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RESUMO
Dissertacao de Mestrado
Programa de Po6s-Graduacao em Botanica
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, RS, Brasil

Anatomia comparada da antera de espécies de Passiflora L.

(Passifloraceae) do Rio Grande do Sul
Autora: Greta Aline Dettke
Orientador: Prof. Dr. Rinaldo Pires dos Santos
Local e data de defesa: Porto Alegre, 27 de fevereiro de 2009

Passiflora L. € o maior dos géneros de Passifloraceae, com cerca de 530 espécies, e ocorre
predominantemente no continente americano. Compreende trepadeiras herbaceas ou lenhosas com
gavinhas, raramente ervas, arbustos ou pequenas arvores. A sistematica de Passiflora, assim como de
Passifloraceae, ndo estd ainda bem resolvida, pois sdo frageis os limites de circunscricdo de varios
subgéneros, secles e séries e a Ultima revisdo sistematica dos géneros americanos data do século
passado. Esta classificacdo estabelece 23 subgéneros e € inteiramente baseada em caracteres
morfoldgicos, principalmente da estrutura floral. Estudos recentes, morfolégicos e moleculares, indicam a
reducao destes subgéneros a apenas quatro: Passiflora, Decaloba, Astrophea e Deidamioides. Porém, a
relacdo entre estes subgéneros é incerta, sendo de fundamental importancia a realizacdo de estudos
morfologicos para a sustentagdo e esclarecimento das relagcdes entre os grupos deste género. Este
estudo tem por objetivo descrever a morfologia externa, vasculariza¢éo e estrutura histolégica da antera
deiscente, a estrutura e histoquimica da esporoderme dos gréos de pdlen, bem como a caracterizagao
das aberturas do pdlen de treze espécies de Passiflora L. (subgéneros Astrophea, Decaloba e
Passiflora) que ocorrem no Rio Grande do Sul e Santa Catarina, sob microscopia Optica e eletrbnica de
varredura, fornecendo dados anatdémicos que auxiliem na distincdo entre estas espécies e na delimitacdo
dos grandes subgrupos do género, bem como no entendimento de suas relacdes e que possam ser
utilizados em andlises filogenéticas. As espécies de Passiflora possuem antera tetraesporangiadas com
deiscéncia rimosa, ampla variacdo de tamanhos e, como os demais verticilos florais, apresentam
movimentacdo durante a abertura da flor. Anatomicamente, apresentam epiderme persistente, com
cuticula lisa a estriada e células estomiais alongadas na maioria das espécies, endotécio com
espessamentos distintos e lignificados, camadas médias colapsadas, membrana tapetal evidente e
orbiculos pequenos. Os graos de podlen, com variaveis padrdes morfologicos, apresentam grandes
guantidades de substancias lipofilicas sobre a esporoderme. Podem apresentar ou ndo pequenos graos
de amido e citoplasma PAS-positivo. A esporoderme apresenta intina triestratificada (estrato péctico,
péctico e protéico, péctico celuldsico) e exina diferenciada em ectexina e endexina. Trés padrfes
estruturais foram encontrados: tipo 1, grdos de pdélen com intina espessa, ectexina de aspecto
internamente verrucado, auséncia de camada basal compacta, nexina 1 como uma mistura de ectexina e
endexina, onde sédo visiveis as columelas imersas (subgénero Passiflora); tipo 2, graos de polen com
intina fina, endexina internamente lisa, com camada basal compacta, formada somente pela ectexina
(subgéneros Astrophea e Decaloba); tipo 3: grdos de pélen com intina fina, endexina internamente lisa,
auséncia de camada basal, nexina 1 granulosa, como uma mistura de ectexina e endexina (P. suberosa
- Decaloba). Em relagdo aos tipos de aberturas, a espécie do subgénero Astrophea apresenta polen 6-
colporado, com trés endoaberturas lalongadas; as espécies do subgénero Passiflora apresentam poélen
6-12-sincolpado, com colpos fundidos aos pares, delimitando o pseudopérculo; as espécies do
subgénero Decaloba apresentam poélen 6-colporados operculados e P. capsularis apresenta poélen 12-
colporado. Algumas caracteristicas encontradas neste estudo merecem especial atencdo pelo seu
potencial uso na filogenia do grupo, com necessidade de estudos mais amplos. Entre eles, o tamanho
das anteras, presenca de células estomiais, tipos de espessamentos do endotécio, padrdes de
vascularizacdo, caracteristicas do reticulo na exina (amplitude e presenca de baculas), estrutura da
exina e tipos de aberturas.

Palavras-chave: Passiflora, antera, pélen, anatomia vegetal.



APRESENTACAO

A presente dissertacdo encontra-se dividida em duas partes: o primeiro capitulo
fornece uma introducdo geral sobre as diferentes abordagens e conceitos que
permeiam a discussdo dos resultados; e 0 segundo capitulo apresenta os resultados

propriamente ditos.

Os resultados foram organizados em duas partes, que correspondem a dois
manuscritos: o primeiro abordando a morfologia externa, anatomia e histoquimica da
antera e graos de polen das espécies estudadas; e o segundo aborda a caracterizagdo
dos tipos de aberturas dos gréos de poélen destas espécies.

De modo a facilitar a publicacdo dos resultados, os manuscritos encontram-se
formatados de acordo com as normas dos periédicos aos quais serdo submetidos, com
excecao das margens e espacamentos do texto. O primeiro sera um capitulo integrante
do livro em edicdo “Passifloraceae no Rio Grande do Sul” (Eds. Moreira, G.R.P. &
Santos, R.P.) que sera publicado neste ano de 2009, e o segundo sera submetido ao

periodico Acta Botanica Brasilica.

Apds os manuscritos, sdo apresentadas as consideracdes finais e perspectivas

de abordagens futuras.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1. Apresentagao do género e distribuigéo

Passifloraceae possui 17 géneros, entre 700 e 750 espécies distribuidas nos
paleotropicos, com poucas espécies ocorrendo em regides temperadas da América do
Sul e do Norte, sul da China e Nova Zelandia, sendo encontradas desde lianas, ervas,
arbustos a pequenas arvores (Feuillet & MacDougal, 2007). Tradicionalmente, foi
tratada em Violales por Cronquist (1981) e Passiflorales por Takhtajan (1997) e,
atualmente, encontra-se posicionada em Malpighiales, com a adicdo de dados
moleculares aos estudos filogenéticos (APGII, 2003).

Korotkova et al. (in press), utiizando como marcadores genes plastidiais de
regides ndo-codificantes e espacadores (regides petB—petD), verificaram a formacgao
de um clado fortemente sustentado envolvendo sete familias de Malpighiales,
denominado pelos autores de clado “violids”: Achariaceae, Violaceae,
Malesherbiaceae, Passifloraceae, Turneraceae, Lacistemataceae e Salicaceae. Neste
clado, Passifloraceae mostra-se como clado-irmdo de Turneraceae; e
Malesherbiaceae, como clado-irmao destas duas familias, discordando da relac&o
anteriormente encontrada por Chase et al. (2002), na qual Passifloraceae possui
relacdo de clado-irmdo com o clado formado pelas familias Malesherbiaceae e
Turneraceae.

APGII (2003) prop6em, como opcao, a sinonimizacdo destas trés familias em
Passifloraceae sensu lato, pois todas possuem como caracteristicas compostos
secundarios glicosideos cianogénicos ciclopentendides e o hipanto como estrutura
individualizada dos estames. Turneraceae e Passifloraceae possuem em comum
glandulas (ou nectérios extraflorais) e transmissao biparental ou paterna de plastidios
(Shore et al., 1994), enquanto que Passifloraceae e Malesherbiaceae apresentam a
corona como principal carater comum.

Passifloraceae é formada por duas tribos, Paropsieae e Passifloreae, de acordo
com Escobar (1988). Paropsieae é composta por arbustos ou arvores sem gavinhas,
apresenta seis géneros e aproximadamente 27 espécies, distribuidas especialmente no
oeste da Africa, e é considerada por Judd et al. (1999) como um complexo basal
parafilético em Passifloraceae. Passifloreae, ao contrario, é considerada monofilética,
composta por 11 géneros e cerca de 700 espécies. Apresenta como claras
sinapomorfias 0 habito escandente, gavinhas axilares e flores altamente especializadas
(Judd et al., 1999).
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Dos géneros atualmente reconhecidos em Passifloraceae, apenas quatro
ocorrem no continente americano (Feuillet & MacDougal, 2007): Ancistrothyrsus (duas
espécies), Dilkea (seis espécies), Mitostemma (trés espécies) e Passiflora (ca. 500
espécies).

Passiflora L. € o maior dos géneros de Passifloraceae, com cerca de 530
espécies. Ocorre predominantemente no continente americano. Cerca de 30 espécies
(todas pertencentes ao subgénero Decaloba) ocorrem na india, sul da China, Austréalia
e Samoa (Feuillet & MacDougal, 2007). A maior riqueza de espécies do género
concentra-se no Brasil e na Colédmbia, sendo encontradas desde as regides costeiras
até altitudes de 3800 m nos paramos andinos (Pérez, 2007). No Brasil, Cervi (2006)
refere um total de aproximadamente 140 espécies validamente descritas para o
género.

O género Passiflora compreende trepadeiras herbaceas (Fig. 1) ou lenhosas
com gavinhas, raramente ervas, arbustos ou pequenas arvores. O caule pode ser
flexivel ou lenhoso, usualmente com crescimento secundario anémalo (Ayensu & Stern,
1964). Caracteriza-se por possuir folhas alternas, peciolo ou limbo freqiientemente com
glandulas ou nectarios extraflorais, limbo simples ou composto, lobado ou néo,
venacdo pinada ou palmada e estipulas minusculas a foliaceas (Feuillet & MacDougal,
2007). As flores sdo solitarias ou em pares, raramente formando inflorescéncias
cimosas, normalmente com bracteas, cinco sépalas (eventualmente com glandulas),
cinco pétalas (por vezes ausentes), e uma ou mais séries de filamentos, formando a
corona (Feuillet & MacDougal, 2007). Do centro da flor emerge o androginéforo que
eleva o androceu e o0 gineceu em relacdo ao anel ou disco nectarifero, na sua base
(Deginani, 2001). O androceu é composto por 5 (-8) estames livres e o gineceu por 3
carpelos (Killip, 1938; Cervi, 1997; Feuillet & MacDougal, 2007). Os frutos s&o carnosos
do tipo baga, indeiscentes, globosos a fusiformes, ou raramente do tipo capsula,
deiscentes. As sementes sdo comprimidas, com arilo carnoso colorido e testa
reticulada, pontuada ou alveolada (Fig. 2).

De um modo geral, as espécies de Passiflora possuem grande plasticidade
fenotipica, especialmente em relacdo aos 0Orgaos vegetativos, tal como as folhas,
sendo que um mesmo individuo pode assumir formatos e dimensBes do limbo
totalmente distintos (Killip, 1938; Cervi, 1997; Deginani, 2001; Milward-de-Azevedo &
Baumgratz, 2004; Araujo & Alves, 2007; Feuillet & MacDougal, 2007). Tal variabilidade,

associado as grandes variacdes florais, contribuem para a discordancia, de varios
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autores, quanto a identidade de varias espécies do género, bem como dificultam uma

clara classificacao hierarquica do grupo em niveis infragenéricos.

Figura 1. Habito tipico de espécies herbaceas de Passiflora L. (P. morifolia Mast.; adaptado de
Flora Brasiliensis (Masters, 1872)).



Figura 2. Caracteristicas gerais de espécies de Passiflora L. A-B. P. alata — flor em antese (A:
vista frontal; B: se¢&o longitudinal — 1. nectario, 2. opérculo, 3. sépala, 4. pétala, 5. corona
filamentosa, 6. androginéforo, 7. antera, 8. ovario, 9. estigma). C. P. caerulea — gavinha. D. P.
misera — nectéarios extraflorais das folhas. E. P. suberosa — nectarios extraflorais do peciolo
(seta). F. P. edulis — nectarios das sépalas (seta) (B: bractea, P: pétala, S: sépala). G. P.
tenuifila — se¢éo longitudinal do fruto imaturo. H-I. P. alata — fruto maduro (H: vista lateral; I
secao transversal). J. P. capsularis — fruto maduro deiscente.



1.2. Sistemaética filogenética de Passiflora L.

A sistematica de Passiflora, assim como de Passifloraceae, ainda ndo esta bem
resolvida, pois sdo bastante frageis e controversos os limites de circunscricdo de varios
subgéneros, secbBes e séries (Feuillet & MacDougal, 2003) e a dultima revisao
sistematica dos géneros americanos data do século passado (Killip, 1938).

De acordo com a proposta de Killip (1938), para as espécies de Passiflora, o
género € composto por 22 subgéneros. A este sistema de classificacdo, Escobar
(1989) adiciona um novo subgénero, totalizando 23. Esta classificacdo € inteiramente
baseada em caracteres morfologicos, principalmente da estrutura floral.

Recentemente, a delimitacdo dos subgéneros (Killip, 1938; Escobar, 1989) é
guestionada num contexto de analises filogenéticas baseadas também em sequiéncias
génicas.

O primeiro estudo filogenético do género Passiflora foi realizado por Muschner et
al. (2003), utiizando como marcadores genes nucleares, cloroplastidiais e
mitocondriais, e péem em questdo a monofilia do género pelo baixo suporte nas
andlises. Simultaneamente, Feuillet & MacDougal (2003) propdem uma nova
classificacdo infragenérica para Passiflora, reduzindo o nimero de subgéneros para
apenas quatro: Astrophea (DC.) Mast., Deidamioides (Harms) Killip, Decaloba (DC.)
Rchb. e Passiflora L. Esta proposta é baseada principalmente na morfologia externa e
caracteristicas ecoldgicas da espécies. Muschner et al. (2003) e, posteriormente,
Muschner (2005), comprovam a monofilia de trés dos subgéneros propostos por
Feuillet & MacDougal (2003): Astrophea, Decaloba e Passiflora, mediante analise
filogenética molecular, sendo que a posicdo do subgénero Deidamioides permanece
indeterminada.

Yockteng & Nadot (2004), utilizando um gene nuclear expresso no cloroplasto
(ncpGS) como marcador, propdem a manutencdo de oito subgéneros em Passiflora,
considerada pelos autores como monofilética (Astrophea, Deidamioides, Dysosmia,
Granadilla, Plectostema, Polyanthea, Tetrapathea e Tryphostemmatoides), discordando
parcialmente dos arranjos anteriormente propostos. Os autores também fazem a
correlacdo entre a posicao filogenética das espécies e o numero cromossémico dos
principais grupos.

Em analise posterior mais abrangente (utilizando 19 dos 23 subgéneros
anteriormente propostos), Muschner (2005) n&o confirma a proposta de Yockteng &
Nadot (2004), quanto ao numero de subgéneros, e reafirma a proposta de Feuillet &

MacDougal (2003), com a adicdo (incerta) de mais um subgénero
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(Tryphostemmatoides). Trés destes subgéneros sao claramente monofiléticos
(Astrophea, Decaloba e Passiflora) de acordo com Muschner (2005). Deidamioides néo
se apresenta monofilético, enquanto que Tryphostemmatoides conta apenas com uma
espécie na andlise da autora. Neste trabalho, também foi estudada a data provéavel de
surgimento do género Passiflora e diversificacdo dos trés principais subgéneros. De
acordo com Muschner (2005), Passiflora deve ter surgido ha cerca de 42 milhdes de
anos atras, sendo que o subgénero Decaloba provavelmente foi o primeiro a se
estabelecer (35 Ma), enquanto que Astrophea e Passiflora se estabeleceram mais
recentemente (24 Ma) e tiveram uma radiacdo bastante rapida em relacdo a Decaloba,
cujo principal responsavel parece ser a pressdo seletiva pelos diferentes agentes
polinizadores.

Souza-Chies et al. (2005), numa andlise restrita as relacbes entre os trés
subgéneros considerados monofiléticos, avaliando dois marcadores moleculares
nucleares e dois cloroplastidiais, apresentam, na analise combinada, o clado Astrophea
como irmédo de Decaloba, porém com baixo suporte (BS59) e a ndo resolucdo da
relacéo entre o clado Passiflora e os demais.

Hansen et al. (2006), utilizando dois marcadores plastidiais e 136 espécies
analisadas (17 dos 22 subgéneros de Killip (1938)), corrobora a classificacdo de
Feuillet & MacDougal (2003), com a formac&o de quatro clados correspondentes aos
subgéneros Astrophea, Deidamioides, Decaloba e Passiflora. No entanto, também
nesta analise, a relacdo entre estes subgéneros permanece nao resolvida e variavel
conforme o método e marcador utilizado. Por exemplo, utilizando a sequéncia
cloroplastidial trnL/trnT e analise Bayesiana, 0s autores encontraram uma arvore com
clados bem sustentados, nos quais o clado Passiflora aparece como irmao de
Astrophea, enquanto que o clado Decaloba € irmdo de Deidamioides. No entanto, a
relacdo entre estes dois grandes clados nao é resolvida nesta analise. Hansen et al.
(2006) também fazem a relacdo dos clados formados com o nimero cromossémico das
espécies: Decaloba possui numero hapléide n=6, Passiflora n=9, Astrophea e
Deidamioides n=12. Os autores defendem o numero basico de cromossomos de
Passiflora como n=12 (presente também em outros géneros de Passifloraceae) e néo
n=6, conforme defendido por De Melo & Guerra (2003) e presente somente em
Decaloba, podendo ser considerado uma autapomorfia do subgénero em Passiflora.
Neste trabalho, a monofilia do género Passiflora ndo é suportada pelos dados utilizados

pelos autores.
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O estudo de filogenia molecular de Zamberlan (2007), utilizando 121 espécies de
Passiflora e genes nucleares e plastidiais, confirma a monofilia dos trés principais
subgéneros (Astrophea, Decaloba e Passiflora), sendo que apenas a monofilia de
Deidamioides permanece em aberto. Os resultados também confirmam a existéncia de
um quinto subgénero, Tryphostemmatoides. Quanto as questbes infra-subgenéricas,
objetivo principal do trabalho, em geral, as supersecfes, secbes e séries propostas
para 0s subgéneros mostram-se ndo monofiléticas e a autora aponta para a
necessidade da reavaliagdo dos caracteres morfologicos utilizados tipicamente em
suas circunscricoes.

Pérez (2007) faz um estudo biogeografico, morfoldgico e molecular das espécies
de Passiflora da Colébmbia, levantando diversas questdes, especialmente voltadas ao
manejo e conservacao destas espécies nos ambientes andinos. Na analise
morfologica, o autor utiliza 43 descritores quantitativos e 84 qualitativos, sendo apenas
32 dos qualitativos utilizados para analise fenética posterior. O autor encontra, como
informativos, o tamanho de caules e folhas, presenca de gavinhas, numero e
distribuicdo dos nectarios extraflorais, dimensé@o e forma das bracteas, tamanho das
flores e frutos e complexidade da corona e, na analise fenética, confirma a formacéo
dos principais clados sugeridos pelas recentes analises moleculares, com a adi¢cao do
clado Tacsonia, composto por espécies andinas de altas altitudes e polinizadas por
beija-flores (normalmente reconhecida no clado Passiflora). Na analise molecular,
utilizando marcadores de DNA cloroplastidial e mitocondrial de 151 espécies, o autor
confirma de modo geral a ocorréncia de trés principais clados: Passiflora, Decaloba e
Astrophea, além de Tryphostemmatoides e Deidamioides, ndo muito bem resolvidos, e
também pdem em dulvida a monofilia de Passiflora. As grandes diferencas entre as
andlises morfolégicas e moleculares, Pérez (2007) atribui as pressdes seletivas do
ambiente, principalmente polinizadores, as diferentes taxas evolutivas dos taxons, aos
diferentes modos de transmisséo de organelas e a evolucéo reticulada de Passiflora.

Assim, mesmo apos intensiva dedicacdo de varios grupos de pesquisas na
resolucdo dos problemas existentes na delimitacdo de Passiflora e niveis
infragenéricos e na relacdo entre estes grupos, estas questdes ainda permanecem em
aberto e longe de obter um ponto final, sendo necessaria a realizacdo de estudos mais
abrangentes, tanto no aumento do numero de espécies e de sequéncias génicas
utilizadas nos estudos. Igualmente, também sao necessarios novos estudos abordando

0S aspectos biolégicos do grupo em questdo, para que seja possivel o estudo da
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evolucdo destes caracteres e para que novos caracteres sejam adicionados ao grupo,

auxiliando na elucidacédo de suas relacdes filogenéticas.

1.3. Precedentes de estudos anatdmicos em Passiflora L.

Apesar da grande importancia do género nos ambientes tropicais, na cultura
popular e como fonte de alimento e de importantes fitoterapicos (Cervi, 1997; Dhawan
et al., 2004), ainda poucos estudos abordam os aspectos anatbmicos das espécies de
Passiflora.

Quanto aos 6rgdos vegetativos, destacam-se, além dos classicos da anatomia
vegetal que caracterizam as familias de Angiospermas (Solereder, 1908; Metcalfe &
Chalk, 1950), o trabalho de Ayensu & Stern (1964) que descreve a ontogenia e 0s
aspectos do crescimento “anémalo” do caule de espécies de Passiflora. A regido
estudada com maior frequiéncia é a foliar e os aspectos da constituicdo morfologica e
secrecdo dos nectéarios presentes nas folhas, assim como a plasticidade fenotipica de
algumas espécies (por exemplo, Roth, 1974; Durkee, 1982, 1984; Meruvia et al.,
1993a,b; Varassin et al., 2001; Kurtz et al., 2003; Plotze et al., 2004; Barp et al., 2006).

Em relacéo aos érgéos florais, os trabalhos sdo ainda mais escassos e abordam,
em geral, aspectos da origem dos verticilos e da corona, constituicdo dos tecidos
secretores do disco nectarifero e substancias secretadas (Bernhard, 1999; Krosnick &
Freudenstein, 2005; Krosnick et al., 2006; Amela Garcia et al.,, 2007), a estrutura,
ontogénese e histoquimica da superficie estigmatica (Silvério & Mariath, 2005, 2007,
Souza et al., 2006), bem como as interacdes entre pdlen e estigma (Braum, 2008).

Do ponto de vista embrioldgico, destacam-se, entre 0s mais recentes estudos, a
revisdo de Johri et al. (1992) para as Angiospermas, e os estudos de Amela Garcia et
al. (2002, 2003), Souza et al. (2002a,b), Souza & Pereira (2000), para algumas
espécies argentinas e brasileiras de Passiflora. Ainda, estudos desta natureza tém sido
conduzidos no Laboratério de Anatomia Vegetal (LAVeg) do Departamento de
Botanica, Instituto de Biociéncias da Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
abordando, além da embriologia (Almeida-Tormes, 2007; Silvério et al., 2005, 2009), a
transmissdo da heranca plastidial em espécies dos trés principais subgéneros de
Passiflora (Silvério, 2009).

Quanto a antera, objetivo de estudo da presente dissertacdo e associado ao
grupo de pesquisa supracitado, existem também poucos estudos especificos e para um

namero restrito de espécies. As anteras de espécies do género Passiflora séo
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tetraesporangiadas e deiscentes mediante duas fendas longitudinais. A epiderme da
antera € persistente e, em algumas espécies, apresenta cuticula estriada. Proximo a
linha de deiscéncia podem existir células epidérmicas alongadas anticlinalmente, que
auxiliam na abertura (Johri et al., 1992; Amela Garcia et al., 2002). De acordo com a
revisdo de Johri et al. (1992), as espécies de Passifloraceae possuem endotécio
“fibroso” (com espessamentos da parede celular), duas ou trés camadas meédias
efémeras e tapete do tipo secretor, multinucleado. Pequenos orbiculos (corpusculos de
Ubisch) podem ocorrer presos & membrana peritapetal (Amela Garcia et al., 2002).

A célula mae de micrésporo da origem a tétrades tetraédricas ou tetragonais,
dependendo da espécie (Johri et al.,, 1992; Amela Garcia et al.,, 2002), por vezes
ocorrendo os dois tipos na mesma espécie, tal como em Passiflora elegans (Silvério et
al., 2005). Os grdos de pélen maduros séo dispersos na forma bicelular e possuem de
trés a 12 aberturas, na forma de colpos ou colporos (Presting, 1965; Spirlet, 1965; Johri
et al., 1992; Amela Garcia et al., 2002).

1.4. Estudos palinoldgicos em Passifloraceae

Do ponto de vista palinoldgico, Passifloraceae mostra-se uma familia bastante
interessante, pois apresenta grande variabilidade de caracteristicas, algumas ainda
fracamente exploradas do ponto de vista sistematico e filogenético.

As primeiras observacdes sobre a morfologia dos grdos de polen foram
relatadas por Mohl, em 1834, Fritzsche, em 1837, e Fischer, em 1890 (Presting, 1965;
Spirlet, 1965).

Posteriormente, Erdtman (1952) descreve, em seu tratado, os graos de pélen de
sete espécies de Passifloraceae, pertencentes aos géneros Mitostemma, Passiflora e
Tetrapathaea, possuindo de trés a 12 colpos ou colporos e exina reticulada. Neste
trabalho, Erdtman (1952) define o termo “pontopérculo”, aplicado para “aberturas
alongadas onde a parte apical do opérculo se funde com a exina que cerca as
aberturas”.

Em 1965, Spirlet (1965) e Presting (1965) publicam dois importantes trabalhos,
simultaneamente.

Spirlet (1965) trata da utilizagdo taxonémica dos grdos de polen de
Passifloraceae. A autora analisa, sob microscopia 6ptica de campo claro, 49 espécies
da familia, sendo 24 pertencentes a Passiflora, com o objetivo de verificar o valor

taxondémico das estruturas polinicas, bem como resolver a posi¢ao incerta de alguns
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géneros e espécies. O resultado € uma ampla gama de caracteristicas relevantes para
0 grupo, desde a estrutura da exina (variacdo no diametro dos lumens, presenca de
baculas) até a complexa gradagdo de varios tipos de aberturas, partindo de pdlens
tricolpados até formas bastante complexas com 12 ou mais aberturas e diversos tipos
de fusbGes. Neste trabalho, a autora utiliza o conceito de pontopérculo proposto e
utilizado por Erdtman (1952).

Spirlet (1965) divide os graos de pdlen em dois grandes grupos, um com graos
de pdlen prolatos e outro com oblatos a esferoidais; as subdivisbes seguintes se
baseiam no numero de colpos e na aparéncia dos pontopérculos. Assim, no arranjo
final, a autora estabelece nove tipos polinicos, os quais nomeia de acordo com as
espécies representantes (por exemplo, tipo Adenia acuminata Blume, tipo Passiflora
edulis Sims etc.). A autora também chama a atencdo para o aumento da complexidade
dos gréos de polen, conforme o avanco nos grupos filogeneticamente mais derivados.

Presting (1965), no mesmo volume da obra anterior, realiza o estudo até entéo
mais abrangente e pormenorizado sobre os grados de poélen de Passifloraceae. Esta
obra contempla 153 espécies da familia, sendo distribuidas pelos géneros Adenia (15
espécies analisadas), Deidamia (2), Dilkea (2), Hollrungia (1), Mitostemma (2),
Ophiocaulon (2), Paropsia (5), Paropsiopsis (2), Passiflora (106), Schlechterina (1),
Smeathmannia (1), Tetrastylis (1) e Tryphostemma (13). O idioma de publicacdo da
obra (alemao) possivelmente restringiu bastante a sua divulgacdo e, na maioria dos
casos, a sua inteira compreenséao, motivo pelo qual se optou, na sequéncia deste texto,
apresentar os pontos principais do pensamento do autor, de modo a tornar mais facil o
entendimento de alguns conceitos utilizados no decorrer desta dissertacao.

Presting (1965), desde o inicio da descricdo, reconhece a importancia do
entendimento da evolucao das aberturas dos graos de polen de Passifloraceae para a
realizacdo das descri¢cdes polinicas. Com base em suas analises, o autor desenvolve
um esquema bastante didatico no qual retrata grande parte dos tipos de aberturas e
suas possiveis relagdes evolutivas (Fig. 3). De acordo com o autor, o desenvolvimento
das aberturas em Passifloraceae ocorreu por trés vias principais, que tém sua origem
comum nos graos de polen tricolporados ou parcialmente tetracolporados, com colpos
longos e estreitos (Fig. 3.1), membranas dos colpos psiladas e endoabertura circular,
caracteristicas presentes em algumas espécies de Adenia analisadas pelo autor, além
de espécies de Flaucourtiaceae (hoje incluida em Salicaceae), Malesherbiaceae
(Kubitzki, 2007) e Turneraceae (Arbo, 2007).
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A primeira via de desenvolvimento dos gréos de poélen ja aparece nas espécies

de Adenia. Nesta via, as membranas dos colpos se apresentam finas e granulares e
culminam com a formag&o de um verdadeiro opérculo. A este grupo pertencem, além
de Adenia, grdos de polen (com membrana do colpo granular e com 3 ou 4 aberturas)
de espécies dos géneros Mitostemma, Dilkea e Ophiocaulon, e graos com opérculos

dos géneros Deidamia, Tryphostemma e Hollrungia (Figs. 3.2 e 3.13).

Figura 3. Etapas do desenvolvimento da abertura dos gréos de pdlen de Passifloraceae.
Numeros do esquema referidos no texto. (Redesenhado a partir do original de Presting (1965),
fig. 1, pg.197). Rachuras paralelas = opérculos primarios, rachuras perpendiculares = opérculos
secundarios.
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Em Hollrungia aurantioides e algumas espécies de Passiflora, além dos
opérculos normalmente desenvolvidos, Presting (1965) relata a presenca de grédos de
pdlen nos quais se observa a fusdo dos opérculos na regido do apocolpo (Fig. 3.3). O
autor denomina estes opérculos de “opérculos primarios” (na Fig. 3, paralelamente
rachurados), que se tornam, apds a fusdo no apocolpo, parte do mesocolpo. Assim,
tem-se nesses graos de pélen a duplicacdo do numero de aberturas, de 3 para 6. Na
Figura 4, encontra-se representada esta duplicagdo das aberturas, na qual as
aberturas, apos a individualizacdo das endoaberturas sob os opérculos primérios (A) e
fusdo dos opérculos no apocolpo (B), podem ser reconhecidas como unidades distintas
(C) e com tendéncia a rotacéo externa e fusdo, aos pares, com os colpos vizinhos que,

segundo o autor, sdo as vias seguintes de evolucao das aberturas em Passifloraceae.

3

Figura 4. Representacdo esquematica do desenvolvimento da abertura em Passiflora
ferruginea (Retirado de Presting (1965), fig.3, pg.199). Rachura = opérculo primario.

Os opérculos primarios, conforme nomeados por Presting (1965), correspondem
ao que Erdtman (1952) nomeia de pontopérculos e cujo conceito encontra-se definido
por Punt et al. (2007): “tipo de opérculo que ndo esta completamente isolado do
restante da sexina, mas ligado a ela pelas extremidades das aberturas”.

Como o0s opérculos primarios originais sdo mais estreitos que 0os 3 mesocolpos
originais, um mesocolpo estreito (pontopérculo de Erdtman, 1952) e um largo se
alternam (Fig. 3.3). Em algumas espécies, as endoaberturas ndo se individualizam e
tem-se 3 endoaberturas lalongadas sob os 3 pares de aberturas (como em P.
haematostigma, ver Artigo 2).

Na etapa seguinte da evolucdo das aberturas, presente nas espécies de

Passiflora, Paropsia, Paropsiopis e Smeathmannia, os 6 colpos apresentam a
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tendéncia de fusdo aos pares, onde cada abertura do par se funde com uma abertura
do par vizinho, delimitando assim uma larga faixa de mesocolpo (como nas Figs. 3.4,
3.10, 3.11), que se assemelha a um grande opérculo e, frequentemente, se desprende
do restante da exina nas preparacdes palinoldgicas. Por se tratar originalmente de
parte do mesocolpo, mas que funciona como um opérculo, Presting (1965) chama esta
regido de “pseudopérculo”. Este desenvolvimento de abertura € comum a segunda e
terceira vias, mas diferenciam-se pelo fato que na segunda via, sobre cada uma das
aberturas, surgem novos opérculos verdadeiros, que o autor denomina de “opérculos
secundarios” (Fig. 3, perpendicularmente rachurados).

Assim, na segunda via de evolucao das aberturas tem-se, além da tendéncia de
fus@o dos colpos aos pares, a formacdo de opérculos sobre as aberturas (Fig. 3.4-9).
Inicialmente estreitos, estes opérculos secundéarios podem tornar-se largos, a ponto de
serem de igual espessura com o0 mesocolpo e o pseudopérculo (Fig. 3.6-7). Também,
conforme o autor, a nexina pode tornar-se mais espessa nas bordas dos opérculos e a
endoabertura, sob o opérculo, pode formar duas novas endoaberturas pela deposi¢do
de finas faixas de endexina (Fig. 5E-G). Deste modo, tem-se 12 endoaberturas e o
opérculo secundario deixa de ser funcionalmente um opérculo e ndo se desprende
mais do restante da exina, resultando em grdos com 12 colporos. Estes gréos
aparecem em somente quatro espécies de Passiflora estudadas por Presting (1965): P.

capsularis, P. hahnii, P. pohlii e P. biflora.
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Figura 5. Estados do desenvolvimento da endoabertura em algumas espécies de Passiflora.
M: mesocolpo, S: opérculo secundario, P: opérculo primario (Retirado de Presting (1965), fig.4,
pg.201).

Na terceira via de evolucdo das aberturas ndo ha formacdo de opérculos
secundarios e o0s colpos encontram-se fundidos aos pares, delimitando o
pseudopérculo (Fig. 3.10-12), com tendéncia de perda das endoaberturas. De forma
inexplicavel para Presting (1965), o numero de pseudopérculos pode chegar a 12 e
distribuidos por todo o grdo (ou seja, 24 aberturas fundidas aos pares) (Fig. 3.12).
Spirlet (1965) explica a formacédo deste tipo de grdo de polen por meio de fusbes
longitudinais e também transversais dos colpos.

Presting (1965) ainda define em seu trabalho dois tipos de estrutura do reticulo
(reticulo tipo 1 e tipo 2) e dois tipos de exina (exina tipo 1 e tipo 2).

Apébs Presting (1965) e Spirlet (1965), poucos estudos foram realizados com

graos de polen de Passifloraceae. Destacam-se, entre eles, Amela Garcia et al. (2002),
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no estudo da microesporogénese, microgametogénese e morfologia polinica de seis
espécies de Passiflora da Argentina (entre elas P. caerulea, P. suberosa e P. misera).
Araljo & Santos (2004) estudam 12 espécies de Passiflora da Chapada Diamantina,
Bahia, e estabelecem trés tipos polinicos entre as espécies estudadas. Milward-de-
Azevedo et al. (2004) fazem a descricdo polinica de oito espécies de Passiflora,
subgénero Decaloba, e aplicam as caracteristicas encontradas na taxonomia das
espécies. Barrios et al. (2005) caracterizaram 121 espécies de Passiflora e 2 espécies
de Dilkea e discutem a morfologia polinica aplicada a nova classificagdo infragenérica
de Passiflora (Feuillet & MacDougal (2003), encontrada em Ulmer & MacDougal, 2004).

Além de Amela Garcia et al. (2002), Almeida-Tormes (2007) também estudou a
formacao dos graos de polen em Passiflora, porém poucas informacfes séo fornecidas
a respeito da ontogenia das aberturas. Huynh (1972) faz um estudo sobre o arranjo dos
microsporos da fase de tétrade pos-meidtica e afirma que a multiplicacdo das
aberturas, dos mesocolpos e fusdo dos colpos sdo os aspectos evolutivos mais
importantes do polen deste grupo.

Em relacdo a estrutura da esporoderme, Larson (1966) faz um estudo detalhado
e extensamente discutido sobre da ultraestrutura desta parede em P. caerulea.
Posteriormente, Carreira (1977) também descreve a esporoderme de P. coccinea
Aubl., porém pouco discute as caracteristicas encontradas e, recentemente, Amela
Garcia et al. (2002) faz a caracterizacdo da formacdo da esporoderme durante a
formacgédo do pdlen de P. caerulea.

Em todos estes estudos que abrangem os grados de poélen de Passifloraceae e
do género Passiflora, percebe-se a utilizacdo de diferentes termos para as diferentes
regides dos graos de pdlen mas que, de certo modo, se complementam e giram em
torno de um conceito de evolucdo similar para as aberturas (como a utilizagcdo dos
termos pontopérculo, opérculos primarios e secundarios e pseudopérculos por Erdtman
(1952), Spirlet (1965) e Presting (1965)).

Contudo, na literatura recente verifica-se que estes termos nao tém sido
aplicados sempre de forma correta e algumas vezes sao confundidos pelos autores,
comprometendo as descricbes polinicas. Assim, ndo ha consenso quanto ao tipo e
namero de aberturas em muitas espécies e, por exemplo, o pélen de P. suberosa é
descrito como 6-colpado com opérculos sobre os colpos (Aradjo & Santos, 2004), 6-
colporado com opérculos secundéarios (Presting, 1965) e 12-colpado (Milward-de-
Azevedo et al., 2004). Nestes casos, € necessaria a analise mais minuciosa dos tipos

aperturais, se possivel com varios métodos de abordagem, podendo entdo ser
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indicadas com mais seguranca o numero e forma das aberturas, bem como a presenca

ou nao de opérculos.

1.5. Caracterizacao geral dos subgéneros e espécies estudadas

Neste estudo foram consideradas espécies dos trés subgéneros atualmente
considerados monofiléticos pela maioria dos estudos de filogenia molecular (Muschner
et al., 2003; Muschner, 2005; Hansen et al., 2006; Zamberlan, 2007): Astrophea,
Decaloba e Passiflora. Estes subgéneros sao os maiores, em numero de espécies,
representando juntos mais de 97% das espécies de Passiflora descritas, segundo
Feuillet & MacDougal (2007). Além disso, espécies de Deidamioides possuem, como
regido austral de distribuicdo, o estado de Sao Paulo, a exemplo de P. deidamioides
Harms, espécie tipo do subgénero e que se encontra em estado vulneravel de extingdo
em Sao Paulo (Bernacci et al., 2003) e, durante a realizacdo deste estudo, nao
obtivemos acesso ao material necessario.

O subgénero Astrophea é composto por aproximadamente 57 espécies, que
diferem bastante do padrao tipico do género, sdo espécies arbustivas ou trepadeiras
lenhosas, em geral sem gavinhas e com folhas inteiras, hipanto campanulado ou
tubular e opérculo membranoso ou tubular (Feuillet & MacDougal, 2007). O centro de
diversidade do grupo encontra-se em areas de baixas altitudes no norte da América do
Sul (Ulmer & MacDougal, 2004). Pertencente a este subgénero P. haematostigma Matrt.
ex Mast., que possui como limite sul de distribuicdo o estado de Santa Catarina. Ocorre
tanto em encostas ingremes da Serra Geral (Floresta Atlantica), campos rupestres e
areas de cerrado (Sacco, 1980; Bernarcci et al., 2003; Milward-de-Azevedo, 2007,
Cervi & Linsingen, 2008).

Os outros dois subgéneros, Decaloba e Passiflora, ocorrem no estado do Rio
Grande do Sul, amplamente distribuidas, e diferenciam-se morfologicamente por
caracteres florais, vegetativos e citologicos (Hansen et al., 2006; Feuillet & MacDougal,
2007).

Decaloba engloba espécies de caule flexivel, glandulas laminares ou peciolares,
flores pequenas, de coloracdo opaca, em geral esbranquicada, hipanto achatado,
opérculo plicado, limen carnoso e curto e niamero hapléide de cromossomos n=6. No
Rio Grande do Sul, ocorrem seis espécies deste subgénero: P. capsularis L.; P. misera
H.B.K.; P. morifolia Mast.; P. organensis Gardn.; P. suberosa L. e P. tricuspis Mast.
(Mondin, 2001). Estudos morfolégicos e moleculares (Mader et al., 2006) revelaram

gue esta Ultima espécie, P. tricuspis citada por Mondin (2001), trata-se de P. urnaefolia
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Rusby, que é a espécie ocorrente no estado, enquanto que P. tricuspis ocorre
predominantemente na regido Centro-Oeste do Brasil. Destas espécies, foram
utilizadas no presente estudo P. capsularis (Fig. 6B), P. misera (Fig. 6C), P. morifolia
(Fig. 6D) e P. suberosa L. (Fig. 6E).

O subgénero Passiflora compreende espécies de caule flexivel ou lenhoso, com
nectarios distribuidos no peciolo, estipulas e margens foliares, as flores sdo grandes,
de coloracdo vibrante, hipanto tubular ou campanulado, opérculo tubular ou
filamentoso, limen membranoso e numero hapléide de cromossomos n=9, 10 ou 11. No
estado do Rio Grande do Sul, este subgénero conta com oito espécies, segundo
Mondin (2001): P. actinia Hook.; P. amethystina Mik.; P. caerulea L.; P. edulis Sims; P.
eichleriana ; P. elegans Mast.; P. foetida L. e P. tenuifila Kill. Inclui-se, também neste
grupo, P. alata Curtis, que apesar de ser uma espécie amplamente cultivada no estado,
esta colonizando ativamente areas previamente ndo ocupadas desta regido, sendo
considerada subespontanea, conforme demonstrado por Koehler-Santos et al.
(2006a,b). Foram estudadas, deste subgénero as espécies P. alata (Fig. 2A-B), P.
actinia (Fig. 7A), P. amethystina (Fig. 7B), P. caerulea (Fig. 7C), P. edulis (Fig. 7D), P.
elegans (Fig. 7E) e P. tenuifila (Fig. 7F).

Na tabela 1 encontram-se as espécies analisadas no presente estudo e
respectivo local de coletas de espécimes representativos das populacbes estudadas,
cujas exsicatas estdo depositadas no Herbario do Instituto de Biociéncias da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (ICN). Adicionalmente as espécies
estudadas do Rio Grande do Sul, foram estudadas duas espécies de Santa Catarina:
P. haematostigma (Fig. 6A) (subgénero Astrophea) e P. truncata Regel (Fig. 6F)

(subgénero Decaloba).



Figura 6. Espécies de Passiflora, subgéneros Astrophea e Decaloba. A. P. haematostigma
Mart. ex Mast. B. P. capsularis L. C. P. misera H.B.K. D. P. morifolia Mast. E. P. suberosa L. F.
P. truncata Regel.
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Figura 7. Espécies de Passiflora, subgénero Passiflora. A. P. actinia Hook. B. P. amethystina
Mik. C. P. caerulea L. D. P. edulis Sims E. P. elegans Mast. F. P. tenuifila Kill.
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Tabela 1. Espécies de Passiflora estudadas, locais de coleta e registro de herbario.

Espécie

Local de Coleta

Exsicata (ICN)

Subgénero Astrophea
P. haematostigma Mart. ex

Mast.

Subgénero Decaloba
P. capsularis L.

P. misera H.B.K.

P. morifolia Mast.
P. suberosa L.

P. truncata Regel

Subgénero Passiflora
P. actinia Hook.
P. alata Curtis

P. amethystina Mik.
. caerulea L.

o

P. edulis Sims

P. elegans Mast.
P. tenuifila Kill.

Santa Rosa de Lima (SC)

S&o Martinho (SC)

Porto Alegre
Sapiranga
Maquiné

Porto Alegre
Guaiba

Augusto Pestana
Guaiba

Guaiba

Porto Alegre
Porto Alegre
Osorio

Santa Rosa de Lima (SC)

Porto Alegre

Porto Alegre

Guaiba

Osorio

Guaiba

Osorio

Lages (SC)

Victor Graeff (cultivada)
Torres

Porto Alegre (cultivada)
Osorio

Guaiba

Porto Alegre

Dettke, G.A. & Silvério, A. 70
(152173)
Lima, L.F. & Dettke, G.A. 512
(152122)

Dettke, G.A. 65 (152171)
Dettke, G.A. 97 (150004)
Dettke, G.A. 102 (153009)
Dettke, G.A. 64 (152170)
Dettke, G.A. 81 (152269)
Kerpel, S. s.n. (159142)
Dettke, G.A. 60 (152091)
Dettke, G.A. 84 (152272)
Dettke, G.A. 95 (153002)
Dettke, G.A. 75 (122178)
Dettke, G.A. 73 (152176)

Lima, L.F. & Dettke, G.A. 520
(152128)

Dettke, G.A. 63 (152094)
Dettke, G.A. 85 (152273)
Souza, G. 01 (152353)

Dettke, G.A. 74 (152177)
Dettke, G.A. 62 (152093)
Dettke, G.A. 72 (152175)
Dettke, G.A. 67 (152172)

Dettke, G.A.215 (159143)
Dettke, G.A. 76 (152179)
Dettke, G.A. 59 (152092)
Dettke, G.A. 87 (152275)




23

2. OBJETIVOS

O presente estudo tem por objetivos:

- Descrever a morfologia externa, vascularizacdo e estrutura histolégica
(sobretudo epiderme e endotécio) da antera deiscente de espécies de Passiflora
L. (subgéneros Astrophea, Decaloba e Passiflora) que ocorrem no Rio Grande do
Sul e Santa Catarina, no que diz respeito ao niumero de camadas celulares nos
estratos parietais e caracteristicas citoldgicas, sob microscopia Optica e eletrénica

de varredura.

- Descrever a estrutura e histoquimica da esporoderme dos graos de pdélen nas
espécies de Passiflora, caracterizando a exina, intina e as aberturas, sob

microscopia Optica e eletrbnica de varredura.

- Fornecer dados anatémicos que auxiliem na distincdo entre estas espécies e na
delimitacdo dos grandes subgrupos do género, bem como no entendimento de
suas relacdes e que possam ser utilizados por outros pesquisadores em analises

filogenéticas.
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Artigo 1. Morfologia externa, anatomia e histoquimica da antera e gréos de polen de

Passifloraceae do Rio Grande do Sul, Brasil
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INTRODUCAO

A antera representa a parte superior do androceu das plantas com flores, que forma e protege
o tecido esporogénico. Este tecido d4 origem aos esporos da geracdo esporofitica das angiospermas
e posteriormente, apos mitose, a geragdo gametofitica, representada, na antera, pelos graos de polen
ou gameto6fitos masculinos imaturos (COCCUCI & MARIATH, 1995). A morfologia (externa e interna)
da antera ¢ extremamente varidvel nos varios grupos vegetais e tem sido fonte de um grande
nimero de caracteristicas importantes para o entendimento da evolucdo das angiospermas
(STEBBINS, 1974; CRONQUIST, 1981; JUDD et al., 1999). Dentre clas destaca-se o endotécio, estrato
parietal do microsporangio, cujos padroes de espessamentos ou auséncia deles revelam sobre os
mecanismos de deiscéncia da antera (KEIJZER, 1987), bem como a evolugdo das espécies em varios
niveis taxondmicos (MANNING, 1996), tais como assinalado para as familias Aceraceae (JACOBS &
LERSTEN 1994), Araceaec (FRENCH, 1985, 1986), Asteraceac (DORMER, 1962), Begoniaceae
(TEBBITT & MACIVER, 1999), Iridaceac (MANNING & GOLDBLATT, 1990), Loranthaceae
(VENTURELLI, 1983; BHATNAGAR & GARG, 1984), Orchidaceae (FREUDENSTEIN, 1991), Solanaceae
(GARCIA, 2002) e varias espécies de monocotiledoneas (GERENDAY & FRENCH, 1988).

Outro importante elemento da antera é o grao de polen, cuja importancia na taxonomia das
angiospermas tem sido reconhecida em trabalhos classicos como de WODEHOUSE (1935), ERDTMAN
(1952) e WALKER & DOYLE (1975) e, a partir de entdo, aplicada em inumeros grupos de vegetais.

Poucos trabalhos tratam da anatomia de 6rgaos reprodutivos de espécies de Passifloraceae,
destacando-se os que abordam a origem dos verticilos e corona e estrutura dos tecidos secretores
(BERNHARD, 1999; KROSNICK & FREUDENSTEIN, 2005; KROSNICK et al., 2006; AMELA GARCIA et
al., 2007), estrutura e histoquimica da superficie estigmatica (Souza et al., 2006), aspectos
embrioldgicos (JOHRI et al., 1992; SouzAa & PEREIRA, 2000; AMELA GARCIA et al., 2002, 2003;
Souza et al., 2002a,b), palinologia (PRESTING, 1965; SPIRLET, 1965; ARAUJO & SANTOS, 2004;
MILWARD-DE-AZEVEDO et al., 2004; BARRIOS et al., 2005) e estrutura da esporoderme de algumas
espécies (LARSON, 1966; CARREIRA, 1977; AMELA GARCIiA et al., 2002). Assim, num contexto
geral, pouco ¢ conhecido sobre o potencial da aplicagdo de caracteristicas morfoldgicas na
resolugdo de conflitos que revelam os atuais estudos de filogenia molecular do grupo (MUSCHNER et
al., 2003; YOCKTENG & NADOT, 2004; MUCHNER, 2005; SouzA-CHIES et al., 2005; HANSEN et al.,
2006) e nas novas propostas de classificacdo (FEUILLET & MACDOUGAL, 2003).

Este estudo tem por objetivos ampliar o conhecimento acerca da morfologia externa e
interna da antera de espécies de Passiflora L. (Passifloraceae) ocorrentes nos estados do Rio Grande
do Sul e Santa Catarina (Brasil), e contribuir com caracteristicas morfologicas que sejam uteis nas

analises taxondmicas e sistematicas do grupo.
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MATERIAIS E METODOS

Foram analisadas onze espécies de Passiflora nativas do Rio Grande do Sul e duas nativas
de Santa Catarina, pertencentes a trés dos quatro subgéneros estabelecidos por FEUILLET &
MAcDouGAL (2003), sendo o material testemunho das populagdes estudadas depositado no
Herbario do Instituto de Biociéncias da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (ICN), como
segue: subgénero Astrophea (DC.) Mast.: Passiflora haematostigma Mart. ex Mast. (ICN152173-
SC, ICN152122-SC); subgénero Decaloba (DC.) Rchb.: P. capsularis L. (ICN152171, ICN150004,
ICN153009), P. misera Kunth (ICN152190, ICN152269), P. morifolia Mast. (ICN159142), P.
suberosa L. (ICN152091, ICN152272, ICN153002, ICN122178, ICN152176), P. truncata Regel
(ICN152128-SC); ¢ subgénero Passiflora L.: P. actinia Hook. (ICN152094), P. alata Curtis
(ICN152273, ICN152353), P. amethystina J.C. Mikan (ICN152177), P. caerulea L. (ICN152093,
ICN152175, ICN152173-SC), P. edulis fo. flavicarpa O. Deg. (ICN152179, ICN159143, cultivada:
Victor Graeff e Porto Alegre (RS)), P. elegans Mast. (ICN152092) e P. tenuifila Killip
(ICN152275).

As anteras maduras, de flores em antese ou botdes em pré-antese, foram removidas sob
microscopio estereoscopico, em laboratério, ou sob lupa manual, em campo. As amostras foram
imersas em solu¢do fixadora primaria, uma mistura de glutaraldeido 2,5% e formaldeido 2% em
tampao fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,2 (ROLAND & VIAN, 1991), a temperatura ambiente ¢ sob
pressao negativa de 600 mmHg, em estufa a vacuo, por 24 horas, ou submetidas a vacuo manual
com o auxilio de uma seringa descartavel, em campo. O material permaneceu estocado no fixador, a
pressdo ambiente e a temperatura de 10° C, por no maximo seis meses antes da utilizagdo.

Apoés lavagem em tampao fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,2 (tr€s vezes, durante 30 minutos
cada), o material foi desidratado em série crescente de etanol (10, 30, 50, 70, 90 e 100%; 30
minutos cada) e série etanol-cloroférmio (nas proporcdes 1:0, 1:1; 0:1, 1:1 e 1:0; 30 minutos cada),
e incluido em resina acrilica a base de hidroxietilmetacrilato (Tecnovith 7100, Kulzer) (GERRITS &
SMID, 1983).

Secoes semifinas, de 0,5 a 2 um de espessura, foram feitas em microtomo de rotagdo,
equipado com navalhas descartaveis de vidro de 6 ou 8 mm. As se¢des foram suspendidas em agua
morna (aproximadamente 50°C), montadas em laminas histoldgicas e secas em placa aquecedora
(50-70°C). Para o estudo do espessamento do endotécio, foram realizadas se¢des de 10-12 um de
espessura, montadas nas mesmas condigdes.

Como corante basico, foi utilizado o corante metacromatico Azul de Toluidina O (C.I.
52040), em concentragdo de 0,05% e pH 4,4 (O'BRIEN & MCCULLY, 1981). A combinagdo de
Acido periddico-Reativo de Schiff (PAS) (O'BRIEN & McCULLY, 1981), Azul de Astra 1% em
solug@o aquosa e Fucsina Basica (C.I. 42500) 0,05% em solucdo aquosa (KRAUS et al., 1998) foi
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utilizada para a confecgio de laminas permanentes, utilizando verniz vitral incolor 500* como meio
de montagem (PAIVA et al., 2006).

Para a realizacdo dos testes histoquimicos, as seguintes técnicas foram utilizadas: Cloreto
Férrico 10%, para substancias fendlicas (JOHANSEN, 1940); Acido periddico-Reativo de Schiff
(PAS), para polissacarideos totais (O'BRIEN & McCuLLY, 1981); IKI (solugdo de Lugol), para
amido (JOHANSEN, 1940); Alcian Blue 8GX 1% (C.I. 74240) em solugdo acética 3%, para acidos
polissacaridicos e dacidos pécticos (JENSEN, 1962); Vermelho de Ruténio, para 4cidos
polissacaridicos e 4cidos pécticos (JOHANSEN, 1940); Calcofluor White, seguido de excitacdo sob
luz ultravioleta (filtro 340-380 nm), para a localizacdao de celulose (O'BRIEN & McCCULLY, 1981);
Sudan Black B (C.I. 26150) saturado em solucdo alcodlica a 95 %, para a localizacdo de lipidios
(JENSEN, 1962); Sudan III (C.I. 26100) para a localizagdo de substincias lipidicas (pollenkit)
(BAKER, 1947), utilizando-se polen fresco ou fixado; Auramina O (C.I. 41000), em concentracao
0,01% em tampao Tris HCl (HESLOP-HARRISON, 1977; NEPI & FRANCHI, 2000), seguido de
excitacdo sob luz ultravioleta (filtro 340-380 nm), para a localizacdo de compostos lipidicos
(esporopolenina, orbiculos e membrana peritapetal); Fucsina Basica (C.1. 42500) 0,05% em solugao
alcoolica 2,5%, para a identificagdo da ectexina e endexina (FAEGRI & IVERSEN, 1964; PUNT et al.,
2007); Coomassie Blue Brilhante R-250 (C.I. 42660) com concentracdo de 0,25% em solugdo
acética 7%, para proteinas totais (SOUTHWORTH, 1973). Para a andlise da composi¢do
hemicelulosica da esporoderme dos graos de pdlen, secdes de 2 um de espessura foram encubados
por 40 min com hemicelulases 2%, (GUERRA & SOUZA, 2002) e posteriormente corados com Azul
de Astra 1% em solucdo aquosa.

Para o estudo da vascularizagdo, as anteras foram imersas em solugdo clarificante (HERR,
1971) e analisadas em microscopia de luz polarizada. Para a analise dos espessamentos das células
do endotécio, fragmentos dos arcos e conectivo foram tratados em solugdo de acido latico
(MANNING & GOLDBLATT, 1990), montadas em laminas semi-permanentes com gelatina glicerinada
e analisados em microscopia de luz polarizada ou montados em suportes de aluminio e analisados
em microscopia eletronica de varredura (MEV).

As fotomicrografias foram obtidas em microscopio Optico Leitz DM-HC, equipado com
optica de campo claro, contraste interferencial, polarizacao e fluorescéncia.

Para a andlise em MEV, as anteras fixadas foram lavadas em tampao fosfato de sodio,
desidratadas em série crescente de etanol e transferidas para acetona 100%. A seguir, foram
processadas em secador de ponto critico. As anteras foram montadas em fita adesiva metélica sobre
suportes de aluminio. Algumas foram fraturadas para a exposi¢ao do endotécio e graos de polen.

Para a analise da morfologia polinica e resisténcia a acetdlise (esporopolenina), graos de

polen foram tratados com solugdo de acetolise (ERDTMAN, 1960), sendo parte dos graos montados
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em laminas palinologicas semipermanentes com gelatina glicerinada. Outra parte dos grados foi
destinada a inclusao em resina e montagem de laminas histologicas, corados com Fucsina Bésica. O
restante dos graos acetolizados, ap6s lavagem, foi ressuspendido em dgua destilada e uma gota da
solugdo foi transferida para a superficie de 1 cm® de filme fotografico preto e branco sobre o lado da
emulsdo (CLAUGHER, 1986), previamente exposto a luz, revelado e colado sobre suportes de
aluminio. O filme foi seco em estufa aquecida a 60°C. Os graos de polen, secos e aderidos sobre o
filme fotografico, foram recobertos com fita adesiva, sendo esta rapidamente removida, em um
unico movimento, obtendo-se graos de polen fraturados.

Todo o material destinado a8 MEV foi recoberto com 10 a 15 nm de ouro ou platina. As

amostras foram observadas em microscopio eletronico de varredura Jeol JSM 6060, sob 10 kV.

RESULTADOS

ANTERA — Nas flores em boto e durante a abertura da flor, as anteras das espécies de Passiflora
estudadas estdo posicionadas paralelamente em relagdo ao ovario, estando os esporangios voltados
para o ovario (anteras introrsas) (Figs. 1A-D). Logo ap6s a abertura inicial da flor, ocorre um giro
de 270° em relacao a posicao inicial, ficando os estdmios dos esporangios voltados para a corona e
perpendiculares ao ovario, como um mecanismo que facilita a retirada dos graos de podlen pelos
polinizadores quando estes visitam os nectarios na base do androginéforo (Figs. 1E-L). Semelhante
comportamento ¢ verificado também nos estiletes, inicialmente eretos (Figs. 1F-H), se curvam em
dire¢do a corona (Figs. 11-L), facilitando a deposi¢do do polen nos estigmas, e, apds a polinizacao,
tornam a ficar eretos. Este processo de abertura da flor até a curvatura completa das anteras e,
posteriormente estiletes, dura em torno de 5 horas em P. caerulea.

Os aspectos da morfologia externa das espécies de Passiflora podem ser visualizados nas
figuras 2A-M.

As anteras das espécies do género Passiflora sio dorsifixas basal-medianofixas, versateis,
tetraesporangiadas, deiscentes mediante duas fendas longitudinais. Na regido terminal do filete,
observa-se uma pequena por¢do de menor didmetro e flexivel, responsavel pela movimentacao
vertical e horizontal da antera, como pode ser visto em P. suberosa, P. edulis ¢ P. tenuifila (Figs.
2E2, 2K2 e 2M2). A insercao do filete ocorre geralmente na base da por¢do mediana da antera
(Figs. 2A2, 2E2, 2H2, 2K2) ou pouco acima desta regido (Figs. 2B2, 2C2, 2D2, 2F2, 2G2, 212, 2J2,
212, 2M2), nunca exatamente no meio da antera.

A regido basal da antera pode ser levemente ou profundamente dividida, com a formagao de

dois ou quatro lobos, dependendo da espécie. Na regido apical pode estar presente uma extensao do
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conectivo na forma de um apéndice ou apiculo, proeminente em P. haematostigma (Figs. 2A1 e
2A2), P. capsularis (Figs. 2B1 e 2B2) e P. tenuifila (Figs. 2M1 ¢ 2M2). Em algumas espécies, o
apice da antera pode ser dividido em dois lobos, acompanhando as tecas. Em P. suberosa, o
conectivo termina juntamente com os esporangios (Tab. 1).

As espécies apresentam, quando deiscente, comprimentos da antera variando entre 0,2 cm,
em P. suberosa, e 1,3 cm, em P. alata e P. edulis (Tab. 1). As espécies do subgénero Passiflora
apresentam as maiores anteras, sendo P. tenuifila a espécie com anteras menores. Entre os
representantes do subgénero Decaloba, P. misera apresenta a maior antera. P. haematostigma, do
subgénero Astrophea, apresenta anteras grandes, como as do subgénero Passiflora (Figs. 3A-M).

Anatomicamente, as anteras maduras de Passiflora estudadas apresentam, como estratos
parietais, epiderme e endotécio, nas regides dos arcos e parte do conectivo, € uma a duas camadas
de células colapsadas da camada média. Conectivo e feixes vasculares podem ser também ser
identificados nas se¢des transversais das espécies estudadas (Figs. 4A-F, SA-G). Nas espécies do
subgénero Astrophea e Passiflora, a propor¢ao do conectivo ¢ bem maior em relagdo ao das
espécies de Decaloba, fato que se deve ao maior tamanho da antera nestas espécies.

A epiderme apresenta-se coberta por cuticula relativamente fina (Fig. 9G), lisa (Fig. 6A) ou
estriada (Figs. 6B-L), dependendo da regido da antera analisada. Na regido dorsal mediana da
antera, a cuticula ¢ lisa e gradativamente torna-se estriada, conforme se aproxima das regidoes dos
arcos (Fig. 6B). Na regiao ventral, a cuticula ¢ predominantemente estriada, mais evidente na area
do arco proxima as fendas (Figs. 6H-L). Nao foram encontradas diferengas significativas na
ornamentacao da cuticula entre as espécies analisadas.

A epiderme possui células com paredes anticlinais retas ou levemente sinuosas e estdmatos
nas areas que cobrem o conectivo, tanto na regido ventral quanto na dorsal (Figs. 6D-E). Nas
células epidérmicas do arco ocorrem idioblastos com réfides, dispersos aleatoriamente (Figs. 8A-B).
P. haematostigma apresenta longos e esparsos tricomas unicelulares na regido dorsal (Figs. 2A2 e
6C) ¢ P. suberosa pode apresentar raras papilas epidérmicas, também nesta regido. Todas as
populagdes analisadas de P. edulis apresentaram inclusdes no contetido das células epidérmicas que
reagiram positivamente ao teste para a deteccdo de compostos fendlicos (Fig. 9H).

Proximo a linha de deiscéncia, no arco externo de cada teca, as espécies analisadas
apresentam as células epidérmicas alongadas anticlinalmente (células estomiais), com um a trés
estratos celulares, cujas alturas destas células variam entre as espécies analisadas (Figs. 4A-F, 5A-
G, 9A-D). Apenas P. haematostigma e P. suberosa ndo apresentam, nesta regido, células
epidérmicas distintas das demais (Figs. 4A e 4E, respectivamente).

O endotécio esta presente na regido do arco, onde normalmente ¢ uni ou biestratificado, e

nas regides adjacentes ao conectivo, proximas aos esporangios, onde ocupa de dois a quatro estratos
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celulares (Figs. 7A-M). Em P. haematostigma, endotécio dos arcos ¢ continuo com o conectivo, que
também apresenta espessamentos secundarios, formando uma “continuidade” entre as tecas da
antera (Fig. 7A). Os espessamentos secundarios do endotécio e conectivo apresentaram reagao
positiva aos testes para celulose e lignina.

Dois tipos de espessamentos foram identificados no endotécio dos arcos nas espécies
estudadas (Figs. 8C-O): as espécies do subgénero Decaloba possuem espessamentos
predominantemente helicoidais, com quatro a sete voltas, podendo ocorrer anastomoses entre elas
(Figs. 8C, H-K). Eventualmente, sdo encontrados espessamentos em forma de “O” e “U”. P.
suberosa possui as células do endotécio alongadas periclinalmente (Fig.s. 8H e 8K), diferente das
demais espécies de Decaloba onde estas sdo mais curtas (Figs. 81-J). P. haematostigma e todas as
espécies do subgénero Passiflora possuem as células do endotécio com espessamentos tipicamente
em formato de “U”, raramente em “O”, dois a cinco por célula (predominantemente trés), com a
regido menos espessa voltada para a epiderme (Figs. 8D-G,L-O).

No conectivo as células sao de formato aproximadamente isodiamétrico e os espessamentos,
em todas as espécies analisadas, ocorrem na forma de faixas em todas as paredes, com anastomoses
freqiientes (Fig. 8P).

O conectivo, nas espécies estudadas, possui reserva amilifera abundante e na forma de
grandes graos de amido compostos (Figs. 9A-B, E-F), os quais sdo re-assimilados apods a deiscéncia
da antera. Graos de amido menores sdo encontrados também nas células estomiais e células do
endotécio (Fig. 9B), estando geralmente ausentes na antera deiscente. Também, no conectivo, sdo
encontrados idioblastos com drusas, em maior ou menor quantidade, dependendo da espécie
analisada, dispersos aleatoriamente e ndo associados aos feixes vasculares (Fig. 10A-M).

A membrana peritapetal forma uma camada continua revestindo a superficie interna da
antera de todas as espécies de Passiflora estudadas e apresenta mesma reacdo de coloragdo da exina
dos graos de polen (Figs. 91-K). Sobre esta se encontra a membrana tapetal, formada pelos
orbiculos, também de natureza quimica similar a exina (Figs. 91-K).

Os feixes vasculares que irrigam as anteras sao anficrivais (Fig. 9L), representados apenas
por traqueides (Fig. 9M). Foram reconhecidos trés padrdes de vascularizagdo. P. haematostigma
apresenta um feixe vascular central, pouco ramificado na regido apical e basal da antera (Fig. 10A).
Nas espécies de Decaloba, o feixe vascular ndo se ramifica, possuindo apenas dois prolongamentos
na regiao basal (Figs. 10B-F). As espécies do subgénero Passiflora apresentam os feixes vasculares

bastante ramificados e bem distribuidos em todas as regides do conectivo (Figs. 10G-M).

GAMETOFITO IMATURO - O gametéfito imaturo ou grios de poélen apresentam variagdes de

tamanho e formato e, no momento da dispersdao, grandes quantidades de substancias lipofilicas



40
(pollenkitt) sdo encontradas sobre a esporoderme (Figs. 11A-C), especialmente entre as columelas
livres do reticulo (Figs. 14A-B).

Embora em menor freqiiéncia, porém importante para algumas espécies, tais como P.
actinia, P. caerulea, P. edulis e P. elegans, sdao encontrados graos de polen distintos da maioria, de
trés tipos: graos de polen de grandes dimensdes, cerca de 50% maiores que os polens normais, com
esporoderme mais fina, intina extremamente fina e com citoplasma translicido (Fig. 11D); graos de
polens de menores dimensdes, com citoplasma translucido, aberturas corretamente formadas, intina
ndo detectavel, exina mais espessa que nos normais (Fig. 11E) e graos de polen semelhantes aos
anteriores, porém com o citoplasma colapsado (Fig. 11F).

Em Passiflora os grdos de podlen sdo dispersos na forma bicelular, estando a célula
generativa envolta pelo citoplasma da célula vegetativa (Figs 11G-I). A célula generativa apresenta
citoplasma denso, formato alongado fusiforme e estd localizada na regido central da célula
vegetativa, proximo ao nucleo. Somente em P. misera foi verificado o envolvimento parcial da
célula generativa pelo nacleo da célula vegetativa, formando a unidade germinativa masculina (Fig.
111). Em uma das populagdes de P. caerulea analisada (ICN152175), a célula vegetativa apresentou
grandes acumulos de polissacarideos intimamente associados ao nucleo (Fig. 12E).

No citoplasma da célula vegetativa sdo encontrados grandes acumulos de amido, na forma
de graos compostos, que podem permanecer ou ndo apos a deiscéncia da antera, sendo que em uma
mesma teca € possivel encontrar graos de polen com e sem amido (Figs. 12E-F, Apéndice 1-G). Na
maioria das espécies, o polen disperso possui o citoplasma da célula vegetativa PAS positivo,

indicando a presenca de polissacarideos insoluveis (Apéndice 1-G).

ESPORODERME - Todas as espécies apresentam intina composta por trés estratos: o estrato mais
externo péctico e hemiceluldsico (intina 3), o intermedidrio péctico e protéico (intina 2) e o mais
interno péctico e celuldsico (intina 1) (Fig. 12A-I; Apéndice 1-A, E-H, Tab. 2). Verifica-se uma
grande variacdo na espessura da intina entre as espécies estudadas: as espécies do subgénero
Passiflora possuem intina extremamente espessa, em torno de 2,5-3,5 um, podendo atingir 5,5 um
em algumas regides da esporoderme, como nas aberturas; as espécies dos subgéneros Astrophea e
Decaloba possuem a intina relativamente fina, entre 1-1,8 um, atingindo aproximadamente 2,2 pm
nas areas das aberturas. Nas espécies do subgénero Passiflora, a intina apresenta-se geralmente com
um aspecto ondulado, especialmente se visualizadas as secoes para a detec¢do de proteinas totais
(Fig. 12G).

A intina 3 possui espessura aproximadamente uniforme por toda a extensao da esporoderme,

enquanto que tanto a intina 2 quanto a intina 1 sdo mais espessas nas regioes das aberturas.
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A exina das espécies de Passiflora estudadas apresenta-se diferenciada em ectexina e
endexina (Figs. 13A-M). Estes dois estratos possuem como constituinte principal a esporopolenina,
evidenciada pelos testes de compostos lipidicos (Auramina O e Sudan Black) (Figs. 13A-D) e de
resisténcia a acetolise (Figs. 13F-G), e possuem constituicdo quimica diferenciada, conforme
demonstrado pela coloragdo com Fucsina Basica, na qual a ectexina é corada de vermelho, enquanto
a endexina reage fracamente ao corante (Figs. 13F-G). Esta diferenciacao também se revela pela
autofluorescéncia, onde nas espécies do subgénero Passiflora e em P. suberosa, indica a ocorréncia
de menores quantidades de endexina também na nexina 1 (Fig. 13E).

Além de esporopolenina, a endexina também agrega hemiceluloses, confirmado pela
coloragao com Azul de Astra (Figs. 13H-M) e a ndo coloragao deste estrato apos o tratamento com
hemicelulases. Nao ha reacdo deste estrato da esporoderme com Alcian Blue, Vermelho de Ruténio
e PAS (Tab. 2). A endexina também apresenta coloragdo aproximadamente azulada com o corante
metacromatico Azul de Toluidina, quando analisadas se¢des mais espessas (2 um), indicando a
presenca de grupos polianionicos, ao contrario da ectexina, que se apresenta esverdeada devido a
presenca de derivados fendlicos (Figs 11G-I, Apéndice 1-A: especialmente P. truncata, P.
haematostigma, P. misera, P. amethystina e P. capsularis).

Ha diferengas na superficie interna da endexina. Analises de graos de polen acetolizados e
fraturados revelaram que a superficie interna da endexina das espécies do subgénero Passiflora é
ondulada (verrucada), com grandes sulcos que replicam os muros do reticulo da superficie externa
da ectexina (Figs. 14C-E). Nas espécies dos subgéneros Astrophea e Decaloba, esta superficie ¢ lisa
(Fig. 14F), somente sendo interrompida na regido das endoaberturas.

Quanto a ectexina, as espécies do subgénero Passiflora possuem o reticulo com lumes
grandes e com columelas livres em seu interior (Fig. 14A). Nas espécies de Astrophea e Decaloba,
os lumes sdo reduzidos e a presenga de columelas livres ¢ rara, exceto em P. capsularis e P.
morifolia, que possuem lumens amplos e muitas columelas livres no interior (Fig. 14B). Sob o teto
do reticulo, é encontrada somente uma fileira de columelas (Fig. 14G-K), exceto préximo as regides
das aberturas onde mais de uma columela, em geral mais baixas, podem estar pareadas fazendo a
sustentacdo do teto (Fig. 14H).

Em microscopia optica de campo claro, foram evidenciados trés configuragdes da nexina 1 e
sexina. As espécies do subgénero Passiflora possuem a nexina 1 de composi¢do mista, ou seja, nao
apresentam uma camada basal compacta (ou composta somente por ectexina) € as columelas,
compostas de ectexina, encontram-se imersas na nexina 1. Este estrato morfologico apresenta
reacdo positiva a deteccdo de ectexina e hemiceluloses, estas em menor intensidade que a reacdo
com a endexina (Figs. 13H-I). As espécies de Decaloba (exceto P. suberosa) e Astrophea possuem

a nexina 1 composta exclusivamente por ectexina (camada basal), assim como a sexina (Figs. 13J-
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L). Proximo as aberturas a camada basal pode ser descontinua. P. suberosa apresenta a nexina 1 de
aspecto granular e também com reagdo positiva a ectexina ¢ hemicelulases e a sexina composta
somente por ectexina. Quanto ao aspecto da exina apos fratura de grios acetolizados, vistos em
MEV, P. suberosa e todas as espécies do subgénero Passiflora apresentam falhas ou orificios
vazios nas areas correspondentes a nexina 1 (Figs. 14I-J). As demais espécies possuem a exina
visualmente compacta. Estes orificios ndo foram observados nas se¢des de graos acetolizados
observados sob microscopia Optica. O teste para proteinas totais revelou a presenga destes
compostos também na nexina 1, especialmente nas espécies do subgénero Passiflora (Fig. 12G,
Apéndice 1-E). Nas demais espécies, a coloragdo ¢ menos intensa, porém ocorre com grande
intensidade sobre as areas das aberturas e sobre as columelas livres dos limens (Figs. 12H,
Apéndice 1-E).

Nas espécies que possuem opérculos sobre as aberturas (P. misera, P. morifolia, P. truncata
e P. suberosa) verifica-se uma constitui¢do diferenciada da exina entre as areas de mesocolpo e as
areas operculares. A exina dos opérculos ¢ em geral mais fina e menos densa a coloracdo com
Fucsina Basica (Fig. 13M, Apéndice 1B-C).

Apos a analise da esporoderme nas espécies de Passiflora, foram obtidos trés padrdes
estruturais (Fig. 15): Tipo 1 - as espécies do subgénero Passiflora possuem intina espessa, endexina
internamente ondulada e ectexina sem camada basal compacta, estando a base das columelas
imersas na nexina 1, de composi¢do mista (Fig. 15A); Tipo 2 - em Astrophea e na maioria das
espécies de Decaloba, a intina ¢ fina, a endexina lisa e a ectexina apresenta camada basal compacta
(Fig. 15B); Tipo 3 - em P. suberosa a intina ¢ fina, a endexina € lisa e a ectexina, sem camada basal
compacta, possui aspecto granular na nexina 1, também de composi¢ao mista (Fig. 15C).

A Tabela 3 apresenta uma sintese das principais caracteristicas morfoldgicas, com possivel
valor taxondmico e/ou filogenético, encontradas para as espécies de Passiflora em estudo, bem

como suas variagdes entre as espécies.

DISCUSSAO

ANTERA - No decorrer da antese, os verticilos florais de espécies de Passiflora apresentam um
movimento caracteristico, relatado em diversos estudos com espécies nativas e cultivadas, e
responsavel por estabelecer uma barreira temporal para a polinizagdo (JANZEN, 1968; SAZIMA &
SAZIMA, 1978; KOSCHNITZKE & SAZIMA, 1997; VARASSIN & SILVA, 1999; LONGO & FISCHER,
2006). Estando o poélen disponivel desde o inicio da antese, quando as anteras ja se encontram

abertas, a posicao ereta dos estiletes (mas ja com estigmas receptivos) evita a ocorréncia inicial de
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polinizag¢do (incluindo autopolinizagdo) e as flores funcionam primeiramente como doadoras de
polen e s6 depois, apos a deflexdo dos estigmas, passam a ser receptoras de polen (JANZEN, 1968).

A morfologia da antera, especialmente da conexdo entre o filete e o conectivo, ¢
fundamental para ampliar a flexibilidade durante a movimentacdo, assim como a posicdo de
insercao do filete, sempre abaixo do meio da antera. Desta forma, a extensdo entre a inser¢do do
filete e o apice da antera ¢ sempre maior e, conseqiientemente, o seu peso. Esta diferenca pode ser
importante neste movimento durante a abertura da flor.

A variagdo do tamanho da antera de Passiflora esta diretamente relacionada com o tamanho
das flores de cada espécie. Espécies dos subgéneros Passiflora e Astrophea possuem flores de
grandes dimensdes, destacando-se entre as espécies estudadas P. edulis, P. alata, P. amethystina e
P. caerulea, que também possuem as maiores anteras. P. suberosa, que possui a antera cerca de seis
vezes menor que as espécies acima citadas, também esta entre as espécies com as menores flores de
Passiflora, podendo atingir em média 1,5-2,5 cm de didmetro (ULMER & MACDOUGAL, 2004).

As caracteristicas anatomicas das espécies estudadas estdo de acordo com os relatos
anteriores para o grupo, quanto aos tecidos constituintes (JOHRI et al., 1992; AMELA GARCIA et al.,
2002). A regido superficial da epiderme apresenta varios graus de ornamentacdo da cuticula, desde
lisa até estriada, dependendo da regido da antera considerada, e ndo varidvel entre as espécies.
AMELA GARCiA et al. (2002), baseados na analise de segdes transversais da antera, relatam a
presenca de cuticula estriada em todas as espécies estudas, com excegdo de P. misera, com cuticula
lisa. Neste estudo P. misera apresentou cuticula predominantemente estriada, em microscopia
optica (MO) e eletronica de varredura (MEV), como todas as demais espécies, e lisa somente na
regido mediana dorsal.

A presenga de células estomiais ¢ assinalada por RAJU (1956), em P. calcarata, ¢
posteriormente por AMELA GARCIA et al. (2002), que associam sua ocorréncia as anteras grandes de
P. caerulea, P. mooreana, P. foetida ¢ P. chrysophylla. Em P. misera e P. suberosa, com anteras
menores, estas células seriam menos ou ndo alongadas anticlinalmente. Os autores atribuem a estas
células a funcdo de auxiliar na abertura da antera, promovendo forgas durante a desidratacdo. Neste
estudo, também as espécies com anteras maiores (subgénero Passiflora) apresentam um
alongamento maior das células estomiais, sendo que nas espécies de Decaloba estas células sdo
mais curtas e, em P. suberosa, ndo se diferenciam das demais células epidérmicas. Entretanto, P.
haematostigma (Astrophea), embora possua antera grande, nao possui células estomiais
diferenciadas. Outra caracteristica, ainda ndo documentada para a regido do estomio em Passiflora,
¢ a presenga de mais de um estrato de células estomiais, mesmo em anteras de menores dimensdes.

Ainda na epiderme, podem ocorrer idioblastos com réafides, ainda ndo relatado para as

anteras de Passifloraceae. Estao distribuidos aleatoriamente, somente na regido dos arcos, diferem



44
dos normalmente encontrados nos demais tecidos por possuirem os cristais mais espessos. Também
ndo sdo encontrados em outras regides do género Passiflora, como folhas (DELL’AGLIO et al.,
dados ndo publicados).

Tricomas foram encontrados somente na antera de P. haematostigma e parece ser
caracteristico da espécie, que apresenta também folhas e ovéario tricomatosos (VITTA, 2006;
MILWARD-DE-AZEVEDO, 2007).

O endotécio representa o estrato subepidérmico das anteras e normalmente possui
espessamentos de parede caracteristicos, de acordo com o grupo de Angiospermas (MANNING,
1996). Estes espessamentos sao predominantemente lignificados (WHATLEY, 1982; FREUDENSTEIN,
1991; JACOBS & LERSTEN, 1994), mas podem ser apenas celulosicos (FOSSARD, 1969) ou conter
também calose (KENRICK & KNOX, 1979). Nas espécies de Passiflora estudadas, estes
espessamentos sao lignificados, mas também reagem a deteccao de celulose.

De acordo com MANNING (1996), as anteras da maioria das Angiospermas apresentam mais
de um tipo de espessamento secundario nas células do endotécio e conectivo, como verificado nas
espécies em estudo, util para propositos descritivos. Contudo, para propositos filogenéticos, de
acordo com o autor, sdo consideradas somente as células do endotécio presentes no arco, que tém
origem nos estratos parietais da antera, enquanto que as células com origem a partir das células do
conectivo nao sdo consideradas. Estas cé€lulas apresentam espessamentos em todas as paredes e
frequentemente anastomosados, assim como observados em Passiflora.

Quanto aos tipos de espessamento do arco, sdo distintas trés categorias principais:
“baseplate”, em formato de “U” ou helicoidal, e intimeras subcategorias (MANNING, 1996). Em
Passiflora foram encontradas duas destas, em formato de “U”, nas espécies de Astrophea ¢
Passiflora, e helicoidal nas espécies de Decaloba, indicando que esta caracteristica pode ser til
como diagnostica para os subgéneros e com grande potencial nas andlises filogenéticas. No entanto,
dada a insuficiente amostragem, em niimero de espécies e géneros, ndo ¢ possivel polarizar esta
caracteristica para o género Passiflora. Contudo, considerando a proposta de reldégio molecular de
MUSCHNER (2005), na qual o clado Decaloba seria o primeiro a divergir (ca. 35 Ma) e,
posteriormente, os clados Astrophea e Passiflora (ca. 24 Ma), ¢ possivel afirmar que o tipo
plesiomorfico de espessamento ¢ o helicoidal e o tipo de espessamento em “U” teria surgido
posteriormente em Passiflora. A tendéncia do surgimento de espessamentos em formato de “U”, a
partir de espessamentos helicoidais, ¢ relatada para alguns grupos de Angiospermas, como Araceae
(FRENCH, 1985, 1986) e Poales (MANNING & LINDER, 1990), mas o contrario também pode ocorrer,
como em Iridaceae (MANNING & GOLDBLATT, 1990).

O endotécio ¢ referido como o estrato mecanico das anteras com deiscéncia rimosa, pois

gera forgas na regido dos arcos da antera dependendo do grau de hidratagdo e, consequentemente,
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participa da abertura da antera e exposicdo dos graos de polen (KEUZER, 1987). Nas espécies de
Passiflora, participam da abertura da antera, as células estomiais e o endotécio. Em P.
haematostigma e P. suberosa, que ndo apresentam células estomiais, este papel possivelmente é
desempenhado somente pelo endotécio e compensado por meio do incremento de células
espessadas no conectivo, em P. haematostigma, ¢ pelo alongamento anticlinal das células deste
tecido nos arcos, em P. suberosa.

Internamente ao endotécio da antera madura, permanecem alguns estratos das células
médias, ja colapsadas e comprimidas, que em Passiflora iniciam o colapso celular no estagio de
microsporo livre (AMELA GARCIA et al., 2002).

Diretamente em contado com os graos de pdlen do léculo, encontram-se as membranas
peritapetal e tapetal. A membrana peritapetal ¢ uma camada continua que reveste a superficie
interna da antera e se rompe durante a deiscéncia (CHAPMAN, 1987). Esta membrana ¢ acetdlise
resistente, constituida por esporopolenina e localizada sobre a face tangencial externa do tapete
(BHANDARI, 1984). A membrana tapetal, composta pelos orbiculos, possui natureza similar a
membrana tapetal, mas de origem distinta (SANTOS, 2000).

Os orbiculos sdo estruturas geralmente esféricas e de tamanhos variados, menores que 5 um,
que recobrem a superficie interna das células do tapete secretor (HUYSMANS et al., 1998). Sao
formados no espago periplasmatico, entre a membrana plasmatica e a parede celular, como
demonstrado em llex paraguariensis (Aquifoliaceac) (SANTOS & MARIATH, 2003). Apds a
dissolugdo das células do tapete, os orbiculos se unem a membrana peritapetal, formando uma unica
camada (SANTOS, 2000).

HuvysMmANs et al. (1998) atribuem aos orbiculos possiveis fungdes, entre as quais a
participagdo no mecanismo de transporte de esporopolenina, protecao contra osmose e colapso dos
micrdsporos em desenvolvimento, associacdo com a dispersdao do pdlen, participacdo na degradacao
das células do tapete ou somente como um produto final da atividade deste tecido. WANG et al.
(2003) demonstram que os orbiculos transportam uma proteina esporofitica necessaria na fase de
maturacao dos graos de podlen em cereais.

Mais de 70 familias de Angiospermas possuem orbiculos (HUYSMANS et al., 1998), que
foram relatados recentemente por AMELA GARCIA et al. (2002) para Passifloraceae. Estes autores
descrevem a ultraestrutura dos orbiculos de P. caerulea como corpos sélidos, pequenos, entre 0,2 e
0,4 um de diametro e mesma eletrodensidade da exina. Nas espécies estudadas, em microscopia de
fluorescéncia (ap6s o uso de Auramina O), € possivel distinguir estes pequenos orbiculos aderidos a
membrana peritapetal pela reacdo semelhante a exina.

O conectivo inclui todas as partes internas da antera com exce¢do do tecido esporogénico

(D’Arcy, 1996). Em Passiflora, apresenta como principal composto de reserva grandes
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quantidades de amido que normalmente ndo estdo presentes em anteras ja deiscentes. Estes graos
também sdo comuns na epiderme ¢ endotécio, concordando com as observagdes para Passiflora de
AMELA GARCIA et al. (2002), que também os encontrou nas células médias, em etapas anteriores do
desenvolvimento. Em um cultivar de Lilium, CLEMENT et al. (1994) relatam a presenca de dois
estagios de assimilagdo de amido nas anteras, o primeiro na fase de crescimento da antera e o
segundo durante a maturagdo dos graos de polen, cujo amido ¢ totalmente consumido antes da
antese. Os autores destacam a grande importancia do conectivo, que age fisiologicamente como um
tampao, regulando o nivel de aglcares soliveis na antera e disponibilizando-o para o
desenvolvimento dos microsporos.

No conectivo, sdo encontrados os feixes vasculares que irrigam a antera. Nao existe para
Passifloraceae nenhum estudo especifico sobre a vascularizagdo da antera e pouco se sabe sobre a
variagdo da vascularizagdo entre as espécies. AMELA GARCIA et al. (2002) observam que os feixes
vasculares se ramificam na regido mediana da antera das espécies estudadas, exceto em P.
suberosa. De acordo com os autores, a presenca de feixes ramificados, dentre outras caracteristicas,
torna P. misera (subgénero Decaloba) mais similar as espécies dos outros subgéneros estudados
(Passiflora e Dysosmia). E importante salientar, no entanto, que estes autores analisaram esta
caracteristica somente por meio de se¢des transversais da antera. As observacdes do presente estudo
discordam parcialmente de AMELA GARCIA et al. (2002).

Entre as espécies estudadas, foram observados claramente trés padrdes de vascularizacao,
caracteristicos para cada um dos subgéneros e que pode ser uma importante caracteristica
filogenética para o grupo. Passiflora apresenta feixes bastante ramificados e Decaloba apresenta
feixes ndo ramificados. Astrophea apresenta um padrdo que parece ser intermediario entre os dois
demais subgéneros, ramificado, mas com as ramificagcdes concentradas na regido central do
conectivo. Neste caso, também, devido a baixa amostragem de taxons, ndo € possivel polarizar esta
caracteristica, mas esta pode ter relacdo com o tamanho das anteras, onde anteras menores possuem
vascularizagao reduzida.

De acordo com autores de biologia evolutiva (tais como PURI, 1951; STEBBINS, 1974;
CRONQUIST, 1981) os padrdes mais primitivos de vascularizagdo dos verticilos florais seriam
proximos ao padrdo folidceo, bastante ramificado e, em diversos grupos, podem ter sofrido
modificacdes, seja por reducdo do numero de feixes vasculares ou pela coesdo ou adnacdo entre eles
(PURIL, 1951). Assim, a reducao extrema da vascularizagao pode ter sido um evento isolado somente
em Decaloba, sendo uma apomorfia deste subgénero, embora também se apresente, de forma

menos intensa na espécie representante de Astrophea.
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GRAOS DE POLEN - Os grios de polen de Passiflora apresentam tipicamente grandes
quantidades de substancias lipofilicas junto a exina (SOUZA & PEREIRA, 2000; Souza et al., 2004),
na forma de grandes gotas ou de aspecto fibrilar, entre as columelas livres do reticulo. Estas
substancias, denominadas pollenkitt, sdo derivadas da atividade das células do tapete, liberadas
quando ocorre a senescéncia deste tecido nas anteras maduras e depositadas sobre ou entre os
espacgos existentes na exina (PACINI & HESSE, 2005). O pollenkitt ocorre em grande parte das
Angiospermas, na maioria espécies entomofilas, com tapete parietal ou ameboide e possui
importantes fungdes durante a dispersdo dos grdos de polen, participando da aderéncia dos pdlen ao
corpo dos polinizadores, e no sistema de reconhecimento do polen no estigma, pois também leva
moléculas protéicas que participam desta interagdo (PIFFANELLI et al., 1998; PACINI & HESSE,
2005). Incluindo estas, PACINI & HESSE (2005) enumeram vinte diferentes fun¢des para o pollenkitt
depositado sobre a esporoderme, entre elas, a prote¢do hidrica e a radiagdo, adesdo dos graos ao
estigma, atracdo de polinizadores pela coloragao e volatilizagdo de compostos, entre outras.

A diferenca de tamanho dos graos de pdlen encontradas neste estudo também ¢ relatada por
outros estudos, para varias espécies de Passiflora (Souza et al., 2003, 2004). Estes autores
atribuem a ocorréncia de pdlen de grandes dimensdes a irregularidades na distribuigdo dos
cromossomos durante a meiose, sendo relativamente comum a formacgao especialmente de triades (e
ndo de tétrades), como ocorre em P. edmundoi (Souza et al., 2003), onde um dos graos da triade
atinge aproximadamente o dobro do tamanho dos outros dois. Em P. coccinea Aubl. ¢ P. galbana
Mast. a freqiiéncia destes graos pode chegar a 2,9% do total produzido (Souza et al., 2004). Estes
graos de grandes dimensdes e com numero cromossomico variavel, de acordo com CAETANO-
PEREIRA et al. (1998), podem ser funcionais e participar da fecundagdo, podendo produzir variagdo
no nimero cromossomico das geragdes seguintes.

Os graos de pdlen menores possuem a esporoderme ndo completamente formada e sdo
estéreis. SOUZA et al. (2003, 2004) denominam estes graos de T1 e T2, onde T1 corresponde aos
graos vazios, ou com citoplasma translucidos, e T2 aos graos com citoplasma colapsado. De acordo
com os autores, estes graos sao resultantes de diferentes processos que geram a esterilidade. Os
graos vazios e relativamente menores indicam que a mal-formagdo ocorreu durante a segregacao
dos cromossomos (microsporogénese), enquanto que os grdos com citoplasma colapsado e
tamanhos relativamente maiores sdo o resultado da expressao génica durante a microgametogénese.
A maior freqiiéncia de grdos T1 sobre T2 em espécies de Passiflora indica que as maiores
responsdveis pela perda de viabilidade nos grdos de polen destas espécies sdo as alteracdes
cromossOmicas, conforme estudo de SOUZA et al. (2004).

Passifloraceae ¢ indicada por BREWBAKER (1967) como um grupo que possui graos de pdlen

bicelulares, onde a célula vegetativa engloba em seu citoplasma a célula generativa e, apds a
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germinagdo, a célula generativa sofre mitose formando as células gaméticas no tubo polinico (JOHRI
et al., 1992; TANAKA, 1993). As observagdes deste estudo concordam com esse autor € com outros
estudos em Passiflora (Souza & PEREIRA, 2000; AMELA GARCIA et al., 2002; Souza et al., 2002).
Segundo BREWBAKER (1967) polens bicelulares ocorrem na maioria das Angiospermas e sua
ocorréncia estd diretamente relacionada com caracteristicas fisiolégicas como alta viabilidade e
maior longevidade. A célula generativa ¢ formada a partir da primeira divisao celular assimétrica do
micrdsporo € possui posi¢ao parietal; posteriormente ¢ englobada pela célula vegetativa e assume o
formato fusiforme e posi¢ao proxima ao nucleo desta célula (MAHESWARI, 1950; JOHRI et al., 1992;
TANAKA, 1993), podendo associar-se intimamente ao nucleo e formar a unidade germinativa
masculina (“male germ unit”) (DuMAS et al., 1984), como relatado para varias espécies de
Angiospermas com poélens bi ou tricelulares (MATTHYS-ROCHON et al., 1987; CHARZYNSKA et al.,
1989; SANTOS, 1995). Em Passiflora, a formacdo da unidade germinativa masculina foi observada
somente em P. misera, sendo que nas demais espécies a célula generativa permanece proxima, mas
nao em contato, do nucleo da célula vegetativa.

Os graos de polen podem acumular reservas durante as varias etapas do desenvolvimento,
especialmente na forma de amido, que durante a deiscéncia da antera pode ser convertido em
pectinas, glicose, frutose, sacarose e varios outros polissacarideos (FRANCHI et al., 1996; PACINI,
1996; SPERANZA et al., 1997; PACINI et al., 2006). Durante a formagdo dos graos de pélen a sintese
e degradacao das substancias de reserva estdo relacionadas com a ontogenia dos estratos da
esporoderme e a formacdo do microgametofito (SANTOS & MARIATH, 1999). BAKER & BAKER
(1979) relatam que a maioria das Angiospermas possui o polen, no momento da dispersao, com
pouco amido (“starchless”), enquanto que, em alguns grupos, o pélen ¢é disperso com muito amido
no citoplasma da célula vegetativa (“starchy”). A distribuicao destes tipos de reserva, segundo os
autores, estd relacionada com as estratégias ecoldgicas das espécies, como a relagdo com os tipos de
polinizadores, sendo as espécies com graos menores ¢ sem amido preferencialmente entomofilas.
Passifloraceae ndo foi contemplada no estudo de BAKER & BAKER (1979), mas os resultados do
presente estudo indicam que Passiflora se enquadra na categoria “starchless”, embora no momento
da dispersdo possam coexistir na mesma antera, grdos com muito ou pouco amido. Os graos de
polen que possuem pouco ou nenhum amido, nas espécies estudadas, apresentam sempre citoplasma
PAS-positivo, indicando que o amido foi convertido em outros polissacarideos insoluveis ou que
nao foram extraidos durante os procedimentos de preparagao das amostras.

A presenga de carboidratos também pode contribuir para o balango hidrico no interior do
polen, atuando como um tampao, de forma que o impacto com o meio externo no momento da
dispersdo seja minimizada (PACINI, 1996; PACINI et al., 2006). PACINI (1996) cita o polen de P.

caerulea como parcialmente desidratado no momento da dispersdo, portando como carboidrato de
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reserva o amido (tendo, também, citoplasma PAS-positivo). Os graos de podlen parcialmente
desidratados resistem melhor as adversidades ambientais, como as altas temperaturas e baixas taxas
de umidade relativa (PACINI et al., 2006). Deste modo, os compostos de reserva do podlen de
Passiflora sao relevantes na ecologia destas espécies, seja na forma da polinizacdo (entomofilas) e

na ocupagdo dos ambientes tropicais.

ESPORODERME - Os graos de pdlen apresentam uma parede protetora formada conjuntamente
pelo esporofito e pelo gametdfito masculino, que pode ser dividida primariamente em dois estratos
quimicamente distintos: a exina e a intina (ERDTMAN, 1952). A exina representa o extrato externo,
primeiramente formado e composto principalmente por esporopolenina, um biopolimero
extremamente resistente a acdo bioldgica e a acdo de compostos quimicos nao oxidativos. A intina ¢
formada posteriormente, interna a exina, e representa o estrato polissacaridico da esporoderme,
composto principalmente por pectinas, hemiceluloses e celulose (HESLOP-HARRISON, 1971).

Apesar de ser um estrato relativamente mais simples que a exina, a intina apresenta uma
estrutura complexa, normalmente triestratificada, cujas fun¢des de cada estrato estdo relacionadas a
importantes eventos desde a maturacdo dos graos de podlen até a germinagdo do tubo polinico
(HESLOP-HARRISON, 1987; HESLOP-HARRISON & HESLOP-HARRISON, 1991). O estrato externo,
predominantemente péctico, possui microfibrilas randomicamente dispostas e materiais amorfos
incrustados, sendo importante durante a hidratacdo do pdlen no estigma, promovendo forgas para a
saida do tubo polinico devido ao seu aumento de volume (HESLOP-HARRISON & HESLOP-
HARRISON, 1991; SUAREZ-CERVERA et al., 2002). O estrato intermedidrio é mais conspicuo e
normalmente melhor visualizado nas aberturas, contém inclusdes que carregam proteinas
embebidas em uma matriz péctica, possivelmente relacionadas aos processos de reconhecimento do
polen (KNOX, 1984; EDLUND et al., 2004), e também com reconhecidas fungdes enzimaticas (KNOX
& HESLOP-HARISSON, 1970). Interno a este, existe um estrato celuldsico e péctico, responsavel por
formar o tubo polinico (HESLOP-HARRISON, 1987; HESLOP-HARRISON & HESLOP-HARRISON, 1991;
FERGUSON et al., 1998).

Nas espécies de Passiflora estudadas, também foi encontrado este padrio de intina
triestratificada, como ocorre na maioria das Angiospermas (HESLOP-HARRISON & HESLOP-
HARRISON, 1991). AMELA GARCiA et al. (2002) relatam para P. caerulea a presenga de intina
espessa e formada por somente dois estratos, um externo espesso e fibrilar ¢ um interno mais fino e
homogéneo. Nossas observacdes para esta espécie indicam a clara ocorréncia de trés estratos nos
testes histoquimicos, especialmente para a deteccdo de proteinas totais (Coomasie Blue, ver
Apéndice 1-E), sendo que o estrato péctico-protéico nio foi detectado pelos autores anteriormente

citados no estudo ultraestrutural.
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Uma caracteristica que chama a atengdo ¢ a clara diferenca na espessura da intina em
Passiflora. As espécies dos subgéneros Decaloba ¢ Astrophea possuem intina fina, enquanto que
nas espécies de Passiflora esta se apresenta bastante espessa. Esta diferenga ainda ndo havia sido
relatada nos estudos deste género e possivelmente tem importante valor na filogenia da familia,
necessitando de um estudo abrangendo um niimero maior de tdxons. A maioria das Angiospermas
possui intina fina, que dificilmente ultrapassa 1-2 pm, assim como Decaloba e Astrophea. Desse
modo, a espessura da intina no subgénero Passiflora (até 5,5 um) parece ser uma caracteristica
derivada para o género.

A parte externa da esporoderme, a exina, ¢ complexa e representa um dos tipos mais
elaborados de parede celular do reino Plantae. E composta principalmente por esporopolenina, um
conjunto de polimeros derivados de acidos graxos de cadeia longa e menores quantidades de
compostos com anéis aromaticos oxigenados e fenilpropanoides, produzida especialmente pelo
tapete da antera, polimerizada a partir do final da meiose II dos micrésporos (PIFFANELLI et al.,
1998).

Do ponto de vista morfologico, apresenta varios estratos (ERDTMAN, 1952; PUNT et al.,
2007): a sexina € o extrato mais externo, composta pelas columelas, teto e ornamentacdes acima do
teto. A nexina representa a por¢do nao “ornamentada” da exina, abaixo da sexina, podendo ser
distintas duas regides: a nexina 2 mais interna e em contato com a intina, € a nexina 1, abaixo da
sexina.

Do ponto de vista quimico e ontogenético a exina ¢ composta por duas por¢des (GUEDES,
1982): a ectexina, que normalmente corresponde a sexina e nexina 1; e a endexina, correspondente
a nexina 2. De acordo com a revisdo de GUEDES (1982), a endexina ¢ depositada em membranas
tangenciais, provavelmente originadas pela membrana plasmatica, enquanto que a ectexina ¢
depositada sobre a primexina, uma matriz polissacaridica, sem a mediacdo de membranas. Em seu
glossario de palinologia, PUNT et al. (2007) indicam a diferenciacdo destes dois componentes com
base na coloragdo resultante da Fucsina Basica, indicado por FAEGRI (1956): a ectexina cora-se
intensamente e a endexina nao.

Nas espécies de Passiflora estudadas, ¢ possivel fazer esta diferenciacao entre a ectexina e
endexina, com base na coloragdo com Fucsina Basica, especialmente quando empregadas secdes de
graos de podlen acetolizados previamente (ver Figs. 13F-G, Apéndice 1-C). A ndo coloragdao do
estrato externo da intina pela Fucsina Basica, em graos ndo acetolizados, dificulta a distingdo da
endexina, que também ndo cora (ver Apéndice 1-B). Estes dois componentes possuem reacao
diferenciada a autofluorescéncia, que também revela a presenga de endexina na nexina 1 das

espécies do subgénero Passiflora e P. suberosa.
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Além de esporopolenina, a endexina (nexina 2) também contém hemiceluloses nas espécies
em estudo. De acordo com analises histoquimicas de SOUTHWORTH (1973), a endexina também
pode possuir tracos de polissacarideos, além da esporopolenina. Em Helianthus annuus L.
(Asteraceae), a endexina também reage positivamente ao Azul de Anilina e PAS (HORNER &
PEARSON, 1978), diferente das espécies estudadas, o que indica que a natureza quimica da endexina
pode ser distinta nos diversos grupos vegetais. Conforme afirma HESSE (2000), varios estudos
comprovam que a endexina ndo ¢ um estrato tdo compacto como antes admitido e que se apresenta
bastante eldstico, com importantes fung¢des nos processos de desidratacdo e hidratacdo dos graos de
polen, que levam a significativas mudangas da morfologia, especialmente no formato do pélen.

Nas espécies dos subgéneros Astrophea ¢ Decaloba (exceto P. suberosa), a endexina ¢
internamente lisa, acompanhando a linearidade da camada basal. Nestas espécies, a camada basal,
compacta, ¢ composta somente por ectexina, com mesma coloracdo das columelas e teto, como
apresentado também para a maioria das Angiospermas.

Em P. suberosa, a despeito da endexina ter a superficic internamente lisa, ndo foi
visualizada uma camada basal, como nas demais espécies de Decaloba, ¢ o estrato morfologico
correspondente a nexina 1 apresenta-se com aspecto granuloso € com pequenas “massas” esféricas
de ectexina, fortemente coradas pela Fuscina Basica, entremeadas por uma matriz que apresenta
coloragdo semelhante a endexina, inclusive pelo Azul de Astra. Assim, nesta espécie, ha uma regiao
(nexina 1) onde endexina e ectexina se misturam.

As espécies do subgénero Passiflora também apresentam uma configuracao parecida com P.
suberosa, exceto que nestas espécies a nexina 1 ndo € granulosa, mas mais homogénea, de modo
que somente as bases das columelas sdo vistas imergindo nesta mistura de endexina e ectexina.
Também, neste subgénero, a superficie interna apresenta-se ondulada, com a formagao de sulcos
que imitam o reticulo externo.

Um estudo detalhado da ultraestrutura da esporoderme de P. caerulea foi realizado por
LARSON (1966) e apontou diversas caracteristicas semelhantes as estudadas para o subgénero a qual
esta espécie pertence. LARSON (1966) comprovou a natureza mista de endexina e ectexina de P.
caerulea na nexina 1, que chama de estrato iz (“interbedded zone”). De acordo com o autor,
ultraestruturalmente a ectexina ¢ eletrodensa (apds a contrastacdo com citrato de chumbo), enquanto
que a endexina ¢ pouco eletrodensa. A nexina 1, de composi¢cdo mista, apresenta-se com uma
tonalidade intermedidria e neste estrato sdo claramente visiveis a imersdo das columelas. Estas
caracteristicas apontadas por LARSON (1966) concordam com as observadas nos testes
histoquimicos das espécies do subgénero Passiflora, especialmente se analisadas as se¢cdes com a
combinagdo da reacdo de PAS, Azul de Astra e Fucsina Bésica (ver Figs. 13H-I). Estudos

posteriores da ultraestrutura da esporoderme, como os de CARREIRA (1977) e AMELA GARCIA et al.
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(2002), em Passiflora coccinea Aubl. e P. caerulea, respectivamente, mostram claramente esta
mesma configuracdo da exina nas ilustragdes apresentadas, porém os autores nada comentam sobre
a presenga de um estrato de composi¢do mista e apenas descrevem a nexina 1 composta por
ectexina.

LARSON (1966) também chama a aten¢do para uma mistura da endexina e da intina, numa
zona intermedidria, que na analise de esporodermes acetolizadas, as areas correspondentes a intina,
aparecem com espagos vazios. Neste estudo ndo foi possivel, por meio de microscopia Optica,
evidenciar esta caracteristica. Em microscopia eletronica de varredura da esporoderme de graos
fraturados de Passiflora, foi possivel verificar a existéncia de pequenos orificios na area
correspondente a endexina, podendo se tratar, possivelmente, dos mesmos espagos assinalados pelo
autor.

A existéncia de zonas intermediarias de natureza mista leva LARSON (1966) a uma extensa
discussdo de varios aspectos também discutidos por ERDTMAN (1952) sobre a estratificagdo da
esporoderme em camadas sempre concéntricas. Verifica-se, segundo estes autores, que nem todas
as Angiospermas possuem estratos totalmente diferenciados um do outro e P. caerulea é um
exemplo disso. Também ressaltam a importdncia da andlise da composicdo quimica da
esporoderme, pois nem sempre os estratos sao homologos em distintos grupos vegetais. ERDTMAN
(1952, citado por LARSON, 1966) cita caracteristicas semelhantes as observadas em Passiflora, em
relagdo a imersdo das columelas na nexina 1, para Cobaea penduliflora (H. Karst.) Hook. f.
(Polemoniaceae), mas nesta espécie tais caracteristicas sdo evidentes e permitem sua visualizacao
em microscopia Optica, sem a necessidade de segdes. A ocorréncia desta mesma caracteristica, em
grupos ndo taxonomicamente relacionados, ¢ uma indicagdo que esta pode ter surgido varias vezes
durante a evolucao das Angiospermas (LARSON, 1966) e possivelmente esta relacionada a algum
aspecto da fisiologia desses graos de polen.

Outra observagdo de LARSON (1966) ¢ que a nexina 1 ndo apresenta espessura uniforme ao
longo de toda a esporoderme, mas uma superficie basal “ondulada”, nas seg¢des semifinas e
ultrafinas. Nas regides onde as columelas dos muros se inserem, esta regido ¢ menos espessa, ao
passo que nas regides dos limens dos reticulos ¢ muito espessa. Esta “ondulagdo” ¢ seguida pela
endexina e responsavel pelo aspecto verrucado da superficie interna dos graos acetolizados e
fraturados das espécies em estudo. PRESTING (1950) foi o primeiro a relatar esta caracteristica para
espécies de Passiflora, fazendo a distingdo de dois tipos de exina entre as espécies estudadas: exina
do tipo 1, que se apresenta internamente lisa; e exina do tipo 2, internamente ondulada. O primeiro
tipo, segundo o autor, ¢ encontrado nos géneros e espécies “basais” da familia e nas espécies de
Passiflora hoje correspondentes os subgéneros Astrophea, Decaloba, Tryphostemmatoides. As

espécies que possuem e exina do tipo 2 pertencem ao grande clado Passiflora.
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Deste modo, a “ondulacdo” da superficie interna da endexina reflete claramente a
constituicdo mista da nexina 1 ¢ a imersao das columelas neste estrato, bem como a inexisténcia de
uma camada basal compacta. Os pontos aparentemente mais compactos correspondem as inser¢oes
das columelas dos muros, cujo principal componente € a ectexina, enquanto que nas regides dos
limens a nexina 1 é menos compacta pela presenca de endexina e, possivelmente, de compostos
pécticos também associados a este componente. De acordo com HESSE (2000), algumas espécies
podem ndo apresentar a camada basal compacta, como a maioria das Angiospermas, mas té-la
fragmentada ou ausente. Em Passiflora, parece haver uma tendéncia no subgénero Passiflora a uma
perda desta camada. Em P. suberosa (subgénero Decaloba), observa-se também a mesma
tendéncia, provavelmente com origem distinta. HASSE (2000) atribui a perda de camada basal
compacta a alguns eventos fisioldgicos de grande importancia para os graos de pdlen, como a rapida
captacdo de agua sobre a superficie estigmatica e adaptacdo as mudangas de volume durante o
desenvolvimento e dispersdo do polen. As pressdes sobre esses fatores podem ter levado as espécies
em estudo a desenvolver este tipo de estratégia.

A superficie interna da endexina ondulada foi relatada até o momento somente para espécies
de Passiflora (PRESTING, 1950; LARSON, 1966) e para uma espécie de Cucurbitaceae, Borneosicyos
simplex De Wilde, espécie monotipica de um género descrito recentemente para o Velho Mundo,
que apresenta os graos de polen dispersos em tétrades (VAN DER HAM & VAN HEUVEN, 2003). No
entanto, sdo necessarios estudos detalhados da estrutura da esporoderme dessa espécie para
confirmar se apresenta similaridades com Passiflora. Por conseguinte, a ocorréncia dessa
caracteristica para grupos ndo relacionados taxonomicamente, como Passifloraceae e
Cucurbitaceae, indica, como também sugerido por LARSON (1966), surgimentos independentes e
que, provavelmente, também ocorra em outros grupos de Angiospermas.

Com relagdo a estrutura das columelas sob o teto, LARSON (1966) afirma, para P. caerulea, a
existéncia de duplas de columelas pareadas sustentando o teto dos muros. A presente analise
discorda do autor neste aspecto, como revelado em P. caerulea e todas as demais espécies, apenas
uma columela sustenta o teto nas areas do apocolpo e mesocolpos, como também afirmado por
AMELA GARCIA et al. (2002). No entanto, proximo das areas das aberturas, pode haver mais de uma
columela fazendo esta sustentagdo e, provavelmente, foi essa regido que o autor analisou.

Ainda na exina, a analise histoquimica demonstrou a ocorréncia de proteinas sobre as
columelas livres, aberturas e na nexina 1. Nas espécies do subgénero Passiflora a nexina 1 ¢
marcada com maior intensidade. P. suberosa apresentou menor intensidade ¢ nas demais espécies, a
marcagdo foi fraca. Estas proteinas tém possivelmente origem esporofitica, produzidas pelas células
do tapete e relacionadas com o processo de reconhecimento dos graos de polen no estigma (KNOX

et al., 1976; VITHANAGE & KNOX, 1976; CLARKE et al., 1979; PACINI & JUNIPER, 1979). A
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ocorréncia maior destas proteinas parece relacionada com a estrutura da esporoderme. Nas espécies
com camada basal compacta sdo quase inexistentes e principalmente concentradas sobre ou entre as
columelas livres e sobre as aberturas, enquanto que nas demais espécies se concentram na nexina 1.
Isso leva a crer que uma funcao adicional possa ser atribuida a estrutura menos compacta da nexina
1 das espécies estudadas: uma via de transporte de proteinas esporofiticas.

Por fim, este estudo revela caracteristicas das anteras e graos de pélen com importante valor
taxondmico para Passiflora. De modo geral, as espécies mantém-se agrupadas pela morfologia
externa e interna da antera nos trés grandes subgéneros propostos por Feuillet & MacDougal
(2003).

Entre as espécies estudadas do subgénero Passiflora, destoam da maioria apenas P. actinia e
P. tenuifila, que possuem o apice da antera apiculado, ao contrario das demais espécies que
possuem apice lobado, e P. edulis, que possui compostos fenolicos nas células epidérmicas. Em
Decaloba, diferenciam-se da maioria P. morifolia e P. capsularis, que apresentam limens amplos ¢
com vdrias columelas livres no seu interior, caracteristicas estas encontradas principalmente no
subgénero Passiflora. P. capsularis também apresenta o apice da antera apiculado. A presenga de
limens amplos parece ser mais derivada no que diz respeito ao grao de pdlen e indicam uma
posicao avangada das espécies no grupo, também apoiada pela complexidade maior das aberturas
em P. capsularis (PRESTING, 1950; DETTKE & SANTOS, dados ndo publicados — Artigo 2). Outra
espécie distinta no grupo ¢ P. suberosa, que possui apice da antera truncado, células estomiais nido
diferenciadas, e estrutura da exina (Tipo 3) bastante distinta das demais espécies de Decaloba.

Em relagdo a Astrophea, a inica espécie analisada apresenta algumas caracteristicas distintas
das demais espécies, como a presenca de tricomas, auséncia de células estomiais (como P.
suberosa) e endotécio desenvolvido presente entre as tecas. Entretanto, caracteristicas da antera a
tornam proxima de Passiflora (como o tamanho das anteras e tipo de espessamento do endotécio) e
caracteristicas polinica proximas de Decaloba (como limens reduzidos com poucas columelas
livres, superficie interna do polen lisa e estrutura da exina do Tipo 1), embora a forma das aberturas
seja similar as encontradas em Passiflora (Dettke & Santos, dados ndo publicados — Artigo 2). Com
relagdo a vascularizagdo, Astrophea parece ter uma padrdo intermediario entre Passiflora e
Decaloba.

Algumas das caracteristicas encontradas neste estudo merecem especial atengdo pelo seu
potencial uso na filogenia do grupo, com necessidade de estudos mais amplos. Entre eles o tamanho
das anteras, presenca de células estomiais, tipos de espessamentos do endotécio, padrdes de
vascularizagdo, caracteristicas do reticulo (amplitude e presenga de columelas livres) e estrutura da

exina.
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Este estudo ¢ o primeiro a evidenciar diferencas marcantes na esporoderme de vdrias
espécies de Passiflora, com a distingao de trés tipos principais. Estas caracteristicas, além de
importantes como caracteristicas filogenéticas, certamente t€ém relacdo com as pressdes ambientais

e diregoes evolutivas que tomaram os subgéneros de Passiflora.
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Tabela 1. Aspectos morfologicos da antera em espécies de Passiflora L. Valores extremos de 10
anteras maduras, medidas sob microscopio estereoscopio.

Espécie

Comprimento (cm) Largura (cm) Formato do apice

Formato da base

. haematostigma
. capsularis

. misera

. morifolia

. suberosa

. truncata

. actinia

. alata

. amethystina
. caerulea

. edulis

. elegans

W ©W U U U U U U U U U U O

. tenuifila

0,90-0,94
0,34-0,38
0,43-0,46
0,40-0,44
0,20-0,23
0,29-0,31
0,71-0,75
1,10-1,30
0,88-0,92
0,84-0,87
1,15-1,30
0,59-0,62
0,52-0,55

0,32-0,35
0,17-0,19
0,20-0,23
0,20-0,25
0,11-0,14
0,16-0,18
0,32-0,34
0,56-0,59
0,33-0,35
0,36-0,40
0,48-0,51
0,30-0,32
0,20-0,24

apiculado
apiculado
bilobado
bilobado
truncado
bilobado
apiculado

bilobado

bi-tetralobado

bilobado
bilobado
bilobado

apiculado

tetralobado
bilobado
tetralobado
tetra-bilobado
bilobado
tetra-bilobado
tetralobado
tetralobado
tetralobado
tetralobado
tetra-bilobado
tetralobado

tetralobado

Tabela 2. Stimula dos testes histoquimicos empregados para a esporoderme dos graos de polen em
espécies de Passiflora L.

Estratos da Esporoderme

Intina Exina
- . . . . . Endexina Ectexina
Corante ou reagente Especificidade Microscopia | Intina3 | Intina2 | Intinal - - -
Nexina 2 | Nexinal Sexina
Grupos acidos polianioni-
- : ; - . (rpura .

Azul de Toluidina O° Egiiczzsl'ﬂ\’/e(ig??sitg(isfiéc- CC purpura IZ 1;12;1;0 purpura  azulado verde claro verde claro

ticos: purpura
IKI (Lugol) ® Amido cc - - - - ; -
PAS’ Polissacarideos insoliveis CcC ++ + ++ - - -
(2:5083{171,?5 sie Blue R- Proteinas totais CcC - ++ - - + -

Acidos pécticos, %
Azul de Astra hemiceluloses cc + + + + + -

i +

2;3}13:121:;? Hemicelulose CcC - - + + +* -
Alcian Blue 8GX>®  Acidos pécticos cC + ++ + - - -
;’3{2;1?(1)20 de Acidos pécticos CC + ++ + - - -
Calcofluor White’ B-D-glucanos (celulose) uv + - - - - -
Acetolise! Esporopolenina CC - - - + +
Auramina O4 Lipidios (incluindo ceras) uv - - - ++ 4+
Fucsina Bésica’ GruP(.)S carregados . cC - - - _ + +

negativamente, ectexina
Sudan Black B’ Lipidios (incluindo fosfoli- cC ) ) i N i i

pidios)

Referéncias: 'Erdtman (1960); “Faegri & Iversen (1964); *Fisher (1968), ‘Heslop-Harrison (1977); *Jensen
(1962); “Johansen (1940); "Knox (1979); *Lillie (1965); °O'Brien & McCully (1981); '*Southworth (1973).
CC, campo claro; UV, fluorescéncia.
* somente espécies do subgénero Passiflora e P. suberosa.
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Tabela 3. Sumula das caracteristicas morfoldgicas encontradas em espécies de Passiflora L.,
com possivel valor taxondmico e/ou filogenético*. 1. Tamanho das anteras: pequenas (0),
grandes (1); 2. Formato do apice: lobado (0), truncado (1), apiculado (2); 3. Compostos fendlicos
na epiderme: ausente (0), presente (1); 4. Tricomas: ausente (0), presente (1); 5. Células
estomiais: ausente (0), presente (1); 6. Espessamento secundarios: somente nos arcos (0),
continuo entre as tecas (1); 7. Espessamento do endotécio: helicoidal (0), anelar (1); 8.
Vasculariza¢do: ndo ramificada (0), pouco ramificada (1), ramificada (2); 9. Amplitude do
reticulo: limens reduzidos (0), limens amplos (1); 10. Columelas livres nos lumens: raras (0),
freqlientes (1); 11. Padrao da ectexina: tipo 2 (0), tipo 1 (1), tipo 3 (2); 12. Superficie interna da
endexina: lisa (0), verrucada (1); 13. Espessura da intina: fina (0), espessa (1).

Espécies estudadas / caracteristicas 1* 2 3 4 5* 6 7* 8% 9* 10* 11* 12* 13*

Subgénero Astrophea
P. haematostigma Mart. ex Mast. 1201 01 1 1 0 0 O O0 O

Subgénero Decaloba

P. capsularis L. 06200 100 O0T1T 1 0 0 0O
P. misera H.B.K. 000010 0 0 0 0 0 0 O
P. morifolia Mast. 0000 10001 1 0 0 O
P. suberosa L. 0100 00 OOO0O O 2 0 0
P. truncata Regel o000 10 0 0 0 O O 0 o0
Subgénero Passiflora

P. actinia Hook. 1200 10 1 2 1 1 1 1 1
P. alata Curtis 1 000 1 0 1 2 1 1 1 1 1
P. amethystina Mik. l1ooo 101 21 1 1 1 1
P. caerulea L. 1 000 1 0 1 2 1 1 1 1 1
P. edulis Sims 1 o10 10 1 2 1 1 1 1 1
P. elegans Mast. 1oo0oo 101 21 1 1 1 1
P. tenuifila Kill. 1200 10 1 2 1 1 1 1 1
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Figura 1. A-L. Seqiiéncia temporal da abertura da flor de Passiflora caerulea L. e
movimentagdo dos verticilos florais: anteras inicialmente introrsas (A-D), ap6s giro de 90° (E-H)
e 270° (I-L); estigmas eretos (A-J) e deflexos (K-L). Horas, minutos e segundos no formato
hh:mm:ss, no canto inferior esquerdo de cada figura.



Figura 2. Morfologia externa de anteras de Passiflora L., em vistas ventral (1) e dorsal (2), sob
microscopia eletronica de varredura (MEV). A1-2. P. haematostigma, B1-2. P. capsularis, C1-2.
P. misera, D1-2. P. morifolia, E1-2. P. suberosa, F1-2. P. truncata, G1-2. P. actinia, H1-2. P.
alata, 11-2. P. amethystina, J1-2. P. caerulea, K1-2. P. edulis, L1-2. P. elegans, M1-2. P.

tenuifila. Barras: 500 um (B-E) ¢ I mm (A, G-M).
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Figura 3. A-M. Relagdo de tamanho entre as anteras de espécies de Passiflora L. A. P. edulis,

B. P. alata, C. P. caerulea, D. P. haematostigma, E. P. amethystina, F. P. actinia, G. P. tenuifila,
H. P. elegans, 1. P. misera, J. P. morifolia, K. P. capsularis, L. P. truncata, M. P. suberosa.
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Figura 4. A-F. Segdes transversais medianas em anteras de espécies de Passiflora L. A. P.
haematostigma, B. P. capsularis, C. P. misera, D. P. morifolia, E. P. suberosa, F. P. truncata.

C¢lulas estomiais indicadas pelas setas. Todas as escalas: 500 pm.
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Figura 5. A-G. Segoes transversais medianas de anteras de espécies de Passiflora L. A. P.
actinia, B. P. alata, C. P. amethystina, D. P. caerulea, E. P. edulis, F. P. elegans, G. P. tenuifila.
Células estomiais indicadas pelas setas. Todas as escalas: 500 pum.
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Figura 6. A-L. Detalhes da superficie epidérmica de anteras de espécies de Passiflora L., em
MEV. A-G. Regido dorsal. A. superficie lisa de P. capsularis. B. gradiente da ornamentagdo da
superficie na regido mediana de P. truncata. C. tricomas de P. haematostigma. D. epiderme
mediana de P. amethystina. E. estomatos de P. capsularis (seta). F. epiderme da base de P.
truncata. G. epiderme da base de P. suberosa). H-L. Regido ventral. H. regido do estomio de P.
actinia (estomio, seta branca, superficie das células estomiais, seta preta). I. superficie proximo
ao estdomio de P. suberosa. J. epiderme sobre o arco de P. caerulea. K. superficie das células
estomiais de P. truncata. L. superficie das células estomiais de P. capsularis.
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Figura 7. A-M. Distribuicdo dos espessamentos lignificados da parede celular em células do
endotécio e conectivo em anteras de espécies de Passiflora L., sob microscopia optica de luz
polarizada (imagens em negativo). A. P. haematostigma, B. P. capsularis, C. P. misera, D. P.
morifolia, E. P. suberosa, F. P. truncata, G. P. actinia, H. P. alata, I. P. amethystina, J. P.
caerulea, K. P. edulis, L. P. elegans, M. P. tenuifila.



Figura 8. A-P. Epiderme ¢ endotecm de anteras de espécies de Passiflora L. A-B. Idioblasto
epidérmico com rafides (seta) sobre o endotécio, em vista lateral (A) e frontal (B), em P.
tenuifila. C. Endotécio de P. capsularis. D. Endotécio de P. edulis, mostrando espessamento da
parede celular (seta). E. Detalhe de se¢@o transversal do arco em P. suberosa e espessamento do
endotécio (seta). F. Detalhe de se¢ao paradérmica do endotécio de P. haematostigma, mostrando
espessamentos da parede celular (setas). G-H. Detalhe do endotécio do arco, em vista frontal, de
P. caerulea (G) e P. suberosa (H). I-N. Cé¢lulas isoladas do endotécio de P. capsularis (1), P.
misera (J), P. suberosa (K), P. tenuifila (L), P. edulis (M) e P. elegans (N). O. Detalhe do
espessamento (isolado) do endotécio de P. amethystina. P. Detalhe de espessamentos em células
do conectivo de P. suberosa. (A, G-N, P: microscopia 6ptica de luz polarizada; B: microscopia
optica de contraste interferencial; C-D, O: microscopia eletronica de varredura; E-F: microscopia
optica de campo claro. Abreviaturas: cm, camadas médias; en, endotécio; ep, epiderme.
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Figura 9. A-M. Se¢des transversais de anteras de espécies de Passiflora L. A-B. Detalhe dos
graos de amido no conectivo, epiderme e endotécio de P. capsularis (A) e P. tenuifila (B). C.
Detalhe do arco de um dos microsporangios de P. amethystina, mostrando as células estomiais
(seta). D. Detalhe das células estomiais de P. morifolia, mostrando a estratificagdo (setas). E-F.
Graos de amido no conectivo de P. alata. G. Epiderme ¢ conectivo de P. amethystina, mostrando
detalhe da cuticula (seta). H. Compostos fenolicos na epiderme de P. edulis. I-K. Detalhe da
membrana tapetal e orbiculos (setas) de P. capsularis (I), P. haematostigma (J) ¢ P. caerulea
(K). L. Detalhe de um feixe vascular anficrival de P. amethystina, com graos de amido. M.
Detalhe dos traqueides no xilema de P. suberosa. Coloragdes/testes histoquimicos: A-B, F:
solugdo de Lugol; C-D: Azul de Toluidina; E: PAS; G: Calcofluor White + Auramina O; H:
Cloreto Férrico; [-K: Auramina O; L: PAS + Azul de Astra. (A-F, H, L: microscopia optica de
campo claro; G, I-K: microscopia Optica de fluorescéncia; M: microscopia Optica de luz
polarizada). Abreviaturas: ce, células estomiais; en, endotécio; fl, floema; xi, xilema.
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Figura 10. A-M. Vasculariza¢do (linhas) e distribuicdo de drusas (asteriscos) em antera de
espécies de Passiflora L. A. P. haematostigma, B. P. capsularis, C. P. misera, D. P. morifolia,
E. P. suberosa, F. P. truncata, G. P. actinia, H. P. alata, 1. P. amethystina, J. P. caerulea, K. P.
edulis, L. P. elegans, M. P. tenuifila. Todas as escalas: 1 mm.
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Figura 11. A-1. Graos de polen de espécies de Passiflora em microscopia optica de campo claro.
A-B. Substancias lipofilicas (pollenkitt) sobre a esporoderme dos graos de polen de P.
haematostigma (A), P. morifolia (B) e P. edulis (C). D. Se¢do anatdmica de um grao de polen
gigante (seta) de P. edulis em meio ao pdlen normal. E. Se¢do anatdmica de um grdo de polen de
P. actinia, com citoplasma translacido. F. Sec¢do anatdmica de um grdo de pdlen de P.
capsularis, com citoplasma colapsado. G-I. Se¢des anatomicas mostrando a célula generativa
nos graos de polen de P. haematostigma (G), P. truncata (H) e P. misera (I). (coloragdes: A-C:
Sudan III, D-F: Azul de Astra + PAS + Fucsina Basica, G-I: Azul de Toluidina). Abreviaturas:
ab, abertura; ct, citoplasma colapsado; cg, célula generativa; cv, célula vegetativa; ex, exina; in,
intina; nu, nucleo da célula vegetativa.
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Figura 12. A-l. Se¢des semifinas da esporoderme de graos de polen de espécies de Passiflora.
A-D. Detalhe da natureza péctica da intina em P. amethystina (A), P. suberosa (B), P. caerulea
(C) e P. misera (D) Setas: aberturas (A e B) e intina (C e D). E-F: Detecgdo de compostos PAS-
positivos na intina e citoplasma, na forma de gridos de amido, e proximo ao nucleo da célula
vegetativa (setas) em P. caerulea (E) e P. haematostigma (F). G-H. Detecgdo de proteinas totais
na exina, intina e sobre as aberturas (pontas de seta) em P. amethystina (G) e P. suberosa (H). I.
Deteccdo de celulose no extrato interno da intina (azul) e esporopolenina (verde-amarelado) na
exina em P. actinia. Coloragdes/testes histoquimicos: A-B: Alcian Blue; C-D: Vermelho de
Ruténio; E-F: PAS; G-H: Coomasie Blue; I: Calcofluor White + Auramina O. (A-H: microscopia
optica de campo claro; I: microscopia optica de fluorescéncia). Abreviaturas: ex, exina; il, intina
1; 12, intina 2; 13, intina 3.
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Figura 13. A-M. Se¢des semifinas da esporoderme em graos de polen de espécies de Passiflora.
A-D. Esporopolenina na exina de P. amethystina (A,C), P. capsularis (B) e P. suberosa (D). E.
Autofluorescéncia da exina em P. actinia. F-G. Exina do grdo de pdlen acetolizado em P. actinia
(F) e P. haematostigma (G), mostrando a diferenciacdo entre a ectexina ¢ a endexina. H-M.
Detalhe mostrando os varios tipos da estrutura da esporoderme em P. actinia (H), P. amethystina
(I), P. haematostigma (J), P. misera (K), P. capsularis (L) e P. suberosa. Coloragdes/testes
histoquimicos: A-B: Auramina O; C-D: Sudan Black; F-G: Fucsina Basica; H-M: PAS+Azul de
Astra+Fucsina Basica. (A-B, E: microscopia Optica de fluorescéncia, C-D, F-M: microscopia
optica de campo claro). Abreviaturas: cb, camada basal; ec, ectexina; en, endexina; ex, exina; in,
intina; me, mesocolpo; nl, nexina 1; op, opérculo.




Figura 14. A-K. Esporoderme dos grdos de polen em espécies de Passiflora, sob microscopia
eletronica de varredura. A. Vista geral do grdo de pdlen de P. caerulea apos fixagdo secundaria
em tetroxido de 6smio, mostrando o pollenkitt (setas) nos limens do reticulo. B. Detalhe da
superficie do grao de pdlen de P. capsularis, mostrando restos fibrilares de pollenkitt (setas)
entre as baculas dos limens (polen ndo acetolizado). C-F. Detalhes da superficie interna da exina
de graos de pdlen acetolizados de P. actinia (C), P. amethystina (D), P. elegans (E) ¢ P.
capsularis (F), mostrando a superficie verrucada (C-E) e lisa (F). G-H. Detalhes da fratura das
columelas e teto (posi¢ao invertida) no mesocolpo de P. caerulea (G) e proximo das aberturas
em P. tenuifila, mostrando as columelas (seta). I-K: Detalhes da esporoderme acetolizada e
fraturada de P. elegans (I), P. actinia (J) e P. haematostigma (K), contendo pequenos “orificios”
vazios na nexina (pontas de setas). Abreviaturas: ab, aberturas; ba, baculas; co, columelas; mu,
muros do reticulo; ne, nexina; te, teto.
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Figura 15. A-C. Esquema dos trés tipos estruturais de esporoderme encontrados em espécies de
Passiflora (ver descrigdo no texto). A. Tipo 1 (seta: abertura). B. Tipo 2 (seta: abertura). C. Tipo 3
(setas: opérculos nas aberturas). Abreviaturas: ec, ectexina; en, endexina; il, intina 1; 12, intina 2; i3,
intina 3; nl, nexina 1.
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APENDICE |

Legenda

Testes histoquimicos em segdes transversais dos grdos de polen em espécies de Passiflora. A. Azul de
Toluidina. B. Fucsina Basica em polen ndo acetolizado. C. Fucsina Bésica em pdlen acetolizado. D.
Azul de AstratPAS+Fucsina Basica. E. Coomasie Blue. F. Alcian Blue. G. PAS. H. Calcofluor
White+Auramina O. (A-G: microscopia Optica de campo claro, H: microscopia Optica de
fluorescéncia). Barras = 20 pm.
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Passiflora haematostigma Mart ex. Mast.

Passiflora capsularis L.



Passiflora suberosa L.
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Passiflora actinia Hook.
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Passiflora amethystina Mik.
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Passiflora caerulea L.

Passiflora edulis Sims.
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Passiflora tenuifila Kill.
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Artigo 2. Tipos de aberturas dos graos de poélen de espécies de Passiflora L.

(Passifloraceae)
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RESUMO (Tipos de aberturas dos graos de podlen de espécies de Passiflora L.
(Passifloraceae)). Estudos palinologicos revelam uma ampla variagdo de formas, nimero e
tipos de aberturas nos graos de pélen em Passiflora. Este estudo o objetivo de caracterizar as
aberturas polinicas de onze espécies do género ocorrentes no Rio Grande do Sul e duas em
Santa Catarina (Brasil), pertencentes a trés dos quatro subgéneros atualmente reconhecidos:
Astrophea, Decaloba e Passiflora, utilizando varias técnicas de microscopia Optica de campo
claro e microscopia eletronica de varredura. Passiflora haematostigma (Astrophea) possui
graos de polen 6-colporados, com trés endoaberturas lalongadas. P. alata, P. amethystina, P.
caerulea e P. edulis (Passiflora) apresentam polen 6-colpados, com fusdes das ectoaberturas,
aos pares, na regido do apocolpo. P. actinia, P. elegans e P. tenuifila (Passiflora) apresentam
grdos de pdlen com 6 a 12 colpos, também fusionados aos pares. P. misera, P. morifolia, P.
suberosa e P. truncata (Decaloba) apresentam graos de polen 6-colporados operculados, com
diferencas no tamanho das endoaberturas e largura do opérculo. P. capsularis (Decaloba)
apresenta polen 12-colporado. Sao discutidos os principais termos relacionados as descri¢oes
polinicas do grupo e indicados os termos mais apropriados e sinonimos. Ao final, ¢
apresentado um pequeno glossario dos termos e conceitos utilizados.

Palavras-chave: Passiflora, tipos aperturais, pseudopérculo, opérculo, palinologia.

ABSTRACT (Types of the pollen grains apertures of Passiflora L. species (Passifloraceae)).
Palynological studies reveal a wide variation in format, number and types of apertures in the
Passiflora pollen grains. This study aimed characterizing the apertures of pollen grains of
eleven species of Rio Grande do Sul State and two species in Santa Catarina State (Brazil),
belonging to the three of the four subgenera now recognized: Astrophea, Decaloba and
Passiflora, with several techniques of light and scanning electron microscopy. Passiflora
haematostigma (Astrophea) has pollen grains 6-colporate, with three lalongate endoapertures.
P. alata, P. amethystina, P. caerulea and P. edulis (Passiflora) present pollen grains 6-
colpate, with fusion of the pairs of ectoapertures in the apocolpium. P. actinia, P. elegans and
P. tenuifila (Passiflora) present pollen grains with 6 to 12 colpus, also fused to the pairs. P.
misera, P. morifolia, P. suberosa and P. truncata (Decaloba) present pollen grains 6-
colporate operculate, with differences in the endoaperture size and operculum width. P.
capsularis (Decaloba) has pollen 12-colporate. This work discussed the main palynological
terms and synonyms of literature. In the end, is presented a small glossary of the terms and
used concepts.

Key words: Passiflora, apertures types, pseudoperculum, operculum, palynology.
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Introducéo

Passiflora L. ¢ o maior dos géneros de Passifloraceae, com cerca de 530 espécies
(Feuillet & MacDougal 2007). No Brasil, Cervi (2006) refere um total de aproximadamente
140 espécies validamente descritas para o género.

Este género apresenta uma classificacdo bastante complexa, com a distin¢cdo de 23
subgéneros (Killip 1938; Escobar 1989). Recentemente, a delimitacio dos niveis
infragenéricos ¢ questionada num contexto de andlises filogenéticas baseadas também em
seqiiéncias génicas. Feuillet & MacDougal (2003) propdem, com base na morfologia externa
e caracteristicas ecologicas das espécies, uma nova classificagdo infragenérica para
Passiflora, reduzindo o numero de subgéneros para apenas quatro: Astrophea (DC.) Mast.,
Deidamioides (Harms) Killip, Decaloba (DC.) Rchb. e Passiflora L. Esta proposta tem sido
parcialmente confirmada por estudos de filogenia molecular (Muschner et al. 2003; Yockteng
& Nadot 2004; Muschner 2005; Souza-Chies et al. 2005; Hansen et al. 2006).

Do ponto de vista palinoldgico, Passifloraceae mostra-se uma familia bastante
interessante, pois os graos de polen apresentam grande variabilidade de caracteristicas,
algumas ainda fracamente exploradas do ponto de vista sistematico e filogenético.

As primeiras observagdes sobre a morfologia dos graos de polen foram relatadas por
Mohl, em 1834, Fritzsche, em 1837, e Fischer, em 1890 (Presting 1965; Spirlet 1965).
Posteriormente, Erdtman (1952) descreve em seu tratado os graos de pdlen de sete espécies de
Passifloraceae, pertencentes aos géneros Mitostemma, Passiflora e Tetrapathaea, como
possuindo de trés a 12 colpos ou colporos e exina reticulada. Em 1965, dois importantes
trabalhos sdo publicados, simultaneamente por Spirlet (1965) e Presting (1965). O primeiro
trata da utilizagdo taxondmica dos graos de polen de Passifloraceae, revelando uma ampla
gama de caracteristicas relevantes para o grupo, desde a estrutura da exina até a complexa
gradacdo de varios tipos de aberturas. Presting (1965) realiza o estudo até entdo mais
abrangente e pormenorizado sobre os graos de pdlen de Passifloraceae, contemplando 153
espécies da familia, distribuidas em 13 géneros. O autor destaca a importancia do
entendimento da evolucdo das aberturas dos grdos de polen de Passifloraceae para a
realizacdo das descrigdes polinicas.

Apo6s Presting (1965) e Spirlet (1965), poucos estudos foram realizados com graos de
polen de Passifloraceae. Destacam-se, entre eles, o de Amela Garcia et al. (2002), no estudo
da microesporogénese, microgametogénese e morfologia polinica de seis espécies de
Passiflora da Argentina; Aratjo & Santos (2004), com o estudo morfologico de 12 espécies

de Passiflora da Bahia, estabelecendo trés tipos polinicos entre as espécies estudadas;
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Milward-de-Azevedo et al. (2004), com a descri¢ao polinica de oito espécies de Passiflora,
subgénero Decaloba; e Barrios et al. (2005), com a caracterizagdo de 121 espécies de
Passiflora ¢ 2 espécies de Dilkea e aplicacdo da morfologia polinica a nova classifica¢ao
infragenérica de Passiflora.

Em estudos anteriores, que abrangem os graos de polen de Passifloraceae e do género
Passiflora, percebe-se a utilizagdo de diferentes termos para as diferentes regides da
esporoderme. Este termos se complementam e giram em torno de um conceito de evolugdo
similar para as aberturas do podlen, como pontopérculo, opérculo primdario, opérculo
secundario e pseudopérculo (por exemplo Erdtman, 1952; Spirlet, 1965 e Presting, 1965).
Contudo, na literatura recente, verifica-se que estes termos nao tém sido aplicados sempre de
forma correta e algumas vezes sdo confundidos pelos autores, comprometendo as descrigdes
polinicas, e, consequentemente, a aplicacdo dos resultados destes trabalhos. Assim, ndo ha
consenso quanto ao tipo e numero de aberturas em muitas espécies. Por exemplo, o pélen de
P. suberosa ¢ descrito como 6-colpado, com opérculos sobre os colpos (Araujo & Santos
2004), 6-colporado, com opérculos secundarios (Presting 1965) e 12-colpado (Milward-de-
Azevedo et al. 2004). Nestes casos, € necessaria a analise mais minuciosa dos tipos aperturais,
se possivel com varios métodos de abordagem, podendo entdo ser indicados, com mais
seguranga, o numero ¢ forma das aberturas, bem como a presenc¢a ou nao de opérculos.

Deste modo, o presente estudo tem por objetivo a andlise dos tipos aperturais de onze
espécies de Passiflora que ocorrem no estado do Rio Grande do Sul e duas espécies de Santa
Catarina, pertencentes a trés subgéneros (Feuillet & MacDougal 2003): Astrophea, Decaloba
e Passiflora, utilizando diferentes técnicas de microscopia Optica de campo claro e
microscopia eletronica de varredura. Também se pretende discutir as diferentes nomenclaturas
propostas para os graos de polen da familia, os termos sindnimos, bem como indicar os
termos mais adequados para as diversas estruturas, a fim de uniformizar as descri¢cdes
polinicas. Ao final do trabalho ¢ apresentado um pequeno glossario com os principais termos

e conceitos empregados.

Materiais e Métodos

Foram estudadas as seguintes espécies, cujo material testemunho das populagdes
estudadas esta depositado no Herbario do Instituto de Biociéncias da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (ICN): subgénero Astrophea (DC.) Mast.: Passiflora haematostigma Mart.
ex Mast. (ICN152173-SC, ICN152122-SC); subgénero Decaloba (DC.) Rchb.: P. capsularis
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L. (ICN152171, ICN150004, ICN153009), P. misera Kunth (ICN152190, ICN152269), P.
morifolia Mast. (ICN159142), P. suberosa L. (ICN152091, ICN152272, ICN153002,
ICN122178, ICN152176), P. truncata Regel (ICN152128-SC); e subgénero Passiflora L.: P.
actinia Hook. (ICN152094), P. alata Curtis (ICN152273, ICN152353), P. amethystina J.C.
Mikan (ICN152177), P. caerulea L. (ICN152093, ICN152175, ICN152173-SC), P. edulis fo.
flavicarpa O. Deg. (ICN159143, ICN152179, cultivada: Victor Graeff e Porto Alegre (RYS)),
P. elegans Mast. (ICN152092) e P. tenuifila Killip (ICN152275).

Para a andlise em microscopia Optica de campo claro foram utilizadas duas técnicas: 1)
Acetolise dos graos de polen (Erdtman, 1960), sendo que parte destes foi montada em laminas
palinologicas semipermanentes, com gelatina glicerinada, e parte incluida em resina acrilica a
base de hidroxietilmetacrilato (Tecnovith 7100, Kulzer) (Gerrits & Smid 1983); 2) Inclusao
de graos de podlen, quimicamente fixados, em resina acrilica, para a confeccdo de segdes
semifinas, em diversos planos, dos graos de pdlen. Para esta segunda técnica, os grdos de
polen, ainda no interior das anteras, foram fixados em uma mistura de glutaraldeido 2,5% e
formaldeido 2% em tampao fosfato de sédio 0,1 M, pH 7,2 (Roland & Vian 1991) e, apos
lavagem em tampao de mesma osmolaridade, o material foi desidratado em série crescente de
etanol e incluido em resina acrilica. Se¢oes semifinas, de 0,5 a 2 pum, foram feitas em
microtomo de rotagdo equipado com navalhas descartaveis de vidro e montadas sobre laminas
histologicas. Para a andlise das regides das aberturas e da exina dos opérculos e mesocolpos,
foram utilizados como corantes/testes histoquimicos: Azul de Toluidina O (C.I. 52040), em
concentragdo de 0,05% e pH 4,4 (O'Brien & McCully 1981); Azul de Alcido 8GX 1% (C.L
74240), em solucao acética 3%, para acidos polissacaridicos e acidos pécticos (intina) (Jensen
1962); Fucsina Basica (C.1. 42500) 0,05% em solugdo alcoolica 2,5% (ectexina e endexina)
(Faegri & Iversen 1964; Punt et al. 2007).

Para a andlise em microscopia eletronica de varredura (MEV), parte das anteras
fixadas foi desidratada em série crescente de etanol, transferida para acetona 100% e
processadas em secador de ponto critico. As anteras foram montadas em fita adesiva metélica
sobre suportes de aluminio e fraturadas para a observacdo dos graos de pdélen. Também parte
do polen acetolizado, apds lavagem, foi ressuspendido em agua destilada. Uma gota da
solucdo foi transferida para a superficie de 1 cm® de filme fotografico, sobre o lado da
emulsdo, previamente exposto a luz, revelado e colado sobre suportes de aluminio. O filme foi
seco em estufa aquecida a 60°C. Os graos de polen, secos e aderidos sobre o filme
fotografico, foram recobertos com fita adesiva, sendo esta rapidamente removida, em um

unico movimento, obtendo-se graos de podlen fraturados (Claugher 1986). O material foi
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recoberto com 10 a 15 nm de ouro e observado em microscopio eletronico de varredura Jeol

JSM 6060, sob 10 kV.

Resultados e Discusséo

Este estudo comprova, entre as espécies estudadas, a variagdo no numero ¢ tipo de
aberturas, como ressaltado em diversos estudos palinoldgicos de Passifloraceae (Tab.1).

Entre as espécies estudadas verifica-se a existéncia de trés grandes grupos, ou
“tendéncias”, cujas espécies representam os trés subgéneros, Astrophea, Passiflora e
Decaloba, conforme classificagdo de Feuilett & MacDougal (2003).

A espécie representante do subgénero Astrophea, P. haematostigma, possui grios de
polen 6-colporados, com 3 endoaberturas lalongadas (Fig. 1-6, Tab. 1). As ectoaberturas
encontram-se arranjadas aos pares, mas nao apresentam fusdes na regido do apocolpo. Esta
espécie apresenta pontopérculo, de acordo com a defini¢do de Erdtman (1952), e utilizada por
Punt et al. (2007). Nesta espécie, os pontopérculos, juntamente com a regido do apocolpo,
formam uma estrutura trirradiada, como assinalado por Aratjo & Santos (2004) para outra
espécie de Astrophea (P. rhamnifolia Mast.). Cada endoabertura esta associada a duas
ectoaberturas pareadas, conforme também descrito para P. rhamnifolia (Aratjo & Santos
2004).

De acordo com a teoria de Presting (1965), os graos de pdlen com seis aberturas e
derivados, caracteristicos de espécies de Passiflora, possuem origem a partir de graos 3-
colporados, que desenvolveram opérculos sobre as aberturas. Estes opérculos tornaram-se
mais largos e suas duas extremidades fundiram-se na regido do apocolpo, de modo que
deixaram de ser funcionalmente opérculos, incorporando-se ao mesocolpo. Cada um passou a
delimitar, nestes novos graos, duas novas aberturas. Presting (1965) chama estes opérculos de
opérculos primarios (die Primdropercula). As endoaberturas, sob estes opérculos, podem
permanecer Unicas e alongar-se (lalongadas) ou podem individualizar-se pela deposicao de
endexina sobre a superficie interna do opérculo primdrio, originando entdo seis endoaberturas.

O que Presting (1965) denomina de opérculo primario corresponde ao que Erdtman
(1952) chama de pontopérculo, cujo conceito foi utilizado posteriormente por Spirlet (1965) e
Araujo & Santos (2004). Assim, estes termos podem ser considerados sindnimos, dando-se
preferéncia para a utilizacdo do termo pontopérculo, que se encontra mais difundido na
literatura (Punt et al. 2007) e gera menos confusdo que o emprego do termo opérculo
primario, j& que também existem, na literatura, os termos opérculo secundario e opérculo.

Outro termo utilizado para a descricao destes graos de pdlen ¢ geminicolpado (Amela Garcia
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et al. 2002) (ou geminicolporado, no caso), referindo-se a disposi¢do parcada das aberturas
(Fig. 4) e sinonimizado por Punt et al. (2007) como pontopérculo.

As espécies estudadas do subgénero Passiflora (Fig. 7-15, Tab. 1) apresentam tipo de
abertura distinto de P. haematostigma. Nestas espécies observa-se a fusdo de colpos na regido
do apocolpo. P. alata, P. amethystina, P. caerulea e¢ P. edulis apresentam graos de polen 6-
sincolpados (seis colpos fundidos aos pares na regido do apocolpo; Fig. 10). P. actinia
apresenta de 10 a 12 colpos e P. elegans e P. tenuifila apresentam de 8 a 10 colpos. Em todos,
fundidos aos pares (Fig. 14). Nestas espécies, ndo foram encontradas endoaberturas, seja em
microscopia optica de campo claro como em microscopia eletronica de varredura (MEV) de
grao acetolizados e fraturados (Fig. 12).

De acordo com Presting (1965), estes graos de polen t€ém origem a partir dos tltimos
(como os de P. haematostigma), nos quais as ectoaberturas se fusionam aos pares no
apocolpo. Em relagdo as endoaberturas, observa-se uma clara tendéncia, segundo o autor, de
tornarem-se reduzidas ou desaparecerem por completo. Apds a fusdo, partes do mesocolpo
sdo delimitadas por estas aberturas, ¢ estas regides sdo denominadas de pseudopérculos (die
Pseudopercula), pois funcionam como opérculos durante a germinagdo dos graos de polen
sobre o estigma e frequentemente se desprendem nas preparagdes palinoldgicas (Fig. 11).
Contudo, na realidade, sdo originalmente mesocolpos. Para Presting (1965), de forma
inexplicavel, o niimero de pseudopérculos pode chegar a 12 (representando 24 aberturas
fundidas aos pares), distribuidos uniformemente por todo a esporoderme. Spirlet (1965)
explica a formacao deste tipo polinico por meio de fusdes longitudinais e também transversais
dos colpos.

Com relagdo ao numero de aberturas, este estudo concorda com a maioria dos estudos
envolvendo espécies do subgénero Passiflora (Erdtman 1952; Presting 1965; Spirlet 1965;
Huynh 1972; Amela Garcia et al. 2002; Aratjo & Santos 2004; Milward-de-Azevedo et al.
2004; Barrios et al. 2005), diferindo apenas para P. alata, a qual Presting (1965) apresenta
como possuindo polen com quatro aberturas e para P. edulis, na qual o mesmo autor apresenta
com graos de poélen com oito a dez aberturas. Estas variagdes ndo foram observadas no
material analisado neste trabalho. Ainda, P. tenuifila apresenta um intervalo maior de
aberturas (6-10) do que o apresentado por Presting (1965) (6-8 aberturas).

Quanto ao tipo de aberturas, ha divergéncias na literatura. Este estudo concorda com
Spirlet (1965), Huynh (1972), Amela Garcia et al. (2002) e Aratjo & Santos (2004), quanto a
presenca de colpos nestas espécies. Presting (1965) apresenta P. amethystina, P. caerulea ¢ P.

edulis com aberturas colporoidadas. Barrios et al. (2005) caracterizam o subgénero Passiflora
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(76 espécies analisadas) com aberturas colporoidadas, que, segundo os autores, possuem
estruturas oroides ndo muito distintas. Discordamos destes autores neste estudo, onde
aberturas do tipo colporoidada ndo foi observada para as espécies deste subgénero.

As espécies do subgénero Passiflora, assim como P. haematostigma, possuem
pontopérculos (sensu Erdtman 1952) ou opérculos primarios (Sensu Presting 1965). Nas
espécies que apresentam, de forma constante, trés aberturas (P. alata, P. amethystina, P.
caerulea e P. edulis) este termo ¢ apropriado para as descrigdes e ndo gera confusdes.
Entretanto, para as demais espécies (P. actinia, P. elegans e P. tenuifila), nos quais ¢ dificil o
reconhecimento exato dos pontopérculos, propomos a utilizagdo do termo mesocolpo para
toda a regido entre os pseudopérculos (Fig. 13-15).

As espécies do ultimo subgénero estudado, Decaloba, possuem uma caracteristica
peculiar que as une como grupo, mas que se apresenta derivada em algumas espécies € nao
muito facil de ser visualizada: a presenca de opérculos. P. misera, P. morifolia, P. suberosa ¢
P. truncata apresentam graos de polen 6-colporados, com opérculos sobre as aberturas (Fig.
16-26). P. suberosa eventualmente apresenta os colpos fusionados aos pares na regidao do
apocolpo (Fig. 20). P. capsularis apresenta graos 12-colporados, com estreitas faixas de exina
sobre algumas aberturas (Fig. 27-34). P. suberosa apresenta grandes endoaberturas sob os
opérculos (Fig. 22a), de dificil visualizagdo em microscopia Optica, mas evidentes na analise
em MEV de material acetolizado, quando os opérculos caem (Fig. 23). P. misera e P.
morifolia apresentam endoaberturas relativamente menores ¢ opérculos largos (Fig. 22b), ao
passo que em P. truncata estas endoaberturas sdo pequenas ¢ os opérculos, sobre elas, sdo
estreitos (Figs. 22c, 24-26).

Presting (1965) afirma, em sua teoria sobre a evolucdo das aberturas dos graos de
polen de Passifloraceae, que os graos de pdlen descritos acima e caracteristicos de espécies
atualmente pertencentes a Decaloba, tém origem a partir de griaos 6-colporados (novamente
como os de P. haematostigma), mas que sobre as aberturas houve a formagdo de estreitas
faixas de ectexina, que, progressivamente, se tornaram mais largas até a caracterizacdo de um
opérculo, que o autor denomina de opérculo secundario (die Sekundaropercula), para
diferencia-lo do opérculo primario (formado anteriormente e ainda presente nestes graos). O
opérculo secundario, tal como se apresenta nestas espécies corresponde ao proprio conceito de
opérculo (opercullum) de Wodehouse (1935), adotado por Punt et al. (2007). Assim, este
termo ¢ aconselhado em lugar de opérculo secunddrio para a caracterizagdo destes tipos de
aberturas. Devido a dificuldade de diferenciar, nestes graos de pdlen, as areas de

pontopérculos (3) e do mesocolpo (3), pois sua largura ¢ bastante proxima, o melhor termo



97

aplicado para estas regides ¢ mesocolpo (Fig. 17, 21, 24). Outra caracteristica que comprova
que esta parte da esporoderme ¢ um opérculo ¢ a estruturacao diferenciada da parede nesta
regido (Figs. 18 e 19, para P. misera e P. suberosa, respectivamente). P. misera, ndo
apresenta endexina na regido do opérculo, local da endoabertura, enquanto que além da
auséncia de endexina, P. suberosa também apresenta constitui¢do diferenciada da nexina 1
entre as regides do opérculo e mesocolpos (Dettke & Santos, dados ndo publicados).

A partir dos graos 6-colporados operculados, podem surgir novas formas, mais
complexas, e cuja interpretacdo das partes resultantes torna ainda mais importante o
conhecimento sobre a origem e evolugdo das aberturas nesta familia. Esta nova forma ¢
representada neste estudo por P. capsularis. Nesta espécie, além da presenga dos opérculos, as
extremidades de cada abertura se unem, aos pares, com as extremidades da abertura vizinha,
tal como acontece nas espécies do subgénero Passiflora analisadas neste estudo, delimitando
um pseudopérculo. Assim, tém-se como estruturas resultantes trés pontopérculos, seis
opérculos e trés pseudopérculos (Figs. 27-28). No entanto, embora Presting (1965) tenha
denominado as regides de pseudopérculo em P. capsularis, o mesmo ndo se enquadra
totalmente no conceito do autor, pois representa somente a unido das ectoaberturas, enquanto
que a endexina mantém estas regides fortemente unidas e, funcionalmente, ndo ¢ um
opérculo, como facilmente visualizado nas preparacdes palinoldgicas, onde nao ha o
desprendimento desta regio.

Da mesma forma, os opérculos de P. capsularis ndo se desprendem apos a acetolise,
indicando que algo mantém estas estruturas presas no restante da esporoderme. A razdo se
revela quando visualizada a regido interna, proximo das endoaberturas (Fig. 32). Nesta regido,
sdo depositadas faixas de endexina que, como resultado, individualiza as endoaberturas, uma
de cada lado do opérculo e prendem o opérculo ao restante da sexina. Assim, no grao de polen
de P. capsularis ha 12 endoaberturas e o opérculo nao ¢ mais funcionalmente um opérculo,
separando duas ectoaberturas (e consequentemente ha 12 ectoaberturas), local onde o tubo
polinico ird germinar. Uma se¢do semifina do grdo de pdlen mostra claramente, para esta
espécie, a existéncia de 12 regides onde a intina ¢ mais espessa (Fig. 29), demarcando as
aberturas, contraponto com somente seis regides observadas em P. misera e P. suberosa
(Figs. 18-19). Além disso, as regides correspondentes aos opérculos em P. capsularis, nido
possuem a estrutura da esporoderme diferenciada das demais regides (Fig. 29).

Com relacdo ao nimero e tipo de abertura, hd consenso entre as descri¢des polinicas
para P. capsularis (Presting 1965; Huynh 1972; Milward-de-Azevedo et al. 2002). O mesmo

ndo ocorre com as demais espécies. P. misera, P. morifolia e P. suberosa sido descritas por
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Presting (1965) ¢ P. suberosa por Huynh (1972) como possuindo grdos de podlen 6-
colporados, com opérculos, concordando com os resultados apresentados para as espécies
analisadas neste estudo. Aratjo & Santos (2004) descrevem o poélen de P. misera e P.
suberosa, em microscopia Optica de campo claro, como 6-colpados. A presenca de
endoaberturas foi confirmada, neste estudo, para estas espécies, embora sejam de dificil
visualizagdo em P. suberosa. Em P. misera, sdo bastante evidentes em técnicas simples de
microscopia optica. Barrios et al. (2005) descrevem os graos de poélen do subgénero Decaloba
como 6 ou 12-colporados, ndo discriminando as espécies, e concordando, quanto ao tipo de
abertura, com este estudo.

Amela Garcia et al. (2002) descrevem o polen de P. misera ¢ P. suberosa como 12-
colpados e Milward-de-Azevedo et al. (2004) referem-se a graos de poélen 12-colporados para
P. misera e P. morifolia, 12-colpados para P. suberosa e 6-colporados, sem opérculos, para P.
truncata. Quanto a presenga de endoabertura, possivelmente as técnicas utilizadas pelos
autores ndo permitiram a visualizacdo destas estruturas nos polens descritos como colpados.
P. truncata apresentou neste estudo a presenca de opérculos, ainda que estreitos, ao contrario
do descrito por Milward-de-Azevedo et al. (2002).

Com relagdo ao nimero de aberturas, a discordancia ¢ ainda maior e gerada por um
grave equivoco na interpretagdo da teoria de Presting (1965), além de um conflito com a
propria definicdo de abertura utilizado por Punt et al. (2007). Amela Garcia et al. (2002) e
Milward-de-Azevedo et al. (2004) interpretam cada uma das laterais dos opérculos como uma
abertura, que estariam fusionadas nas extremidades, de modo que estes griaos de podlen
possuiriam 12 aberturas. Milward-de-Azevedo et al. (2004), inclusive, utiliza o termo
pseudopérculo para a regido entre as aberturas (correspondente ao opérculo). Como ressaltado
neste estudo e por Presting (1965), a presenca de 12 aberturas nos grdos de pdlen de
Passiflora somente ocorre quando ha deposi¢do de endexina na superficie interna do
opérculo, de modo que esta estrutura se fusione ao restante da exina e nao mais se desprenda
durante o crescimento do tubo polinico. Entre as 106 espécies de Passiflora analisadas por
Presting (1965) (aproximadamente 20% das espécies do género), somente quatro espécies sao
caracterizadas como 12-colporadas: P. capsularis, P. hahnii (E. Fourn.) Mast., P. pohlii Mast.
¢ a maioria dos grdos de P. biflora Lam., indicando que a presenga de 12 aberturas ¢ uma
caracteristica rara para o género.

Também a utilizagdo do termo pseudopérculo por Milward-de-Azevedo et al. (2004) é
equivocada e posto a prova somente pela analise superficial da teoria sobre a origem das

aberturas de Presting (1965) e salientada por Spirlet (1965), onde os autores afirmam que a
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fusdo das ectoaberturas ocorre somente entre as extremidades da abertura de um par com a
extremidade de uma abertura do par vizinho. Isto ndo ocorreria se levado em consideracao a
interpretagdo de Amela Garcia et al. (2002) e Milward-de-Azevedo et al. (2004), onde as
“aberturas” que estariam fusionadas na regido do apocolpo sdo do mesmo par.

Esta variagdo de opinides, entre 6 ¢ 12 aberturas nos graos de pdlen destas espécies,
certamente ndo estd relacionada com algum tipo de variabilidade intraespecifica,
especialmente em relag@o a P. suberosa, visto todas as condigdes para a formagdo de um grao
de pdlen com 12 aberturas. Além disso, a andlise das ilustragdes apresentadas pelos autores
(Amela Garcia et al. 2002; Aratjo & Santos 2004; Milward-de-Azevedo et al. 2004) mostra
tratar-se de graos de pdlen morfologicamente bastante semelhantes, variando somente a
interpretacdo dos autores.

Este estudo torna evidente a importancia da utilizagdo de varias técnicas de
microscopia para a analise dos tipos de aberturas, especialmente neste género tao diverso do
ponto de vista palinologico como Passiflora. A uniformizagdo dos termos por parte dos
autores torna-se essencial para que os dados gerados nos estudos palinologicos possam ser
utilizados em estudos taxondmicos e filogenéticos. A interpretacdo equivocada de estruturas,
como o numero ¢ tipos de aberturas podem comprometer a confec¢do de chaves polinicas,
como a apresentada por Milward-de-Azevedo et al. (2007), onde estas caracteristicas sdo
utilizadas para a entrada na chave.

Quanto a utilizacdo dos termos propostos para a familia, os termos pontopérculo e
opérculo ja s3o utilizados na literatura e definidos nos glossarios. O termo pseudopérculo ¢
bastante pratico e representa uma caracteristica de sincolpismo facilmente reconhecida no
género, especialmente para o subgénero Passiflora. No entanto, sua utilizagdo para as
espécies de Decaloba, que também apresentam fusdo dos das aberturas na regido do apocolpo
(como P. capsularis), pode gerar confusdes. Nestes graos, embora sejam facilmente visiveis e
possiveis de serem denominadas as regides de pontopérculos, opérculos e pseudopérculos,
pela direcdo das fusdes e tamanho dos fragmentos delimitados, sugere-se a utilizagdo genérica
de mesocolpo para as descri¢cdes polinicas, ja que nenhuma destas regides se desprende nas
preparagdes e sao dificeis de ser delimitadas em microscopia optica de campo claro.

Conforme a nova classifica¢ao infragenérica de Passiflora (Feuilett & MacDougal
2003), este estudo apdia a existéncia de duas linhas principais de desenvolvimento das
aberturas em Passiflora, correspondente aos subgéneros Passiflora, com tendéncia a fusdo
dos colpos aos pares, delimitando pseudopérculos circulares e distribuidos uniformemente ao

longo do grdo, ¢ o subgénero Decaloba, com o desenvolvimento de opérculos sobre os
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colporos e também com tendéncias de fusdes de aberturas em poucas espécies. O subgénero
Astrophea possui aberturas mais proximas, morfologicamente, as descritas para o subgénero
Passiflora, indicando a proximidade filogenética destes dois subgéneros, como indicada por

Muschner (2005) e Hansen et al. (2006).

Glossario

Abertura (Erdtman 1952; Thanikaimoni 1986; Punt et al. 2007) — Uma regido especializada
da esporoderme, mais fina e que geralmente difere do restante pela estrutura ou
ornamentacao; representa o local de saida do tubo polinico durante a germinagdo; ¢ onde a
intina apresenta-se, geralmente, mais espessa. As ectoaberturas representam o
adelgacamento da sexina/ectexina ¢ as endoaberturas representam o adelgacamento da
nexina/endexina.

Apocolpo (Erdtman 1952; Punt et al. 2007) — Representa a regido polar dos graos de polen
zonocolpados, delimitado pelas linhas que conectam o apice das aberturas.

Mesocolpo (Erdtman 1952; Punt et al. 2007) — Representa a regidao superficial do grao de
polen, delimitada pelas linhas entre os apices de ectoaberturas adjacentes.

Opérculo (Wodehouse 1935; Thanikaimoni 1986; Punt et al. 2007) — Uma regido distinta de
sexina/ectexina, que cobre parte da abertura e que esta completamente isolada do restante da
sexina. Sindnimos em Passifloraceae: opérculo secundario — Presting (1965).

Pontopérculo (Erdtman 1952; Spirlet 1965; Thanikaimoni 1986; Punt et al. 2007) — Um tipo
de opérculo ndo completamente isolado do restante da sexina, mas ligado a ela pelas
extremidades das aberturas. Sindénimos em Passifloraceae: opérculo primario — Presting
(1965).

Pseudopérculo (Presting 1965) — Regido do mesocolpo delimitada pela fusdo, aos pares, das
extremidades das aberturas; funciona como um opérculo durante o crescimento do tubo

polinico e facilmente se desprende do restante da exina nas preparacdes palinologicas.
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Tabela 1. Stimula dos tipos de aberturas dos graos de polen de espécies de Passiflora L., segundo diversos autores, comparados aos resultados
obtidos neste trabalho (ltima coluna). Nimero de aberturas — tipo da abertura — (nimero de endoaberturas). * com opérculos sobre as aberturas.

Espécies estudadas Presting Spirlet Huynh  Amela Garcia Arauljo & Santos Milward-de-Azevedo Este
(1965) (1965) (1972) et al. (2002) (2004) et al. (2004) estudo

Subgénero Astrophea

P. haematostigma Mart. ex Mast. - - - - 6 — colporo (3)

Subgénero Passiflora

P. actinia Hook. 12 - colpo - - - 10-12 - colpo

P. alata Curtis 6 (4)- colpo - 6 - colpo - 6 - colpo

P. amethystina Mik. 6 — colporoide (6) 6 - colpo - - 6 - colpo

P. caerulea L. 6 — colporoide (6) 6 - colpo 6 - colpo 6 - colpo - - 6 - colpo

P. edulis Sims 6 (8-10) — colporoide (6-10) 6 - colpo - - 6 - colpo

P. elegans Mast. - - - - 8-10 - colpo

P. tenuifila Kill. 6-8 - colpo - - - 8-10 (6) - colpo

Subgénero Decaloba

P. capsularis L. 12 — colporo (12) - 12 - colporo - 12 - colporo 12 — colporo (12)

P. misera H.B.K. 6 - colporo* (6) - 12 - colpo 6 - colpo* 12 - colporo 6 - colporo* (6)

P. morifolia Mast. 6 - colporo* (6) - - 12 - colporo 6 - colporo* (6)

P. suberosa L. 6 - colporo* (6) - 6 — colporo* 12 - colpo 6 - colpo* 12 - colpo 6 - colporo* (6)

P. truncata Regel - - - 6 - colporo 6 - colporo* (6)
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Figuras 1-6. Estrutura das aberturas dos grdos de polen de Passiflora L. - subgénero Astrophea (P.
haematostigma). 1. Esquema do grdo de polen em vista polar. 2. Grao de pdlen acetolizado em vista
polar, sob microscopia eletronica de varredura (MEV). 3. Sec@o semifina do grao de polen, no nivel da
regido equatorial (microscopia optica de campo claro). 4. Grao de pdlen acetolizado, em vista equatorial
(MEV). 5. Grao de poélen acetolizado, em vista equatorial (microscopia optica de campo claro),
destacando a endoabertura. 6. Esquema de um par de aberturas e a endoabertura. Abreviaturas: ap,
apocolpo; eb, endoabertura; me, mesocolpo; pt, pontopérculo. Pontas de setas, aberturas. Linhas

pontilhadas, endoaberturas.
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Figuras 7-15. Estrutura das aberturas dos grdos de pdlen de Passiflora L. - subgénero Passiflora. 7.
Esquema de um grao de pdlen 6-colpado, em vista polar. 8. Grao de pdlen acetolizado de P. alata, em
vista polar (microscopia Optica de campo claro). 9. Secdo semifina do grdo de polen, no nivel da zona
equatorial, de P. amethystina, 6-colpado, com colorag¢ao da intina (microscopia optica de campo claro).
10. Grao de polen de P. caerulea, em vista equatorial inclinada (microscopia eletronica de varredura
(MEV)). 11. Graos de poélen acetolizados de P. amethystina, mostrando o desprendimento dos
pseudopérculos (MEV). 12. Detalhe da superficie interna das aberturas do grao de pdlen acetolizado e
fraturado de P. tenuifila, mostrando a auséncia de endoaberturas (MEV). 13. Esquema de um grio de
pblen com mais de 6 colpos. 14. Grio de pdlen de P. tenuifila, 8-colpado (MEV). 15. Secdo do grao de
polen acetolizado de P. actinia, mostrando 8 aberturas (microscopia Optica de campo claro).
Abreviaturas: ap, apocolpo; me, mesocolpo; ps, pseudopérculo; pt, pontopérculo. Pontas de setas,
aberturas; * , fusdo das aberturas no apocolpo.
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oym ¥ 24 |2m 25 — 26
Figuras 16-26. Estrutura das aberturas dos grdos de polen de Passiflora L. - subgénero Decaloba. 16.
Esquema de um grao de pdlen 6-colporado operculado, em vista polar (opérculos hachurados). 17. Grao
de polen de P. misera em vista polar inclinada (microscopia eletronica de varredura - MEV). 18-19.
Se¢do semifina do grdo de pdlen, no nivel da zona equatorial, de P. misera (18) e P. suberosa (19),
mostrando a posi¢do dos opérculos e aberturas (microscopia 6ptica de campo claro). 20. Graos de polen
acetolizados de P. suberosa, mostrando opérculos parcialmente desprendidos e fusdo parcial no apocolpo
(seta) (MEV). 21. Gréos de polen acetolizados de P. suberosa, mostrando o apocolpo em detalhe (MEV).
22. Esquema das endoaberturas do grio de pdlen de P. suberosa (a), P. misera e P. morifolia (b) e P.
truncata (c). 23. Grao de podlen de P. suberosa sem os opérculos, mostrando a endoabertura (setas)
(MEV). 24. Gréo de pdlen de P. truncata, em vista polar (MEV). 25. Detalhe do opérculo do grdo de
polen de P. truncata (MEV). 26. Grao de polen acetolizado de P. truncata, mostrando endoabertura (seta)
(microscopia optica de campo claro). Abreviaturas: ap, apocolpo; me, mesocolpo; op, opérculo. Pontas de
setas, aberturas. Linhas pontilhadas, endoaberturas.
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Figuras 27-34. Estrutura das aberturas dos grdos de polen de Passiflora L. - subgénero Decaloba (P.
capsularis). 27. Esquema de um grdo de pélen 12-colporado, em vista polar (opérculos hachurados).
28. Grao de poélen, em vista polar (microscopia eletronica de varredura-MEV). 29. Secdo semifina do
grao de podlen, com 12 indicadas (setas), no nivel da zona equatorial (microscopia Optica de campo
claro). 30. Grao de pdlen em vista equatorial (MEV). 31. Detalhe do mesocolpo, mostrando uma
estreita faixa de exina sobre uma das aberturas (seta) (MEV). 32. Detalhe da superficie interna, na
regido da endoabertura, de um grio de poélen acetolizado e fraturado (MEV). 33. Grao de poélen
acetolizado, mostrando as endoaberturas (setas) (microscopia optica de campo claro). 34. Esquema de
uma abertura e endoaberturas. Abreviaturas: ap, apocolpo; op, opérculo; ps, pseudopérculo; pt,
pontopérculo. Pontas de setas, aberturas. *, fusdo das aberturas no apocolpo. Linhas pontilhadas,
endoaberturas.
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CONSIDERACOES FINAIS
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Este estudo pretendeu ampliar o conhecimento acerca da morfologia da
antera e grdos de pélen do género Passiflora. Verifica-se que neste género ha
grande variabilidade de caracteristicas e varias com potencial de aplicacdo nas
andlises filogenéticas do grupo. No entanto, devido a pequena quantidade de
estudos dedicados as Passifloraceae, ndo ha informacdes de como estas
caracteristicas se apresentam nos demais géneros da familia, sendo imprescindivel
a analise de um numero maior de txons para o completo entendimento da evolucao
destes caracteres no grupo.

De modo geral, as caracteristicas apresentadas confirmam as recentes
propostas de reducdo do namero de subgéneros, com fortes caracteres morfolégicos
na antera que sustentam os trés principais subgéneros (Astrophea, Decaloba e
Passiflora). Quanto a relacdo entre estes subgéneros, algumas caracteristicas
aproximam Astrophea de Passiflora (especialmente caracteristicas da antera e
morfologia das aberturas), enquanto outras aproximam Astrophea de Decaloba
(especialmente caracteristicas da esporoderme). Passiflora e Decaloba representam
grupos bastante distintos entre si quanto aos caracteres encontrados, confirmando
varios estudos em outras areas de pesquisa, que demonstram tratar-se de dois
grupos com evolucao bastante diferenciada, onde diferentes fatores atuaram como
seletivos.

Dentre as caracteristicas descritas neste estudo, algumas geram uma série
de questionamentos e merecem a atencdo em abordagens futuras:

- Presenca de compostos fendlicos na epiderme de P. edulis: seria esta
caracteristica exclusiva desta espécie? Teria relacdo com o seu amplo cultivo? Qual
sua fungéao?

- Células estomiais: teriam elas relacéo direta com a deiscéncia como relatado na
literatura? Que mecanismos provocariam as forcas auxiliares na abertura? A
desidratacdo destas células? A mobilizacdo de substancias de reservas, como o
amido?

- Endotécio: os tipos de espessamentos encontrados tém relacdo com o tamanho
da antera? O mecanismo de deiscéncia € diferenciado nestas espécies? Ou o fator
genético é determinante?

- Vascularizagédo: os padrdes encontrados se mantém quando analisadas um

namero maior de espécies? Qual é o estado de caracter plesiomorfico? Representa
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uma apomorfia em Decaloba? Tem relacdo com o tamanho da antera e
necessidades de suprimento vascular?

- Esporoderme: a diversidade estrutural da esporoderme nas espécies do
subgénero Passiflora tem relacdo com aspectos fisiol6gicos? A aparente selecdo de
uma estrutura menos compacta e mista da nexina 1 reflete em uma maior e mais
rapida captacdo de agua para o inicio do crescimento do tubo polinico? Possibilita
uma maior elasticidade da esporoderme as mudancas de volume dos grédos de pdlen
destas espécies?

- Proteinas da nexina 1: qual sua origem? Esporofitica, como a maior parte dos
trabalhos indica? Ou gametofitica? Quais suas relacbes nos sistemas de
reconhecimento dos graos de pélen pela superficie estigmatica?

- Aberturas: qual a importancia do sincolpismo em Passiflora? Estaria relacionado
com a formacdo de maiores areas para a saida do tubo polinico? Que fatores
durante o desenvolvimento determinam a variabilidade no numero de aberturas
observado em algumas espécies? Evolutivamente, que tipos de pressdes seletivas
podem ter determinado o aumento do niumero de aberturas neste género? As duas
tendéncias principais quanto ao tipo de abertura (formacdo de pseudopérculos e
desaparecimento de endoaberturas; e formacdo de opérculos e multiplicacdo de
endoaberturas) representam diferentes estratégias para maximizar a germinagéo do

pélen? Qual a relagdo destas tendéncias com a estrutura da esporoderme?

Por fim, alguns aspectos morfolégicos descritos para as anteras e graos de

pélen de Passiflora sdo inéditos na literatura do grupo, dentre eles:

- Diferengas nos padrBes de ornamentacdo da cuticula de acordo com a regiao
da antera;

- Células estomiais com mais de um estrato celular;

- Presenca de idioblastos com réafides na epiderme da antera;

- Existéncia de dois diferentes padrbes de espessamento de endotécio;

- Trés diferentes tipos de arranjos na vascularizacéo da antera;

- Diferencas na estrutura da esporoderme entre mesocolpo e opérculo nas
espécies com podlen operculado;

- Variagao na estrutura da esporoderme, com a distingdo de trés tipos entre as

espécies estudadas.



