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RESUMO 

O gênero Passiflora L. (Passifloraceae) é amplamente distribuído, principalmente nos 

neotrópicos, e apresenta mais de 500 espécies, divididas em quatro subgêneros principais. 

O subgênero Passiflora é o de maior importância econômica e apresenta um número 

cromossômico básico x = 9, sendo P. foetida L. a única espécie do subgênero que 

apresenta o número haploide n = 10, além de muitas variedades. Duas delas foram 

recentemente recircunscritas como Passiflora vesicaria L. e Passiflora vesicaria var. 

galapagensis. Nesse trabalho, nosso objetivo foi caracterizar citogeneticamente ambas as 

espécies estimando os tamanhos do genoma por citometria de fluxo, mapeando regiões 

heterocromáticas mediante coloração CMA/DAPI, e sítios de DNA ribossomal 5S e 35S, 

através de hibridização in situ fluorescente (FISH). Os tamanhos dos genomas foram 

similares entre os três acessos analisados, com 2C = 1,07 ±0.07 pg para P. foetida, 2C = 

1,16 ±0.01 pg para P. vesicaria e para P. vesicaria var. galapagensis 2C= 0,99 ±0.02 pg, 

caracterizando genomas pequenos. Todos os três acessos apresentaram 2n = 20, 

confirmando a contagem para P. foetida e revelando, pela primeira vez, os números 

cromossômicos dos dois acessos de P. vesicaria. Foram observadas seis bandas CMA+ 

para P. foetida, duas bandas de CMA+ para P. vesicaria e quatro bandas de CMA+ para 

P. vesicaria var. galapagensis, todas colocalizadas com os sinais de DNAr 35S. A FISH 

com DNAr 5S e 35S mostrou em P. foetida seis sítios de 35S pericentroméricos de 

diferentes intensidades, e quatro sítios de 5S intersticiais. P. vesicaria mostrou quatro 

sítios de 35S também pericentroméricos assim como dois sítios de 5S, enquanto P. 

vesicaria var. galapagensis que apresentou quatro sítios de 35S pericentroméricos, e dois 

sítios de 5S. Portanto, apesar das espécies apresentarem o mesmo número cromossômico 

(n = 10) e um tamanho genômico similar, existem variações cariotípicas quanto ao 

número de bandas CMA+ e de sítios de DNAr, que permitem diferenciá-las. 

PALAVRAS CHAVE: Bandeamento CMA/DAPI, Citometria de fluxo, Citotaxonomia, 

DNA ribossomal 5S e 35S, FISH. 

  



ABSTRACT 

The genus Passiflora L. (Passifloraceae) is widely distributed, mainly in the Neotropics, 

and consists of more than 500 species, divided into four main subgenera. The subgenus 

Passiflora is the most economically relevant subgenus and has a basic chromosome 

number of x = 9, with P. foetida L. being the only species in the subgenus having the 

chromosome number of n = 10, in addition to large morphological variation between its 

varieties. Two of them were recently reclassified as Passiflora vesicaria L. and Passiflora 

vesicaria var. galapagensis. The aim of this study was to cytogenetically characterize 

both species by estimating genome sizes by means of flow cytometry, mapping 

heterochromatic regions by CMA/DAPI staining, and 5S and 35S ribosomal DNA sites, 

using fluorescent in situ hybridization (FISH). The genome sizes were similar among the 

three accessions analyzed, with 2C = 1.07 ±0.07 pg for P. foetida, 2C = 1.16 ±0.01 pg for 

P. vesicaria, and for P. vesicaria var. galapagensis 2C= 0.99 ±0.02 pg, characterizing 

small genomes. All three accessions showed 2n = 20, confirming the count for P. foetida 

and revealing, for the first time, the chromosome numbers of the two P. vesicaria 

accessions. Six CMA+ bands were observed for P. foetida, two CMA+ bands for P. 

vesicaria and four CMA+ bands for P. vesicaria var. galapagensis, all co-localized within 

the 35S rDNA signals. FISH with 5S and 35S rDNA showed six pericentromeric 35S 

sites of different intensities in P. foetida, and four interstitial 5S sites. P. vesicaria showed 

four 35S sites also pericentromeric, as well as two 5S sites, while P. vesicaria var. 

galapagensis that presented four pericentromeric 35S sites, and two 5S sites. Therefore, 

despite the species having the same chromosome number (n = 10) and a similar genomic 

size, there are karyotypic variations in the number of CMA+ bands and rDNA sites, which 

allow them to be differentiated.  

KEYWORDS: 5S and 35S ribosomal DNA, CMA/DAPI banding, Cytotaxonomy, Flow 

cytometry, FISH. 
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1 INTRODUÇÃO 

O gênero Passiflora L. (Passifloraceae) possui mais de 525 espécies, sendo um 

gênero tropical e subtropical de trepadeiras e lianas, o maior da família Passifloraceae 

(Cervi & Imig, 2013), com número cromossômico variável entre os principais subgêneros 

(Sader et al., 2019a). O subgênero Passiflora é conhecido por sua importância econômica, 

como o maracujá azedo, P. edulis Sims, o maracujá doce, P. alata, os quais são utilizados 

pela indústria tanto por seu potencial farmacêutico como alimentício (Chiavaroli et al., 

2020, Vijay et al., 2021), sendo o Brasil o maior produtor de maracujá há mais de duas 

décadas (Meletti, 2011). Devido à diversidade de espécies para o gênero, é de suma 

importância a correta identificação dessas plantas para um manejo adequado, inclusive 

por seu potencial invasor em alguns países (Cowie & Werner, 1993; Hopley et al, 2021), 

além de vir a auxiliar no melhoramento genético de espécies com potencial econômico 

(Song et al., 2018; Chiavaroli et al., 2020; Elangovan et al., 2022; Vijay et al., 2021).  

Uma forma de complementar os dados morfológicos para identificação dessas 

espécies é a caracterização do seu cariótipo, com metodologias de citogenética clássica e 

citomoleculares (Guerra, 2008). As espécies do subgênero Passiflora L., em sua grande 

maioria, possuem cromossomos meta e submetacêntricos, com número cromossômico 

básico de x = 9, e a estabilidade desse número na grande maioria das espécies (Sader et 

al., 2019b). A exceção, até o momento, é apenas Passiflora foetida, com número 

cromossômico n = 10 (Melo et al., 2001), a qual se apresenta como espécie irmã dos 

demais representantes do subgênero Passiflora (Cauz-Santos et al., 2020). Passiflora 

foetida é um táxon que possui uma ampla distribuição geográfica e diversas variedades, 

uma das quais, P. vesicaria L., foi reconhecida nos últimos anos como espécie separada, 

sendo diferenciada apenas por características morfológicas. A esta última também foi 

atribuída uma variedade, denominada Passiflora vesicaria var. galapagensis (Killip) 

Vanderplank, que apesar de apresentar diferenças morfológicas não tão significantes, se 

encontra geograficamente isolada (Vanderplank, 2013). 

Utilizando as técnicas de dupla coloração CMA/DAPI, Melo et al. (2001) 

identificou que P. foetida possui n = 10 cromossomos, com três pares de bandas CMA+, 

sendo uma subtelomérica e duas proximais no acesso analisado. Esses pares de bandas 

provavelmente estão relacionados aos três pares de sítios proximais descritos para o 
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DNAr 35S, além de dois pares de sítios de DNAr 5S (Melo & Guerra, 2003). Quanto à 

P. vesicaria, não existem dados cromossômicos disponíveis até o momento. A 

caracterização citogenética das espécies P. foetida e P. vesicaria pode não apenas 

contribuir para a taxonomia desse complexo, mas também é de fundamental importância 

para entender a evolução cariotípica do gênero e do subgênero Passiflora em particular. 

 

1.1  OBJETIVOS 

1.1.1 Geral 

Caracterizar os cariótipos de Passiflora foetida e P. vesicaria  a fim de definir se há 

diferenças citogenéticas entre os taxa de Passiflora foetida sensu lato que suportem a 

nova circunscrição e inferir as possíveis causas das eventuais diferenças cromossômicas 

em relação as demais espécies do subgênero. 

1.1.2 Específicos 

● Realizar a primeira contagem cromossômica para P. vesicaria; 

● Quantificar o tamanho do genoma de acessos de P. foetida e P. vesicaria; 

● Comparar a distribuição da heterocromatina entre as duas espécies por meio 

da dupla coloração CMA e DAPI;  

● Realizar o mapeamento dos sítios de DNA ribossomal 5S e 35S no cariótipo 

das espécies. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 GENOMA DE PLANTAS 

Os genomas vegetais nucleares são diversos em sua composição e muito 

dinâmicos. Essa plasticidade genotípica faz com que as plantas tenham a capacidade de 

se adaptar com maior facilidade e contribui para a domesticação de espécies de interesse 

econômico (Krasileva, 2019). Os genomas são constituídos por sequências únicas e 

repetitivas, e podem ser muito diversos em tamanho, conteúdo e ploidia (Michael & 

VanBuren, 2020). As sequências únicas ou de baixo número de cópias incluem grande 

parte dos genes codificadores de proteínas. Quanto às sequências repetitivas, elas são 

as mais abundantes na maioria dos genomas vegetais (Heslop-Harrison & 

Schwarzacher, 2011). O acúmulo desse tipo de sequência vem sendo relacionado a 

eventos de aumento no tamanho do genoma em plantas, como observado em alguns 

táxons de Cuscuta L., que apresentam um maior número de bandas heterocromáticas 

quando comparadas com o resto do gênero (Ibiapino et al., 2020), e em Passiflora, onde 

foi notada uma expansão de linhagens de retroelementos como Ty1-copia/Angela e 

Ty3-gypsy/Tekay nos genomas do subgênero Passiflora (Sader et al., 2021).  

 

2.1.1 Disploidia e Poliploidia  

Outro fator que pode estar relacionado ao aumento do tamanho do genoma e 

evolução cariotípica são as alterações cromossômicas numéricas. Existem dois tipos de 

mudanças no número cromossômico que impactam na evolução cariotípica, a poliploidia 

e a disploidia (Guerra, 2012; Guerra, 2000).  

     As disploidias são mudanças no número cromossômico devido, por exemplo, a 

translocações Robertsonianas dos tipos fusão e fissão (Melo & Guerra, 2021). A 

disploidia é considerada ascendente quando o número cromossômico haploide aumenta e 

o cariótipo passa a ter um ou mais cromossomos. Ao comparar os registros 

cromossômicos e as filogenias da família Bignoniaceae, pode-se deduzir que seu número 

básico é provavelmente n = 18, seguido de uma disploidia ascendente (n = 18 → n = 20) 

nos clados mais derivados (Cordeiro et al., 2020). Já a disploidia descendente é o 

contrário, quando há diminuição do número cromossômico. Um exemplo em plantas foi 

relatado no gênero Gossypioides. Nativo do continente africano, esse gênero tem número 

cromossômico haploide n= 12, enquanto seu gênero irmão tem n = 13, assim como os 

outros táxons relacionados. Portanto, o número cromossômico de Gossypioides foi 

resultado de várias reestruturações cromossômicas que levaram à uma disploidia 
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descendente (Udall et al., 2019). Esse tipo de disploidia aparentemente é mais frequente 

nas plantas (Guerra, 2000).  

A poliploidia, por outro lado, consiste na duplicação de todo o complemento 

cromossômico de uma espécie (Guerra, 1998). Acontece muitas vezes na história 

evolutiva de vários grupos e se mostra um processo importante na evolução das plantas, 

inclusive por estar associado ao surgimento das flores, na base das angiospermas 

(Wendel, 2000). Estima-se que a grande maioria das angiospermas e quase todas as 

pteridóftas, por exemplo, tem origem poliploide, e por isso sua imensa diversidade 

(Guerra, 2020). Os poliploides podem ser classificados de diferentes formas, como em 

alo- ou autopoliploides, sendo esses dois conjuntos cromossômicos de parentais 

diferentes ou dois conjuntos cromossômicos similares do mesmo parental, 

respectivamente (Guerra, 2008). Também são frequentemente classificados em neo- ou 

paleopoliploides, sendo os neopoliploides resultado de uma poliploidização recente, 

fáceis de reconhecer e caracterizar, enquanto os paleopoliploides tem origem antiga e 

talvez seus ancestrais já estejam extintos, dificultando seu reconhecimento (Soltis et al., 

2015). Comparações nas taxas de diversificação de diversas linhagens indicam que 

duplicações de genoma completo, ou seja, os eventos de poliploidia, podem ter levado ao 

aumento da riqueza em várias linhagens de angiospermas, inclusive Poaceae, Solanaceae, 

Fabaceae e Brassicaceae (Soltis et al., 2009). 

2.2 CITOTAXONOMIA 

O cariótipo, ou conjunto cromossômico de uma espécie, nada mais é do que o próprio 

genoma, tendo a vantagem de, diferentemente de outros caracteres fenotípicos, não 

depender de expressão gênica, condições ambientais, idade ou fase de desenvolvimento 

(Guerra, 2012). Além do número de cromossomos, o cariótipo pode ser caracterizado 

também quanto à morfologia dos cromossomos, que, quando monocêntricos, podem ser 

classificados em metacêntricos, submetacêntricos e acrocêntricos; quanto ao número de 

bandas de heterocromatina; e utilizando sondas de sequências conservadas entre as 

espécies em hibridizações in situ fluorescentes (FISH). Essas características podem ser 

úteis para distinguir táxons relacionados e para fazer inferências evolutivas quando 

associadas a dados filogenéticos (Guerra, 2008).  
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 O uso de dados cariotípicos na taxonomia, conhecido como citotaxonomia, 

contribui para avaliar as relações entre espécies ou populações e para uma melhor 

compreensão da forma como eles divergiram. Dentre os dados que podem ser usados na 

citotaxonomia, o número cromossômico é a maneira mais rápida, barata e fácil para obter 

informação sobre o genoma de uma espécie ou relacionar genomas para melhor 

compreender suas relações evolutivas (Guerra, 2008).  

 

2.2.1 Heterocromatina 

O conjunto de DNA e proteínas associadas é chamado de cromatina, que pode ser 

classificada em dois tipos principais. A eucromatina compreende a porção codificante, 

sendo mais rica em bases nitrogenadas adenina e timina, enquanto a heterocromatina, que 

pode ser constitutiva ou facultativa tende a conter as frações mais repetitivas do genoma 

(Guerra, 1998). Esses tipos, quando localizados ao longo dos cromossomos, formam 

padrões que muitas vezes são conservados entre espécies ou grupos, sendo possível a 

identificação dos táxons através desses padrões (Souza, 2012; Da Costa Silva et al., 2015). 

Dentre as técnicas para identificar as regiões heterocromáticas nos cromossomos, 

a dupla coloração com os fluorocromos cromomicina A3 (CMA) e 4'6-diamidino-2-

phenilindol (DAPI) é a mais utilizada em análises citogenéticas comparativas em plantas 

(Souza, 2012). A dupla coloração CMA/DAPI permite uma coloração diferencial da 

heterocromatina constitutiva, revelando com o CMA regiões ricas em bases GC (guanina 

e citosina), enquanto o DAPI cora mais fortemente regiões ricas em AT (adenina e timina; 

Guerra & Souza, 2002). As RONs (Regiões Organizadoras de Nucléolo), sendo regiões 

ricas em GC, também são reveladas através dessa técnica (Besendorfer et al., 2002).  

Em Caesalpinoideae, essa técnica evidenciou diferenças significativas e altas 

taxas de diversificação dos padrões de bandas entre espécies (Van-Lume & Souza, 2018), 

e também demonstrou correlação entre dados ecológicos e padrões de distribuição 

específicos da heterocromatina em diferentes ambientes (Van-Lume et al, 2017). Em 

citrus, onde as espécies apresentam o mesmo número e morfologia cromossômica, os 

padrões de bandas evidenciados pela dupla coração CMA/DAPI permitem diferenciar as 

espécies muito populares no mercado alimentício (Guerra, 2009).  
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2.1.2 Hibridização in situ Fluorescente (FISH) 

A hibridização in situ fluorescente (FISH) tornou possível visualizar sequências 

de DNA nos cromossomos, através de sondas fluorescentes, dando início à citogenética 

molecular. Essas sondas consistem em um segmento complementar de DNA ou RNA 

selecionado, isolado, amplificado e marcado, que é hibridizado nas células de interesse. 

Elas podem ser marcadas direta ou indiretamente com fluorocromos, permitindo sua 

visualização por microscópios de fluorescência (Guerra, 2004). 

As sequências mais utilizadas na FISH são os DNAs ribossomais, 5S e 35S, pois 

essas sequências repetitivas são dispostas no genoma em tandem, ou seja, formando 

blocos os quais podem ser facilmente detectados pela técnica (Guerra, 2004). Além disso, 

as sequências dos DNAr 35S e 5S são altamente conservadas, podendo ser detectadas 

com sondas heterólogas em análises comparativas entre táxons. O feijão comum, por 

exemplo, apresenta um acúmulo de números de sítios de DNAr nas linhagens dos Andes 

em relação às linhagens mesoamericanas (Pedrosa-Harand et al., 2006). 

 

2.3 PASSIFLORA SUBGÊNERO PASSIFLORA 

O gênero Passiflora compreende mais de 500 espécies e tem mais de 95% da sua 

diversidade na América do Sul (Pacheco et al., 2020). Atualmente é dividido em 4 

subgêneros, sendo eles Astrophea (DC.) Mast., Decaloba (DC.) Rchb., Deidamioides 

(Harms) Killip, e Passiflora Feuillet & MacDougal (MacDougal & Feuillet, 2003), apesar 

de alguns autores considerarem outros subgêneros como Tryphostemmatoides (Muschner 

et al., 2012, Buitrago, MacDougal & Coca, 2018) e Tetrapathea (Krosnick, Ford, & 

Freudenstein, 2009).  

O subgênero Passiflora conta com cerca de 250 espécies, sendo um subgênero 

tropical e subtropical de trepadeiras e lianas (Cervi & Imig, 2013). Tem flores 

relativamente grandes com filamentos coronais unisseriados a multiseriados, cinco 

estames e o estigma e o ovário são elevados por uma coluna chamada androginóforo. Está 

amplamente distribuído, principalmente nos trópicos, além de ser o subgênero mais 

conhecido devido à sua importância econômica (Ulmer & MacDougal, 2004). 

 

2.3.1 Importância Econômica 

  O subgênero Passiflora inclui espécies como P. edulis Sims e P. alata Curtis, 

mais conhecidos como maracujá azedo e maracujá doce respectivamente, sendo o Brasil 
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o maior produtor de maracujá do mundo (Meletti, 2011), além de produzir quase em sua 

totalidade os maracujás azedos (Sebrae, 2016). Também inclui outras espécies como P. 

incarnata L., usada no mercado farmacológico, entre outros subprodutos aproveitados 

dos compostos secundários dessas plantas (Leal et al., 2022). Em relação a P. foetida, 

tem o fruto comestível, sendo considerada uma planta de potencial nutracêutico (Song et 

al., 2018) e já existem estudos que detalham seu uso farmacológico (Chiavaroli et al., 

2020), além de potencial antifúngico (Elangovan et al., 2022), e até o uso dos seus genes 

para introgressão em plantas comerciais (Vijay et al., 2021). 

 

2.3.2 Citogenética e filogenia no subgênero Passiflora 

O subgênero Passiflora apresenta o número cromossômico básico x = 9 (Melo & 

Gerra, 2001; Hansen et al., 2006; Sader et al., 2019), com exceção de P. foetida. De todas 

as espécies analisadas do subgênero, apenas P. foetida apresenta o número cromossômico 

n = 10. Em estudos filogenéticos, P. foetida é a primeira linhagem a divergir e aparece 

como irmã das demais espécies do subgênero (Cauz-Santos et al., 2020; Krosnick et al., 

2013). Considerando o ancestral do gênero com x = 12 (Melo & Guerra, 2021), é possível 

que o n = 10 seja um número intermediário em uma série de disploidia descendente até o 

n = 9. 

Em relação às bandas heterocromáticas e DNAr no subgênero, todas as espécies 

analisadas até o momento apresentaram os sítios de DNAr tanto 35S quanto 5S terminais 

ou subteloméricos (Dias et al., 2020, Coelho et al., 2016). A exceção é P. foetida, que 

apresenta sítios subteloméricos de 5S, porém DNAr 35S pericentroméricos (Melo e 

Guerra, 2003), sugerindo alterações cromossômicas estruturais ou mudança nas posições 

dos sítios.  

Os tamanhos de genoma para o subgênero Passiflora variam de 0,263 para P. 

palmeri Rose, indo até 2,68 para P. quadrangularis L. são os maiores dentro do gênero, 

com P. foetida apresentando o menor tamanho dentro do subgênero (Yotoko et al. 2011). 

Sendo assim, novamente P. foetida aparenta caracteres cariotípicos intermediários entre 

os outros subgêneros e as demais espécies do seu subgênero, corroborando sua posição 

filogenética. 
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2.3.3 Passiflora foetida e P. vesicaria 

 Passiflora foetida é uma espécie trepadeira, amplamente distribuída. Tem raízes 

lenhosas, caule sólido, gavinhas e folhas que variam no tamanho e forma, carregando 

tricomas em toda a extensão da planta, os quais secretam um líquido com cheiro 

específico, dando a fama da espécie de maracujá fedorento. Suas flores coloridas, variam 

indo desde roxas à brancas e apresentam uma grande diversidade morfológica, sendo 

possível a identificação de seis variedades: elas P. foetida var. foetida L., var. nigelliflora 

(Hooker), var. oaxacana Killip, var. acapulsensis Killip, var. ellisonii Vanderplank e var. 

baraquiniana (Lem.) Vanderplank. Além disso, táxons que antes eram considerados 

também suas variedades, foram elevados à categoria de espécie com base em dados 

morfológicos como cor da flor, forma do fruto e sementes, e quantidade de lóbulos 

foliares, sendo eles P. vesicaria e P. vesicaria var. galapagensis. Esses dois taxa não 

apresentam diferenças morfológicas tão significantes, embora P. vesicaria var. 

galapagensis se encontre geograficamente muito isolada (Vanderplanck, 2013). 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1   MATERIAL VEGETAL 

O trabalho foi realizado com três acessos, um de P. foetida e dois de P. vesicaria, 

os quais foram obtidos em parceria com o Jardim Botânico do Recife, ou através de 

coletas feitas por pesquisadores do Laboratório de Citogenética e Evolução Vegetal. Os 

acessos foram mantidos em cultivo no Jardim Experimental do Laboratório de 

Citogenética e Evolução Vegetal do Departamento de Botânica da Universidade Federal 

de Pernambuco (UFPE) e vouchers foram depositados no Herbário UFP – Geraldo Mariz. 

Sementes foram colocadas para germinar em placas de Petri e, após germinação, raízes 

foram coletadas e pré-tratadas com 2mM 8-hidroxiquinoleína (8-HQ) por 4,5 horas, a 10 

ºC, fixadas em Carnoy 3:1 (etanol: ácido acético glacial) por 1-24 h, à temperatura 

ambiente, e estocadas em freezer a -20ºC para utilização nas preparações mitóticas. 

 

3.2   ANÁLISE CITOGENÉTICA 

Para a preparação das lâminas, o material foi lavado duas vezes em água destilada 

e digerido a 37 ºC em uma solução contendo 2% de celulase (Onozuka) e 20% de 

pectinase (Sigma) (v/v) por 1 h em câmera úmida. As lâminas foram preparadas segundo 

o protocolo de secagem ao ar (Ribeiro et al., 2017). O bandeamento cromossômico por 

dupla coloração com os fluorocromos chromomicina A3 (CMA) e 4'6-diamidino-2-

phenilindol (DAPI), para caracterização das bandas de heterocromatina ricas em GC e 

AT, respectivamente, foi realizado de acordo com Vaio et al. (2018). 

As hibridizações in situ fluorescente foram realizadas segundo descrito em 

Fonsêca et al. (2010), usando duas sondas de DNAr: oligonucleotídeos correspondendo 

a regiões conservadas do 5S rDNA pré-marcados - PLOPs (Waminal et al., 2018) com 

Cy3dUTP (5S) e o clone pTa71 de trigo (25-28S, 5,8S, e 18S DNAr; Gerlach e Bedbrook, 

1979) marcado por Nick translation com  Alexa-488-dUTP (35S). Após bandeamento 

CMA/DAPI e FISH, as imagens foram capturadas em microscópio de epifluorescência 

Leica DM5500B com sistema de captura Leica las-AF. As melhores células fotografadas 

foram selecionadas para sobreposição e ajuste de brilho e contraste no Adobe Photoshop 

CS6. 
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3.3 CITOMETRIA DE FLUXO 

Com o intuito de estimar o tamanho genômico das espécies de cada táxon, foram 

realizadas análises de citometria de fluxo das folhas de um a três indivíduos de cada 

acesso em cultivo em tréplicas, seguindo o protocolo revisado por Pellicer & Leitch 

(2014). Folhas frescas de um indivíduo e do padrão interno (Lycopersicon esculentum 

Mill. 2C = 1,96 pg, Doležel et al., 1998) foram picotadas simultaneamente em 1 mL de 

tampão Woody Plant Buffer-WPB (Loureiro et al., 2007) ou Marie Buffer. A amostra foi 

filtrada em um filtro de 30 µm, sendo posteriormente adicionado 50 mg/mL de iodeto de 

propídeo, um agente fluorescente intercalante à molécula de DNA. As amostras foram 

submetidas a análise em um citômetro de fluxo CyFlow Partec Space (Sysmex, 

Norderstedt, Alemanha). Os histogramas de fluorescência relativa foram interpretados 

com o auxílio do software Flomax v.2.3.0. (Sysmex, Norderstedt, Alemanha). 

 

 

4 RESULTADOS  

4.1 ARTIGO: Duas espécies e dois cariótipos? Diferenciação cariotípica entre 

Passiflora foetida L. e P. vesicaria L. (Passifloraceae) 

Bruna Zirpoli, Mariela A. Sader*, Pablo E. Rodriguez*, Andrea Pedrosa-Harand 

 

Universidade Federal de Pernambuco, Centro de Biociências, Recife- Brasil. 

*Present address Universidad Nacional de Córdoba, Córdoba, Argentina. 

 

Resumo 

O gênero Passiflora L. (Passifloraceae) é amplamente distribuído, principalmente nos 

neotrópicos, e apresenta mais de 500 espécies, divididas em quatro subgêneros principais. 

O subgênero Passiflora é o de maior importância econômica e apresenta um número 

cromossômico básico x = 9, sendo P. foetida L. a única espécie do subgênero que 

apresenta o número haploide n = 10, além de um grande número de variedades. Duas 

delas foram recentemente recircunscritas como Passiflora vesicaria L. e Passiflora 

vesicaria var. galapagensis. Nesse trabalho, nosso objetivo foi caracterizar 

citogeneticamente ambas as espécies estimando os tamanhos do genoma por citometria 

de fluxo, mapeando regiões heterocromáticas mediante coloração CMA/DAPI, e sítios de 
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DNA ribossomal 5S e 35S, através de hibridização in situ fluorescente (FISH). Os 

tamanhos dos genomas foram similares entre os três acessos analisados, com 2C = 1,07 

±0.07 pg para P. foetida, 2C = 1,16 ±0.01 pg para P. vesicaria e 2C= 0,99 ±0.02 pg para 

P. vesicaria var. galapagensis, caracterizando genomas pequenos. Todos os três acessos 

apresentaram 2n = 20, confirmando a contagem para P. foetida e revelando pela primeira 

vez os números cromossômicos dos dois acessos de P. vesicaria. Foram observadas seis 

bandas CMA+ para P. foetida, duas bandas de CMA+ para P. vesicaria e quatro bandas 

de CMA+ para P. vesicaria var. galapagensis, todas colocalizadas com os sinais de DNAr 

35S. A FISH com DNAr 5S e 35S mostrou em P. foetida seis sítios de 35S 

pericentroméricos de diferentes intensidades, e quatro sítios de 5S intersticiais. P. 

vesicaria mostrou quatro sítios de 35S também pericentroméricos assim como dois sítios 

de 5S, enquanto P. vesicaria var. galapagensis que apresentou quatro sítios de 35S 

pericentroméricos, e dois sítios de 5S. Portanto, apesar das espécies apresentarem o 

mesmo número cromossômico (n = 10) e um tamanho genômico similar, existem 

variações cariotípicas quanto ao número de bandas CMA+ e de sítios de DNAr que 

permitem diferenciá-las. A conservação do n = 10 nessa linhagem também reforça o x = 

10 como número básico ancestral para o subgênero Passiflora, apenas de n = 9 ser mais 

frequente nesse subgênero. 

 

PALAVRAS CHAVE: Bandeamento CMA/DAPI, Citotaxonomia, DNA ribossomal 5S 

e 35S, FISH, Citometria de fluxo. 

 

 

Introdução 

 O gênero Passiflora L. é o maior gênero da família Passifloraceae, e engloba 

aproximadamente 560 espécies, em sua maioria trepadeiras, lianas e lenhosas, apesar de 

terem plantas com hábito arbustivo ou arbóreo (Krosnick et al., 2013; Koch & Ilkiu-

Borges, 2016), distribuídas especialmente nos Neotrópicos (Ulmer & MacDougal, 2004). 

Apresenta relações coevolutivas com muitos organismos, incluindo polinizadores 

(OCampo Perez & Coppens d'Eeckenbrugge, 2017). Devido à sua ampla variação 

morfológica, o gênero foi anteriormente dividido em 22 subgêneros (Killip, 1938), mais 

recentemente reunidos em quatro subgêneros principais: Astrophea (DC.) Mast., 

Decaloba (DC.) Rchb., Deidamioides (Harms) Killip, e Passiflora Feuillet & MacDougal 

(Ulmer e MacDougal, 2004). 
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O subgênero Passiflora compreende cerca de 250 espécies, sendo o maior dentre 

os subgêneros de Passiflora (Cervi & Imig, 2013). Apresenta trepadeiras e lianas com 

flores relativamente grandes, com filamentos coronais uni- a multisseriados, cinco 

estames, com estigma e ovário elevados por uma coluna chamada androginóforo. Está 

amplamente distribuído, principalmente nos trópicos, além de ser o subgênero mais 

conhecido devido à sua importância econômica (Ulmer & MacDougal, 2004).  

Passiflora foetida foi a primeira linha a divergir dentro do subgênero Passiflora 

sendo, portanto, irmã das demais espécies do subgênero (Cauz-Santos et al., 2020). 

Passiflora foetida é uma espécie amplamente distribuída (Patil et al., 2015), com altas 

taxas de reprodução e dispersão, e por isso considerada invasora em alguns países (Cowie 

& Werner, 1993, Hopley et al., 2021). Alguns trabalhos apontam P. foetida como uma 

planta com potencial de uso dos seus genes para introgressão em plantas comerciais 

(Vijay et al., 2021) e potencial antifúngico (Elangovan et al., 2022), além do uso 

farmacológico conhecido em todo gênero (Leal et al., 2022, Chiavaroli et al., 2020). A 

espécie apresenta uma grande diversidade morfológica, sendo possível a identificação de 

seis variedades. Além disso, táxons que antes eram considerados também suas variedades, 

foram elevados à categoria de espécie apenas com base em dados morfológicos, sendo 

eles P. vesicaria e P. vesicaria var. galapagensis (Vanderplanck, 2015). Numa 

caracterização de Passiflora foetida a fim de investigar a origem de acessos invasores na 

Austrália, foram reconhecidas três linhagens: Brazil (Clado I), Caribe (Clado II) e 

Equador (Clado II) (Hopley et al., 2021). No entanto, não foi possível diferenciar suas 

variedades, sendo todos os taxa tratados como P. foetida lato sensu. Como complementar 

às caracterizações morfológicas e moleculares, a caracterização cariotípica pode auxiliar 

nas delimitações desses táxons numa abordagem citotaxonômica (Guerra, 2008).  

 Dentre as principais características cariotípicas usadas em citotaxonomia estão o 

número cromossômico, tamanho genômico, bandas heterocromáticas e número e 

localização de sítios de DNAs ribossomais 35S e 5S (Guerra, 2012). Para a identificação 

das bandas de heterocromatina é comum o uso da dupla coloração CMA/DAPI, os quais 

são fluorocromos que coram respectivamente as regiões ricas em GC e AT (Cordeiro et 

al., 2022). Já o DNAr 5S e 35S são sequências repetidas em tandem que codificam os 

RNAr 5S, 5,8S, 18S, e 25-28S, de extrema importância para a montagem dos ribossomos 

(Richard et al., 2008) e que são usadas como marcadores citomoleculares nos estudos de 

evolução cromossômica (Jiang et al., 2019). 
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Apesar de Passiflora apresentar número cromossômico variável entre os 

subgêneros (Sader et al., 2019a), o subgênero Passiflora, em sua grande maioria, possui 

cromossomos meta- e submetacêntricos e número cromossômico básico x = 9 (Sader et 

al., 2019b), além de apresentarem os sítios de DNAr sempre terminais ou subteloméricos 

(Dias et al., 2020, Coelho et al., 2016). No entanto, os acessos analisados de P. foetida 

apresentaram n = 10 (Mikovski et al.; 2021; Barros et al., 2021; Ferreira et al., 2020; 

Melo et al., 2001), e apresentando sítios de DNAr 35S proximais (Melo e Guerra, 2003). 

Em nenhum dos trabalhos, no entanto, os matérias foram classificados a nível de 

variedade. 

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo caracterizar os cariótipos de três 

acessos das espécies P. foetida e P. vesicaria, recentemente separado de P. foetida, com 

dupla coloração CMA/DAPI e mapeamento do DNA ribossomal 5S e 35S, além de 

estimar o tamanho genômico de cada acesso, com o intuito de possibilitar discussões 

taxonômicas e evolutivas em relação ao subgênero Passiflora. 

 

Materiais e métodos 

 Material Vegetal 

Três acessos das espécies P. foetida e P. vesicaria foram adquiridos a partir de 

parceria com o Jardim Botânico do Recife e através de coletas realizadas por 

pesquisadores do Laboratório de Citogenética e Evolução Vegetal. As plantas foram 

cultivadas no Jardim Experimental do Laboratório de Citogenética e Evolução Vegetal 

do Departamento de Botânica da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e as 

exsicatas e seus vouchers foram depositados no Herbário UFP – Geraldo Mariz. Os dados 

das espécies e de coletas estão sumarizados na Tabela 1. 

 Análise Citogenética 

As sementes das espécies foram colocadas em placas de Petri para germinar e, 

após germinação, as pontas das raízes foram coletadas e pré-tratadas com 8-

hidroxiquinoleína (8-HQ) por 4,5 horas, a 10º C, fixadas em Carnoy 3:1 (etanol: ácido 

acético glacial) por no mínimo uma hora à temperatura ambiente e estocadas em freezer 

a -20ºC para utilização posterior. Para as preparações mitóticas, as raízes foram lavadas 
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duas vezes em água destilada e digeridas em uma solução contendo 2% de celulase 

(Onozuka) e 20% de pectinase (Sigma) (v/v) a 37ºC, por uma a três horas.  

As preparações foram realizadas segundo o protocolo de secagem ao ar (Ribeiro 

et al., 2017). O bandeamento cromossômico por dupla coloração com os fluorocromos 

Cromomicina A3 (CMA) e 4'6-diamidino-2-phenilindol (DAPI) foi realizado de acordo 

com Vaio et al. (2018). As hibridizações in situ fluorescentes foram realizadas segundo 

disponível em Fonsêca et al. (2010) com oligos pré-marcados com Cy3dUTP – PLOPs 

para o 5S rDNA (Waminal et al., 2018). O clone pTa71 de trigo (25-28S, 5,8S, e 18S 

DNAr; Gerlach e Bedbrook, 1979) marcado por Nick translation com  Alexa-488-dUTP 

e usado para localizar os sítios de DNAr 35S.  Microscópios de epifluorescência Leica 

DM5500B com sistema de captura Leica las-AF foram utilizados para captura de imagens 

e o programa Adobe Photoshop CS6 foi usado para ajustes das imagens de modo 

uniforme para brilho e contraste.  

Citometria de fluxo 

Para as análises de citometria foram utilizadas folhas frescas de três indivíduos de 

cada acesso em cultivo em tréplicas, simultaneamente com o padrão interno 

(Lycopersicon esculentum Mill. 2C = 1,96 pg, Doležel et al. 1998), de acordo com o 

protocolo revisado por Pellicer & Leitch (2014), em 1 mL de tampão Woody Plant Buffer-

WPB (Loureiro et al., 2007) ou Marie Buffer. Foi usado um filtro de 30 µm, e adicionado 

50 mg/mL de iodeto de propídeo, como fluorocromo intercalante de DNA. O citômetro 

de fluxo utilizado foi CyFlow Space (Sysmex, Norderstedt, Alemanha) e os histogramas 

de fluorescência relativa gerados com o software Flomax v.2.3.0. (Sysmex, Norderstedt, 

Alemanha). 

 

Resultados  

As preparações mitóticas dos três acessos das duas espécies analisadas 

apresentaram o mesmo número cromossômico, 2n = 20, com cromossomos metacêntricos 

e submetacêntricos (Tabela 1, Fig. 1). Essas contagens corroboram análises anteriores 

para P. foetida (Guerra, 2001; Melo & Guerra, 2003), e adicionam novas contagens 

cromossômicas para P. vesicaria e P. vesicaria var. galapagensis. 
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Tabela 1. Acessos analisados de P. foetida com informações de voucher e dados citogenéticos 

Espécies Voucher 2n 2C (pg)/ cv Número de 

bandas 

CMA+ 

P. foetida UFP85988 20 1,07 ± 0,07/ 

3,65 

6p 

P. vesicaria UFP89157 20 1,16 ± 0,01/ 

4,12 

2p 

P. vesicaria var. galapagensis UFP85083 20 0,99 ± 0,02/ 

3,77 

4p 

 

A dupla coloração CMA/DAPI revelou bandas heterocromáticas CMA positivas 

em três pares cromossômicos de P. foetida, totalizando seis bandas na região 

pericentromérica (Fig.1a), enquanto P. vesicaria apresentou apenas um par de bandas 

CMA+ forte no pericentrômero (Fig.1c). P. vesicaria var. galapagensis mostrou um par 

forte e outro par mais fraco de bandas CMA+ (Fig.1e), assemelhando-se mais ao cariótipo 

de P. vesicaria.  

Em relação às FISHs com os DNAs ribossomais, P. foetida apresentou dois pares 

de sítios de DNAr 5S em posições intersticiais e três pares de DNAr 35S proximais (Fig. 

1b), correspondendo às bandas de CMA+. Passiflora vesicaria apresentou apenas um par 

de DNA 5S intersticial e dois de 35S, um forte e outro bem mais fraco, também proximais 

(Fig. 1d). Os sinais de DNAr 35S foram co-localizados com as bandas de CMA+ (Fig.3), 

o que é comum, inclusive para outros grupos de plantas (Guerra, 2009), embora o par 

mais fraco não tenha sido visível como bandas de CMA+. Passiflora vesicaria var. 

galapagensis apresentou quatro sítios de DNAr 35S (Fig. 1f), o que era esperado, tendo 

em vista o padrão CMA/DAPI observado anteriormente (Fig. 1e). Não houve diferença 

no número de sítios de DNAr em relação ao outro acesso de P. vesicaria, apenas no 

tamanho dos sítios de 35S, apresentando inclusive o mesmo número de sítios de DNAr 

5S (Fig 1d e 1f).  
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Figura 1. Distribuição de bandas heterocromáticas CMA(amarelo) e DAPI (azul; a, c, e) e hibridização in 

situ fluorescente com o DNAr 5S (cy3, em vermelho) e 35S (Alexa, em verde) (b, d e f). (a-b) P. foetida; 

(c-d) P. vesicaria com insertos dos dois menores sítios de 35S; (e-f) P. vesicaria var. galapagensis. Barra 

em (f) corresponde a 10 μm.  
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Figura 2. Cariogramas de P. foetida (a), P vesicaria (b) e P vesicaria var galapagensis (c) com sítios de 

DNAr 5S (vermelho) e 35S (verde). 

 

 

Figura 3. Cariogramas comparativos da dupla coloração CMA/DAPI (amarelo e azul) e da FISH de DNAr 

5S (vermelho) e 35S (verde) de P vesicaria, mostrando a colocalização das bandas mais intensas CMA+ 

(amarelo) e sítios de DNAr 35S (verde). 

As estimativas dos tamanhos dos genomas indicam 2C = 1,07 ± 0.07 pg para P. 

foetida, 2C = 1,16 ± 0.01 pg para P. vesicaria e 2C = 0,99 ± 0.02 pg para P. vesicaria var 

galapagensis. Os três acessos apresentam uma pequena variação no tamanho do genoma 

entre si.  

 

Figura 4. Histogramas de citometria de fluxo. O primeiro pico em cada histograma corresponde às espécies 

(a) P. foetida, (b) P. vesicaria e (c) P. vesicaria var. galapagensis, e o segundo ao controle, Lycopersicon 

esculentum. 

 

Discussão 

Neste trabalho, apresentamos a caracterização citogenética inédita de duas variedades 

de P. vesicaria e comparamos com dados similares para um acesso de P. foetida, 

corroborando dados prévios para essa espécie (Mikovski et al.; 2021; Barros et al., 2021; 

Ferreira et al., 2020; Melo & Guerra, 2003; Melo et al., 2001). As variações no número 

cromossômico já apresentadas para P. foetida, 2n = 18 (Janaki-Ammal, 1945) e 2n = 22 
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(Bowden, 1945; Harvey, 1966), provavelmente resultaram de constrições secundárias 

distendidas, ou contagens incertas, levando os autores a interpretação incorreta do número 

diploide da espécie. Embora os três táxons apresentem 2n = 20, corroborando a 

proximidade entre eles (Vanderplank, 2013), foi possível diferenciar citogeneticamente 

as espécies quanto ao número de bandas heterocromáticas CMA+ e sítios de DNAr 35S e 

5S, atestando que existem diferenças cariotípicas entre P. foetida e P. vesicaria, e 

sustentando a classificação de espécie de P. vesicaria. Quanto à variedade P. vesicaria 

var. galapagensis, os dados se mostram similares aos de P. vesicaria, com uma pequena 

diferença em relação a intensidade de um sítio de DNAr 35S que se reflete em uma banda 

de CMA+ menos visível na variedade típica, assim como observado em Citrus reticulata 

cv. Cravo (Da Costa Silva et al., 2015).  

As variações na quantidade de sítios de DNAr são significativas do ponto de vista 

taxonômico dentro do subgênero, uma vez que, outras espécies mais distantes entre si já 

apresentaram números de sítios diferentes, como é o caso de P. edulis (quatro sítios de 

DNAr 35S) (Melo & Guerra, 2003; Sader et al., 2019a) e P. watsoniana (seis sítios de 

DNAr 35S) (Dias et al., 2020), sendo possível a diferenciação de algumas espécies com 

base no número de sítios de DNAr (Melo & Guerra, 2003). A posição dos sítios também 

pode variar entre espécies, embora tenha se mostrado conservada entre espécies mais 

próximas. Enquanto em P. edulis e outras espécies do subgênero Passiflora os sítios de 

DNAr 35S foram terminais, em P. foetida e P. vesicaria os sítios foram proximais, como 

em P. misera e P. tricuspis, do subgênero Decaloba (Dias et al., 2020, Coelho et al., 2016, 

Melo & Guerra, 2003).  

Considerando a posição filogenética basal de P. foetida no subgênero (Cauz-Santos 

et al., 2020) e um provável cariótipo ancestral para o gênero com x = 12 (Melo & Guerra, 

2021), o n = 10 de P. foetida e P. vesicaria provavelmente representa um estágio 

intermediário originado por disploidia descendente, que posteriormente resultaria no 

número haploide mais ocorrente nas demais espécies do subgênero x = 9. Sendo assim, x 

= 10 deve ser considerado o número cromossômico básico ancestral para o subgênero 

Passiflora, e não x = 9, que representa apenas o número mais frequente. 
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Figura 5. Representação simplificada das relações filogenéticas e reconstrução do número cromossômico 

ancestral e sua mudança no subgênero Passiflora, inicialmente para x = 10 e posteriormente para x = 9, o 

número mais ocorrente atualmente no subgênero. 

 

  Nesse cenário, os sítios proximais poderiam ser fruto da fusão de cromossomos 

com sítios terminais como observado em espécies do subgênero Astrophea, com n = 12 

(Melo e Guerra, 2003). No entanto, a maioria das espécies do subgênero tem n= 9 e sítios 

de DNAr 35S terminais (Dias et al., 2020), sugerindo rearranjos estruturais mais 

complexos nos cariótipos durante os eventos de disploidia. No grupo de Senna Mill., ao 

comparar Senna occidentalis (L.) Link e S. tora (L.) Roxb, a disploidia descendente 

ocorreu através de diversos rearranjos estruturais, envolvendo duplicações do genoma 

inteiro e fusões cromossômicas (Waminal et al., 2021). A hipótese alternativa para essa 

mudança na localização dos sítios de DNAr seria a transposição do DNAr independente 

de rearranjos estruturais, assim como reportado em Triticeae (Dubcovsky e Dvorak 1995; 

Raskina et al. 2004a, b). 

O tamanho do genoma em Passiflora varia consideravelmente entre suas espécies, 

indo de 2C = 0.21 pg em P. organensis a 5.36 pg em P. quadrangularis, com genomas 

maiores no subgênero Passiflora (Souza et al., 2004; Yotoko et al., 2011) Os valores 

encontrados no presente trabalho não sugerem variação significativa entre as duas 

espécies (2C = 1,07 ± 0.07 pg para P. foetida, 2C = 1,16 ± 0.01 pg para P. vesicaria e 2C 

= 0,99 ± 0.02 pg para P. vesicaria var galapagensis), e são similares às previamente 

descritas para P. foetida (2C = 0,96 pg) (Yotoko et al., 2011). Seu genoma relativamente 

pequeno é compatível com o aumento do genoma observado em outras espécies do 
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subgênero Passiflora (Sader et al, 2019b). Uma amostragem mais ampla de vários 

indivíduos de diferentes localidades de cada uma das variedades das duas espécies seria 

necessária para verificar se esse caráter poderia diferenciar os táxons a nível 

intraespecífico. 
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5 CONCLUSÃO 

A caracterização cariotípica em número e posição de bandas CMA+ e sítios de DNAr 

5S e 35S corroboram dados prévios para P. foetida e trazem caracteres cariotípicos 

inéditos para P. vesicaria, assim como para a variedade P. vesicaria var. galapagensis. 

Esses dados dos cariótipos corroboram as análises morfológicas prévias indicando a 

separação dos acessos em duas espécies distintas (P. foetida e P. vesicaria). As diferenças 

apresentadas indicam que houve mudanças cariotípicas por disploidia descendente, de n 

= 12 para n = 10 e posteriormente n = 9, sugerindo x = 10 como número básico ancestral 

para o subgênero e reforçando a necessidade do uso de outros métodos citomoleculares 

comparativos, a fim de entender a evolução desses cariótipos. 
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