35 248 SM 10,44
9 3,85 150 2,35 1,57 SM 8,56

45,00 100,00

Ir — razao entre bragos longo e curto
M - Metacéntrico
SM — Submetacéntrico

Tabela 2 — Morfometria dos cromossomos metafasicos de Passiflora edulis f.
flavicarpa

Cromossomo Total (um) Braco (um) r Classe Comprimento
Curto Longo relativo(%)

1 3,75 1,45 2,30 1,59 SM 14,07

2 3,60 1,80 1,80 1,00 M 13,51

3 3,15 1,50 1,65 1,10 M 11,82

4 3,10 1,50 1,60 1,07 M 11,63

5 2,85 1,35 1,50 1,11 M 10,69

6 2,75 1,20 155 1,29 M 10,32

7 2,75 1,35 1,40 1,04 M 10,32

8 2,50 0,70 1,80 2,57 SM 9,38

9 2,20 0,80 1,40 1,75 SM 8,26
26,65 100,00

Ir — razao entre bragos longo e curto
M - metacéntrico
SM — Submetacéntrico
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4.2- Coloragcao com laranja de acridina

A coloragdo com laranja de acridina, em Passiflora edulis f. flavicarpa, revelou
quatro regides de fluorescéncia verde-amarelada em cromossomos metafasicos pré-
tratados com APM, 3 pM, durante 16 horas e 25 minutos, a 4 °C (Fig. 3a). A
preservacdo morfolégica dos cromossomos, mesmo apos serem submetidos a
tratamentos em tampao fosfato a 85 °C, possibilitou a montagem dos cariogramas e
identificagdo dos pares marcados por este fluorocromo. As regides fluorescentes
foram localizadas na porcéo terminal do brago curto do cromossomo 7 e na por¢ao
terminal do braco longo do cromossomo 8 (Fig. 3b). Essas marcacdes coincidiram
com a localizacdo de duas das quatro constricbes secundarias encontradas nos
cromossomos, quando submetidos a coloragdo com Giemsa. As outras regides
cromossOmicas apresentaram coloragdo fluorescente vermelho-alaranjada (Figs. 3a
e 3b).

Considerou-se que os melhores resultados foram obtidos com laminas
envelhecidas durante um periodo de 15 a 20 dias, em estufa a 35 °C, com tempos
de incubacédo em tampéo fosfato de 18 minutos e coloragédo de 15 minutos. O pH da
solugcédo tampéo foi alterado de 6,5 para 4,7. O material submetido a tampdes com

pH inferior ou superior a este valor ndo apresentou nenhuma marcacéao.
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Figura 3 - Cromossomos metafasicos (a) e cariograma montado a partir dos
cromossomos em 3a (b) obtidos de células meristematicas de
Passiflora edulis f. flavicarpa, pré- tratadas com APM 3 uM, durante 16
horas e 25 minutos a 4 °C e corados com laranja de acridina a 0,01%.
Observar as marcacdes de fluorescéncia verde-amarelada na porcao
terminal do braco curto do cromossomo 7 e na porcao terminal do
braco longo do cromossomo 8, evidenciando dois pares de
cromossomos com constricdo secundéria. Barra = 5 pum.
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4.3- Hibridizagao in situ fluorescente

Com o0 uso de sondas de rDNA 18S pela técnica de FISH, foi possivel
identificar essa seqiéncia em dois pares cromossémicos de P. edulis f. flavicarpa.
Visualizaram-se quatro marcacgdes fluorescentes em nucleos interfasicos (Fig. 4a) e
guatro marcacdes fluorescentes em cromossomos metafasicos (Fig. 4b).

Como observado na metodologia de coloracdo com o fluorocromo laranja de
acridina, os cromossomos tratados por meio da técnica de FISH também
permaneceram preservados, facilitando a montagem dos cariogramas. A analise do
caridtipo revelou marcacdes fluorescentes nos mesmos pares cromossOmicos
evidenciados com o laranja de acridina, apresentando-se na porcao terminal do
braco curto do cromossomo 7 e porcao terminal do brago longo do cromossomo 8
(Fig. 5). Assim, das constricdes secundarias presentes nos cromossomos 1, 2, 7 e 8,
identificadas com a coloracdo convencional com Giemsa, apenas aquelas
localizadas nos cromossomos 7 e 8 foram marcadas com o fluorocromo laranja de
acridina e com a sonda de rDNA 18S.

Na Figura 6, os cromossomos 7 e 8 foram selecionados, permitindo observar
as constricbes secundarias com a coloracdo convencional com Giemsa e as
marcacOes fluorescentes obtidas com o fluorocromo laranja de acridina e com a

aplicacao da técnica de FISH.
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Figura 4 - Nucleo interfasico (a) e cromossomos metafasicos (b) obtidos de células
meristematicas de Passiflora edulis f. flavicarpa, pré-tratadas com APM 3
MM, durante 16 horas e 25 minutos a 4 °C e submetidos & metodologia de
FISH, com o uso de sonda de rDNA 18S. Observar os quatro sitios de
marcacao fluorescente nas duas figuras. Barra =5 um.
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Figura 5 - Cariograma montado a partir dos cromossomos da figura 4b. Observar as
marcacOes fluorescentes na porcdo terminal do braco curto do
cromossomo 7 e na porcao terminal do bragco longo do cromossomo 8.
Barra =5 pm.
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Figura 6 - Cromossomos 7 e 8 de P. edulis f. flavicarpa corados com Giemsa (a)
laranja de acridina (b) e marcados com sondas de rDNA 18S por meio da
técnica de FISH (c). Observar a presenca de constricdo secundaria no
braco curto do cromossomo 7 e brago longo no cromossomo 8 e as
marcacoes fluorescentes, terminais, nos dois cromossomos.
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5- DISCUSSAO

5.1- Germinacdao, pré-tratamentos e coloracdo com Giemsa

No presente estudo, obteve-se grande quantidade de raizes para aplicacao
das técnicas citogenéticas. As sementes colocadas para germinar em vermiculita, ou
em placa de Petri contendo papel-filtro Umido, apresentaram até 95% de germinacao
a temperatura de 29 °C. Outra metodologia foi descrita por Cuco et al. (2003) para
obtencdo de raizes de maracuja-amarelo, como o cultivo de estacas de plantas
matrizes, sendo considerado pelos autores como um método também eficaz.

As raizes pré-tratadas com o bloqueador mitético APM apresentaram namero
maior de células em divisdo, em comparacdo com outros herbicidas utilizados. Em
cada lamina analisada foram obtidas, aproximadamente, 40 células em prometafase
e metafase, em contraste com numeros inferiores a 10, obtidos com trifluralina ou
orizalina. Segundo Lucretti e Dolezel (1995), Hansen e Andersen (1996), Dolezel et
al. (1999) e Planchais et al. (2000), o APM possui alta afinidade de ligacao pelas
tubulinas vegetais e apresenta elevada atividade de despolimerizacdo dos
microtibulos, impedindo assim, que as células atinjam a anéafase. Outros
bloqueadores tém sido utilizados em P. edulis f. flavicarpa, sendo relatados por
diferentes autores. Mayeda (1997) e Soares-Scott (1998) submeteram os
meristemas radiculares a tratamentos com colchicina, enquanto Cuco et al. (2003)
aplicaram 8-Hidroxiquinoleina em conjunto com o inibidor de sintese protéica
ciclohexamida, a fim de obter preparacdes citolégicas com grande quantidade de
metafases. Em outras espécies de plantas, como Pisum sativum (NEUMANN et al.,
1998), Allium commutatum (BESENDORFER et al., 2002), Crotalaria (CUCO et al.,
2003), Capsicum annuum (ALMEIDA e CARVALHO, 2004), bloqueadores como

trifluralina, orizalina e colchicina tém sido também utilizados. Segundo Hansen et al.
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(1996) e Planchais et al. (2000), os herbicidas orizalina e trifluralina, assim como o
APM, utilizados no presente trabalho, sdo mais recomendados para uso em espécies
vegetais, pois, sdo eficazes quando aplicados em doses baixas, em nivel
micromolar. Ja& a colchicina € aplicada em nivel milimolar, podendo causar
anormalidades nos processos mitéticos e formacdo de micronucleos, além de ser
mais toxica para quem manipula.

Para obtencdo de metafases morfologicamente adequadas a andlises, raizes
pré-tratadas com bloqueadores mitéticos foram colocadas em uma tela com poros de
dois milimetros de diametro, a fim de impedir que as sementes ficassem submersas
na solucdo de tratamento. As laminas preparadas a partir das raizes dessas
sementes ndo apresentaram bons resultados. Isso mostra que, como as sementes
de Passiflora edulis f. flavicarpa germinam em condi¢cdes de umidade, tais condi¢Oes
devem ser mantidas, também, na etapa de pré-tratamento.

No presente trabalho, o fixador utilizado na proporcdo de 3:1 (3 metanol: 1
acido acético) mostrou-se adequado para manter a integridade dos cromossomos,
assim como observado por Carvalho (1995) em Zea mays, Almeida e Carvalho
(2004) em Capsicum annuum e Clarindo (2004) em Coffea spp. Outra etapa
considerada importante refere-se a maceracao enzimatica das raizes. Com a enzima
Flaxzyme, na proporcédo de 1: 30 (10 pL da enzima em 300 pL de agua destilada), a
temperatura de 34 °C, durante 1 hora e 30 minutos, foi possivel eliminar a parede
celular das células sem interferir na morfologia dos cromossomos.

A remocao da parede celular, associada a técnica de dissociacdo celular e
secagem ao ar, possibilitou a visualizacdo de cromossomos integros e espalhados
sobre as laminas (Fig. 1). A qualidade dos cromossomos foi observada, em funcéo
da auséncia de sobreposicdo e por estarem no mesmo plano focal. Tais
caracteristicas sdo pouco observadas em preparacdes citogenéticas, realizadas com
a técnica convencional de esmagamento, devido a presenca de fragmentos celulares
gue envolvem nucleos e cromossomos. Esta técnica vem sendo aplicada por
diferentes autores em P. edulis f. flavicarpa (MAYEDA, 1997; SOARES-SCOTT,
1998; SOUZA, 2002; CUCO et al., 2003; MELO e GUERRA, 2001, 2003).

A analise do cari6tipo do maracuja-amarelo revelou nimero cromossémico de
2n=18, evidenciando o mesmo resultado obtido em estudos anteriores (STOREY,
1950; OLIVEIRA, 1996; MAYEDA, 1997; SOARES-SCOTT, 1998; SOUZA, 2002,
CUCO et al.,, 2003; MELO e GUERRA, 2001, 2003). Quanto a classificacdo

centromérica, os resultados encontrados (seis pares metacéntricos e trés pares

31



submetacéntricos) (Fig. 2) foram diferentes dos resultados observados por Soares-
Scott (1998), que descreveu dois pares de cromossomos submetacéntricos (pares 4
e 7) e sete pares metacéntricos (1, 2, 3, 5, 6, 8, 9). As analises morfométricas
apresentaram resultados proximos aos observados pela autora, porém os valores
encontrados para o complemento hapléide, em cromossomos metafasicos, foram de
21,59 mm. No presente estudo, o comprimento meédio dos cromossomos
prometafasicos totaliza 45 nm e dos cromossomos metafasicos 26,65 um (Tabs 1 e
2). Esta diferenca pode ser justificada, em parte, pelo grau de compactacdo dos
cromossomos e por diferencas metodologicas.

O numero de constricdes secundarias presentes no cariétipo de P. edulis f.
flavicarpa vem sendo descrito com diferentes classificacfes. Oliveira (1996)
encontrou, apenas, uma constricdo secundaria no cromossomo 8, enquanto Mayeda
(1997) relatou a presenca de dois pares de cromossomos com satélites. Soares-
Scott (1998) apresentou um cariétipo para a espécie com a presenca de duas
constricbes secundarias, uma no cromossomo 4 e outra N0 cromossomo 7, ambas
no braco longo. Em trabalhos posteriores, essa autora relatou a presenca de, pelo
menos, trés constricdes secundarias, porém nao especificou a posicdo. Cuco et al.
(2003) observaram a presenca de constricdes secundarias nos cromossomos 8 e 9,
0s menores da espécie. Todos esses autores utilizaram a técnica de esmagamento
nas preparacdes citogenéticas. No presente trabalho, ao contrério, com o auxilio da
técnica de dissociacdo celular e secagem ao ar, foi possivel identificar quatro
constricdes secundarias, localizadas na por¢cdo subterminal do braco longo dos
cromossomos 1 e 8 e porgao subterminal do braco curto dos cromossomos 2 e 7
(Fig. 2). Segundo Mayeda (1997), diferengcas como estas podem ocorrer em virtude
da qualidade da preparacdo da amostra, ou por tratar-se de variacdo genética entre
as populacdes. Neste caso, variacfes cariotipicas intra-especificas sdo geradas em
consequéncia de rearranjos estruturais, conforme relatado em espécies, nas quais
diferencas cariotipicas sao encontradas entre diferentes populacdes (CID e
PALOMINO, 1996; MOSCONE, 1990). Adicionalmente, essas diferencas podem
significar a resposta desses genomas aos diferentes ambientes, conforme observado
em espécies de Crotalaria (PALOMINI e VAZQUEZ, 1991, citados por SOUZA,
2002).
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5.2- Coloragéo com laranja de acridina

A coloracdo com laranja de acridina em cromossomos de P. edulis f.
flavicarpa, de acordo com o protocolo utilizado por Almeida e Carvalho (2004),
revelou padrdo de marcacdo semelhante ao observado pelos autores em
cromossomos de pimentdo e milho. Nessas espécies, porém, foram visualizadas
marcacdes de fluorescéncia verde-amarelada flanqueando as regifes de constricdo
secundaria dos cromossomos, enquanto, no maracuja, as marcacfes foram
visualizadas na porgao terminal. Essas diferencas podem ter ocorrido em virtude do
grau de empacotamento dos cromossomos, impossibilitando que as marcacgdes
fossem individualizadas.

Segundo Almeida e Carvalho (2004), as regibes evidenciadas pelo
fluorocromo laranja de acridina séo pontos de heterocromatina associada a regides
organizadoras nucleolares. No caso do maracuja, essas regides foram associadas a
dois cromossomos apenas (cromossomos 7 e 8) (Fig. 3b), concordando, em
guantidade, com o relato de varios autores que aplicaram outras técnicas para
detectar RONs (MAYEDA, 1997; CUCO et al., 2003; MELO e GUERRA, 2003).

Os resultados encontrados no presente trabalho foram similares aos relatados
por Sato (1988) para outras espécies de plantas. O autor observou a presenca de
segmentos heterocromaticos associados a RON pela emissédo de fluorescéncia
verde-amarelada em cromossomos de Vicia faba, Allium fistulosum, Chrysanthemum
coronarium, Lycoris aurea e Nothoscordum fragrans, ap0s serem submetidos ao pré-
tratamento de bandeamento-C, seguido de coloracdo com laranja de acridina.

Além de evidenciar segmentos heterocromaticos associados a RON, em
cromossomos de plantas (SATO, 1988; CUELLAR et al., 1999; ALMEIDA e
CARVALHO, 2004), o fluorocromo laranja de acridina tem sido utilizado, também,
para identificacdo de bandas teloméricas (GENDEL e FOSKET, 1978) e regides de
heterocromatina pericentromérica (PEREIRA e SOUZA, 2000). Dessa forma, os pré-
tratamentos para desnatura¢cdo dos cromossomos determinam a marcacgao da regiao
de interesse. Para identificar especificamente o0s pares cromossomicos, que
apresentaram constricdo secundaria associada a RON no cariétipo do maracuja, o
pH da solucédo-tampao, utilizado de acordo com o bandeamento RFA adaptado por
Almeida e Carvalho (2004), foi alterado de 6,5 para 4,7. Os materiais submetidos a
tratamentos em tampdes com pHs inferiores ou superiores a este valor nao

evidenciaram nenhuma marcacao.
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Segundo Almeida e Carvalho (2004), a heterocromatina que flanqueia a
constricdo secundaria possivelmente é diferente, em estrutura ou composicao,
daquela que flanqueia a regido centromérica. Enquanto na regido do centrébmero sao
encontradas heterocromatinas do tipo a, nas constricdes secundarias encontra-se
heterocromatina do tipo b, sendo diferenciadas pelo tipo de condi¢des desnaturantes
da técnica. Esta caracteristica pode justificar a auséncia de marcacdes na regiao
centromérica nos cromossomos de maracuja, conforme observado por esses autores
em milho e pimentéo.

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

identificada nos cromossomos 7 e 8.

5.3- Hibridizagao in situ fluorescente

Dentre as quatro constricbes secundarias encontradas no cariétipo de P.
edulis f. flavicarpa, apenas duas apresentaram marcacao por FISH (Fig. 5). Estes
resultados estdo de acordo com trabalhos realizados anteriormente por diferentes
autores. No entanto, todos os relatos disponiveis na literatura envolvem o uso de
sondas de rDNA 45S e 5S, ao invés da sonda de rDNA 18S, utilizada no presente
estudo. Quanto a localizacdo dessas regides, os resultados concordam em parte
com Cuco et al. (2001), que identificaram esses sitios nos cromossomos 8 e 9,
porém ndo especificando o braco; concordaram ainda com Melo e Guerra (2003),
gue identificaram sitios de rDNA 45S no braco longo dos cromossomos 7 e 9, e
rDNA 5S no braco longo do cromossomo 5. No presente trabalho, as marcacoes
foram evidentes no braco curto do cromossomo 7 e no braco longo do cromossomo
8, discordando dos dados obtidos pelos referidos autores quanto a presenca de
marcacdo no cromossomo 9. Segundo Souza (2002), essas diferencas podem ser
encontradas em funcdo do pequeno tamanho dos cromossomos ou por diferencas
no grau de compactacéo. Essas diferencas podem ser atribuidas, ainda, a qualidade
morfolégica dos cromossomos, que foram obtidos pela técnica de dissociagéo celular

€ secagem ao ar.
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As RONSs estdo em pontos cromossomicos de sequéncias de DNA repetidas
gue codificam para rRNA 18S, 5.8S e 26S (18S-26S) (BESENDORFER et al., 2002),
sendo que, citologicamente, estas regibes estdo localizadas em constricoes
secundarias nos cromossomos metafasicos (SATO et al., 1980; LANGER e KOUL,
1983). Segundo Sumner (2003), tais genes sao transcritos como uma unica unidade
(45S). Portanto, a utilizacdo de apenas uma dessas sequéncias, como a de rDNA
18S utilizada como sonda no presente trabalho, ndo impossibilitou a identificacao
das constricbes secundarias que contém os genes. Outra sequéncia que codifica
para rRNA é a 5S, porém néo esta localizada em estruturas distintas, encontrando-
se espalhadas pelo genoma (SUMNER, 2003).

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

8 estdo associadas a RONSs.
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6- CONCLUSOES

As preparagdes citogenéticas realizadas em meristemas radiculares de P.
edulis f. flavicarpa pré-tratados com APM, 3 uM, durante 16 horas e 25 minutos, a 3
°C, juntamente com a aplicacdo da técnica de dissociacdo celular e secagem ao ar,
resultaram em cromossomos prometafasicos e metafasicos espalhados, no mesmo
plano de foco da lamina e com morfologia adequada para montagem dos
cariogramas. Os resultados permitiram a caracterizacdo morfolégica dos 9 pares
cromossomicos, sendo seis metacéntricos (2-7) e trés submetacéntricos (1, 8 e 9).
Observou-se a presenca de constricdo secundaria na porcdo subterminal do braco
longo dos cromossomos 1 e 8 e porcdo subterminal do brago curto dos
cromossomos 2 e 7, sendo que, conforme os dados disponiveis na literatura, o
namero destas constricées variou de um a trés, quando observadas em preparacoes
obtidas por meio da técnica de esmagamento.

Com o fluorocromo laranja de acridina, foram identificadas regibes de
fluorescéncia verde-amarelada na porc¢ao terminal do braco curto do cromossomo 7
e do braco longo do cromossomo 8. De acordo com os dados disponiveis na
literatura, essas regifes sdo, possivelmente, heterocromatina associada as RONSs,
estando, portanto, localizadas em apenas dois cromossomos que apresentaram
constricao secundaria.

A técnica de FISH, com a utilizacdo de sonda de rDNA 18S, revelou quatro
marcacdes fluorescentes em nucleos interfasicos e marcacfes fluorescentes nos
mesmos pares cromossémicos marcados com laranja de acridina, em metafase. As
marcac¢des obtidas com o fluorocromo correspondem em numero e localizacao dos
sitios de rDNA 18S, confirmando, dessa forma, que somente duas das quatro
constricbes secundarias encontradas com a coloracdo de Giemsa estédo

relacionadas com RON.

36



Assim, considerando que diferencas intraespecificas e de ecotipos nédo
estejam envolvidas nas diferencas morfolégicas pesquisadas, as metodologias
aplicadas corroboraram a ampliacdo da resolucdo do cariétipo de P. edulis f.
flavicarpa. Evidenciou-se, portanto, diferencas na posicdo do centrémero, nimero e
localizacdo das constricbes secundarias e das RONs, em comparacdo com 0S

resultados encontrados na literatura.
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