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Versos para uma flor

"...s6 a primavera que traz a florada
rebrotando o pasto da estdncia torena
Pelas invernadas olfato teu cheiro

por entre os campestres da pampa serena
O sol adormece a tarde se atora

e é chegada a hora de rever minha morena...
Desencilho o pingo no oitdo do rancho
oreando os arreios sob a ramada

o amargo cevado me espera espumando
enquanto retoga latindo a cuscada

eu colho o mate das mdos da donzela

e oferego pra ela uma flor colorada.”

(César Oliveira e Rogério Melo)
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Prefacio

O presente trabalho comp@e parte de uma série de trabalhos envolvendo aspectos
reprodutivos e vegetativos do género Passiflora realizados no Laboratério de Anatomia
Vegetal em conjunto com professores de outras areas, como os Departamentos de Genética e
de Zoologia.

O presente trabalho encontra-se formatado na forma de tese, com a intencdo de um
melhor aproveitamento de resultados que possivelmente seriam suprimidos nas publicacdes.

A escolha das espécies levou em conta primeiramente questdes taxondmicas, com
uma espécie de cada subgénero do género Passiflora, com relacdo ao potencial de heranca
organelar.

As coletas para Passiflora elegans e P. suberosa foram realizadas em Porto Alegre,
enguanto gque para a espécie P. haematostigma foram necessérias coletas no Estado de Santa
Catarina, pelo limite de distribuicdo geogréafica da espécie.

Trata-se de um trabalho comparativo entre duas espécies, e a espécie Passiflora
elegans como é utilizada como modelo nas descrices e figuras.

Dessa forma as caracteristicas semelhantes sdo descritas uma (nica vez e as
variagdes encontradas sdo evidenciadas no texto e em figuras ilustrativas, bem como na
discussao.

Todas as etapas foram analisadas em ambas as espécies, exceto a formacdo do
androsporangio que foi observada unicamente em P. elegans, por motivos de dificuldade em
coleta das primeiras fases do desenvolvimento de P. haematostigma.

A espécie P. suberosa é utilizada somente na andlise ultraestrutural do polen
bicelular, uma vez que a embriologia da espécie ja foi realizada em uma dissertacdo de

mestrado e os resultados sdo utilizados na discussao.
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Resumo

O presente trabalho analisou as etapas de formacdo de rudimentos seminais e grdos de polen
de Passiflora elegans e P. haematostigma. As espécies foram analisadas fazendo-se o uso de
microscopia fotdnica e microscopia eletrdnica de varredura e transmissdo. O gineceu
apresenta um estigma com emergéncias estigmaticas, estilete solido e ovario tricarpelar e
unilocular. O ovério apresenta inUmeros rudimentos seminais que formam-se a partir de
divisdes periclinais da camada central. Os rudimentos sdo crassinucelados e 0s tegumentos
tém origem dérmica. A célula arquesporial divide-se mitoticamente antes da meiose. A
meiose resulta em uma tétrade linear, com gindésporo calazal viavel. A ginogametogénese é do
tipo Poligonum e, durante a diferenciacdo do gindfito, os estratos parietais do nucelo sdo
parcialmente consumidos e a epiderme nucelar divide-se periclinalmente na porcéo apical. As
antipodas sdo efémeras e o ginofito maduro apresenta duas sinérgides com aparelho fibrilar
desenvolvido, oosfera e nucleo secundario no pdlo micropilar. O rudimento seminal é
anatropo, arilado, bitegumentado e com micrépila em “zig-zag”. O androceu € constituido por
cinco anteras tetrasporangiadas. Os estratos parietais desenvolvem-se do tipo Dicotileddneo e
as camadas médias sdo persistentes na antera madura de P. haematostigma. As células do
tapete sdo polipléides e colapsam liberando os conteudos no interior do I6culo. A citocinese é
do tipo simultanea e as tétrades sdo tetraédricas na maioria. O poélen é liberado na fase
bicelular, apresenta numero de colpos variavel em P. elegans e seis colporos em P.
haematostigma. A esporoderme nao apresenta camada basal em P. elegans e é mais espessa
do que em P. haematostigma. Plastidios e mitocondrias sdo englobados durante a formacao da
célula generativa e persistem até a fase de pdlen maduro.

Palavras chave: Passiflora, esporogénese, gametogénese, pélen, heranca plastidial.
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Abstract.

The present work analyzed the different developmental stages of the ovule and of the pollen
grain in Passiflora elegans and P. haematostigma. The species were analyzed using photonic
microscopy and scanning and transmission electron microscopy. The gynoecium has a stigma
with stigmatic outgrowths, solid style and tricarpelar and unilocular ovary. The ovary has
several seminal rudiments that are originated from the periclinal divisions of the central layer.
The ovule is crassinucelate and the dermal layer originates the integuments. The arquesporial
cell divides mitotically before meiosis. The meiosis results into a linear tetrad and only the
chalazal gynospore is viable. The gynogametogenesis is of the Poligonum type, the nucellus
parietal layers are partially degraded during the gynophyte differentiation, and nuclear
epidermis divides periclinally in the apical portion. The antipodal cells are ephemeral and the
mature gynophyte has two synergids with a developed filiform apparatus, egg cell and
secondary nuclei in the micropilar pole. The ovule is anatropous, arillate, bitegmic and with
zig-zag micropile. The androecium is constituted of five tetrasporangiate anthers. The parietal
layers develop like the Dicotiledoneous type and middle layers are persistent in the mature
anther of P. haematostigma. The tapetal cells are polyploids and collapse releasing their
contents to the locus. The cytokinesis is of the simultaneous type and most of the tetrads are
tetrahedral. The pollen is released during the bicellular stage, has a variable number of colpus
in P. elegans and six colporus in P. haematostigma. The sporoderm does not have a basal
layer in P. elegans and is thicker than in P. haematostigma. Plastids and mitochondria are

enclosed during the generative cell formation and persist until the mature pollen stage.

Key words: Passiflora, sporogenesis, gametogenesis, pollen, plastidial inheritance.
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Aspectos embrioldgicos de espécies do género Passiflora (Passifloraceae), com énfase no potencial de heranga organelar

1 - Introdugéo

Familia Passifloraceae

A familia Passifloraceae pertence a Ordem Malpighiales (APG Il, 2003) e conta com
cerca de 17 géneros e 750 espécies com distribuicdo essencialmente pantropical, com poucas
espécies temperadas distribuidas no norte da América do Sul, sudeste da China e Nova
Zelandia.

O Género Passiflora é o mais representativo com cerca de 500 espécies ocorrendo na
América, mais 24 na Australia e sul asiatico (Feuillet & MacDougal, 2007). Deginani (2001)
classifica a distribuicdo do género como pantropical, com a maior parte das espécies
americanas ocorrendo na regido Centro e Sul da América do Sul, com a maior concentracédo
de espécies do género ocorrendo entre os Tropicos de Cancer e de Capricornio, chegando aos
40° de latitude Sul na Argentina com a espécie P. caerulea L. (Deginani, 2001).

No Brasil ocorrem cerca de 127 espécies, sendo superado somente pela Colémbia
com 167, sendo esse 0 pais com maior riqueza especifica, principalmente na regido andina,
entre a Colbmbia e Equador, sendo o centro de maior diversidade para o género Passiflora
(Pérez et al. 2007).

No estado do Rio Grande do Sul, o género Passiflora conta com 14 espécies
(Mondin, 2001), pertencentes a dois subgéneros: Decaloba (DC.) Rchb.: P. capsularis L.; P.
misera H.B.K.; P. morifolia Mast.; P. organensis Gardn.; P. suberosa L.; P. tricuspis Mast.; e
Passiflora: P. actinia Hook.; P. amethystina Mik.; P. caerulea L.; P. edulis Sims; P.
eichleriana Mast,; P. elegans Mast.; P. foetida L.; P. tenuifila Kill. Neste ultimo subgénero
inclui-se também P. alata Curtis, que apesar de ser uma espécie amplamente encontrada no
estado, € considerada como subespontanea e ndo nativa, a qual esta colonizando ativamente

areas previamente ndo ocupadas anteriormente (Koehler-Santos et al. 2006a; 2006b).
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Histdrico do género

O historico do género Passiflora L. comeca a se definir por ocasido da expansdo
européia durante a conquista e exploragdo do Novo Mundo, desde a sua descoberta, sendo
talvez a planta americana que maior admiracdo causou aos colonizadores espanhois dos
séculos XVI e XVII, ndo so pela sua beleza, mas também pelo misticismo que a sua
morfologia suscitou (Cervi, 1997). O género também era conhecido por povos pré-

colombianos, demonstrado por artefatos produzidos por ourives nativos (Figura 1.1).

Figura 1.1. Flor de Passiflora (provavelmente P. ligularis) feita em ouro por ourives pré-colombianos

da cultura Malagana na Colombia, a.C. 200 - 200 d.C (Banco da Republica da Colémbia, Museu de Ouro,

Bogota) in Pérez (2007).

O nome Passiflora deve-se ao simbolismo que a primeira espécie representou aos
homens de fé catdlica (atualmente conhecida como Passiflora incarnata L.), ao associarem as
partes da flor e folhas em relacdo a alguns instrumentos da paixao de Cristo. Assim as folhas
recordavam a langa que transpassou o Salvador na cruz; as gavinhas o acoite; a corona de

filamentos, de coloragdo vermelha e azul, a coroa de espinhos; os trés estiletes simulavam os
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trés cravos e as cinco anteras representavam as chagas do Cristo crucificado (Cervi, 1997)

(Figura 1.2).

Figura 1.2. Primeiros desenhos de Passiflora, representando a paixao de Cristo: a esquerda, Parlasca,
monge Dominicano, em 1609; a direita, por Euginio Petrelli em 1610 (extraidos da obra de Ulmer & MacDougal
2004, Passiflora — Passionflowers of the World)

Segundo Cervi (1997) somente no final do século XVII é que surge a primeira
citagdo cientifica e taxonébmica referente a passiflora, e somente em 1735, com a primeira
edicdo do “Sistema Naturae” de Linneau, que se estabelece o género Passiflora, com a
descricdo de Passiflora incarnata L. Em 1938, E. P. Killip publica “The American Species of
Passifloraceae”, sendo esta a obra revisional mais completa par a familia até entdo.

Caracterizacdo morfologica

Cervi (1997) descreve o género Passiflora sendo caracterizado pela presenca de
vegetais herbaceos ou cip6s, que se elevam com o auxilio de gavinhas, ou ainda arbustos
subescandentes. A haste é cilindrica e as folhas sdo sempre alternadas, podendo ser inteiras ou
lobadas, com margem geralmente inteira ou serrilhada; usualmente trinervadas, mas ainda

pentanervadas. As flores apresentam caélice e corola, sendo as pétalas e sépalas sempre em
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numero de cinco. As sépalas podem ser lineares, oblongas, lanceoladas e de coloracéo
normalmente igual ao tubo do célice, e na maioria das vezes carnosas. As pétalas geralmente
sd0 membranaceas e nascem sobre a margem do tubo do calice, sendo alternas com as sépalas
e de coloracdo muito varidavel. No interior no tubo do célice encontra-se um conjunto de
estruturas ordenadas em uma ou mais séries circulares sucessivas e de grande importancia
taxondmica denominada corona. As séries externas (radii) costumam ser alongadas e
coloridas, enquanto que as internas sdéo menores, e denominadas “pali”.

Ainda segundo Cervi (l.c.), internamente a corona também esta presente um anel
nectarifero, constituido por uma proeminéncia anelar entre o limen e o opérculo, que é
responsavel pela producdo de néctar. As anteras e 0 ovario estdo situados acima do
androgindforo, que € uma coluna que se inicia na base central do tubo do calice. O androceu é
isosttmone, com cinco estames livres no apice e mais ou menos soldados na base. Os
filamentos dos estames sdo dorsifixos e as anteras sdo tetrasporangiadas. O ovério é
unilocular, estd acima dos estames e apresenta trés placentas parietais com rudimentos
seminais anatropos. O fruto é uma baga de formato, cor e tamanho varidvel, encerrando em
seu interior inlmeras sementes comprimidas, de testa dura e com o arilo recobrindo toda a

semente.
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Figura 1.3. Flor de P. elegans com remocao de parte dos verticilos. A - célice; B - corola; C - corona
(radii); D - corona (pali); E - anel nectarifero; F - limen; G - opérculo; H - anteras; | - ovario; J -

androgindforo.

Classificacdo da familia e os problemas taxonémicos infragenéricos

A obra “The American species of Passifloraceae” (Killip, 1938) é atualmente o
trabalho revisional mais abrangente para a familia, no qual é citada ocorréncia de quatro
géneros para 0 Novo Mundo: Dilkea, Mitostemma, Tetrastylis e Passiflora, sendo o dltimo
compostos por vinte e dois subgéneros e estes, por sua vez, subdivididos em se¢Ges e/ou

séries. O autor também afirma que o género é primariamente do novo mundo, precisamente
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da regido tropical da América do Sul, localizando-se no Centro-Norte do Brasil, 0 seu maior
centro de distribuicdo geogréfica.

Feuillet & MacDougal (2003) propGem somente quatro subgéneros, baseados
principalmente em caracteres morfologicos e citogenéticos.

Muschner et al. (2003) simplificam os 22 subgéneros propostos por Killip (1938),
em trés clados denominados Passiflora, Decaloba e Astrophea, utilizando trés marcadores
moleculares, sendo dois deles plastidiais (trnL-trnF e rps4) e um nuclear (nrITS). A monofilia
de Passiflora ndo pode ser comprovada neste trabalho e as inter-relagdes entre os clados e
entre os géneros relacionados em cada clado, permanecem nao resolvidas (Muschner et al.
2003).

Hansen et al. (2006) analisaram dois marcadores plastidiais (rpoC1 e trnT) e seus
resultados sugerem uma reducdo dos 22 subgéneros propostos por Killip (1938) para quatro
subgéneros, reforcando dessa forma o proposto por Feuillet & MacDougal (2003) que
consideram o género Passiflora como circunscrito com os subgéneros Astrophea, Decaloba,
Deidamioides e Passiflora. A monofilia dos grupos morfolégicos dos subgéneros com niimero
cromossdmico n=6 e n=9, correspondendo aos subgéneros Decaloba e Passiflora,
respectivamente, sdo fortemente suportados.

As especies relacionadas com os subgéneros Astrophea, Decaloba, e Passiflora
deixam poucas dividas a respeito de seus graus de parentesco (Muschner et al., 2003; Feuillet
& MacDougal, 2003; Souza-Chies et al., 2005; Krosnick & Freundstein, 2005; Hansen et al.
2006; Pérez, 2007), ficando somente o subgénero Deidamioides com o posicionamento
indefinido até o momento.

Para o presente trabalho adotou-se a classificacdo de Feuillet & MacDougal (2003), e

abaixo sdo descritos trés dos quatro subgéneros:
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O subgénero Astrophea (MacDougal & Feuillet, 2004)

O subgénero Astrophea apresenta 57 espécies distribuidas nas Américas Central e do
Sul. S&o lianas lenhosas, as vezes pequenas arvores. Apresentam folhas ndo lobadas, nunca
variegadas e com venacdo pinada com dois nectarios peciolares proximos do apice e ausentes
na lamina foliar e com mindsculas estipulas. Os pedunculos apresentam de 1 a 5 flores, que
nascem raramente na base de gavinhas; bracteas minusculas e flores coloridas, variando de
rosa e vermelho até alaranjado, com corona amarela e tubo floral, ou brancas com corona

amarela; opérculo ndo plicado e nimero cromossémico n=12,

P. haematostigma Martius (Fig. 1.4)

Passiflora haematostigma Martius ocorre desde o Estado de Minas Gerais até Santa
Catarina, descendo pela costa leste do Brasil. Planta de habito escandente, lenhosa e com
gavinhas pouco desenvolvidas. Apresenta estipulas setaceas e caducas, peciolos com 2-4
centimetros e com dois nectarios apicais. As folhas sao inteiras e ndo lobadas, podendo chegar
a até 13 cm de comprimento, com bracteas setaceas e deciduas. O tubo floral é cilindrico-
campanulado, com flores brancas medindo cerca de 3-4 cm de comprimento por 4-6 cm de
didmetro. As sépalas e petalas sdo brancas e lineares, e apresentam corona com duas series
filamentos, sendo a interna de formato clavado. O ovério é piloso e cinco anteras encontram-

se presas na extremidade do androginoforo. Sacco (1980).
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Est. 23 PASSIFLORA HAEMATOSTIGMA Haobltus (Reltz & Klein 5846, HBR
1) detalhe esquemdtico da flos

Figura 1.4. P. haematostigma (Sacco, 1980)

O subgénero Deidamioides (MacDougal & Feuillet, 2004).
O subgénero Deidamioides apresenta 13 espécies distribuidas nas Américas do Sul e

Central. S&o lianas lenhosas e as vezes apresentam gavinhas bifurcadas ou discos apicais;
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folhas ndo lobadas e nunca variegadas, com estipulas minusculas e dois nectérios peciolares;
pedunculos com uma ou duas flores ou com flores nascendo a partir das gavinhas; bracteas
mindsculas e flores brancas e esverdeadas com corona amarela, ou amarelas com corona
alaranjada e nimero cromossémico n=12.

O trabalho ndo apresenta nenhuma espécie do do subgénero.

O subgénero Decaloba (MacDougal & Feuillet, 2004)

O subgénero Decaloba apresenta 214 espécies distribuidas pelas Américas do Sul e
do Norte, Sudeste Asiatico e Australia. Sdo lianas, com pequenas flores, pequenos frutos de
cor roxa. Folhas 2,3-lobadas, raramente 5-lobada, as vezes variegadas. Estipulas pilosas e
foliaceas; dois nectarios peciolares ou ausentes, raramente quatro; lamina com nectarios como
pontos entre as nervuras principais. Flores pequenas e variaveis, de cor verde-amarelada a
brancas, ou avermelhadas, raramente com tubo floral; corona com 1-3 séries de filamentos, as
vezes vermelhos com manchas rosas; opérculo plicado e frutos roxos a pretos, ou

esverdeados, amarelos, laranjas, ou avermelhados. NUmero cromossémico n=6.

P. suberosa L. (Fig. 1.5)

P. suberosa é uma espécie nativa do Rio Grande do Sul, ocorrendo desde os Estados
Unidos até a Argentina e sul do Brasil, com exce¢do das Guianas. Caracteriza-se como uma
liana glabra ou pubescente, de caule espessamente suberificado nas porcoes inferiores.
Caracteriza-se como uma liana glabra ou pubescente de caule suberificado nas porgoes
inferiores, com estipulas lineares subuladas, folhas com grande polimorfismo, variando em
forma e tamanho, de inteiras até profundamente trilobadas. O peciolo é biglandular, de

glandulas subsésseis. As flores apresentam coloracdo amarelo-esverdeada, sdo axilares,
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solitarias ou aos pares, e desprovidas de pétalas, medindo cerca de 0,8 a 3,0 cm de
diametro. O ovario é ovoide a sub-globoso e com cinco anteras no apice do androginéforo.
O fruto é de formato globoso a ovoide, de cor purpura escuro ou preta quando maduro

(Sacco, 1980).
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Est. 3 PASSIFLORA SUBEROSA a) Mabitus: al ¢ a2 (Reitz & Klein 703, HBR
5. 0%, ad (HBR. 10609); b) detalhe esquemitico da flor

Figura 1.5. P. suberosa (Sacco, 1980)

10



Aspectos embrioldgicos de espécies do género Passiflora (Passifloraceae), com énfase no potencial de heranga organelar

O subgénero Passiflora (MacDougal & Feuillet, 2004)

O subgénero Passiflora contém 236 espécies ocorrendo principalmente na América
do Sul. Habito escandente, sendo algumas lianas lenhosas, com flores coloridas e grandes
frutos. As folhas costumam ser lobadas e nunca variegadas com 2 a 6 nectarios peciolares. As
flores sdo axilares e de tamanho variado, e corona podendo apresentar de 1 a até 20 séries.

NUmero cromossdmico n=9, podendo ocorrer também n=10 ou 11.

P. elegans Masters (Fig. 1.6)

Passiflora elegans Masters é uma espécie restrita a regido sul da América do Sul,
ocorrendo no Brasil somente nos estados do Rio Grande do Sul e parte de Santa Catarina, na
Argentina nas provincias de Coérdoba e Misiones e no Uruguai na llha Gaspar e Salto
(Deginani, 2001).

Trata-se de uma planta escandente, glabra, e de caule cilindrico. As folhas sdo
simples, trilobadas no terco superior e truncadas na base. As flores medem cerca de 1,45 cm
de didmetro. Apresentam tubo do célice curto e campéanulado. As sépalas sdo oblongo-
lanceoladas, verdes na face abaxial e alvas na face adaxial. As pétalas sdo brancas e
membranosas. Apresenta corona de filamentos com 4 séries bandeados de branco e lilas na
porcéo inferior e de branco e roxo na no &pice.

O ovério é globoso e com cinco anteras no apice do androginoforo. O fruto é de
formato globoso e amarelo quando maduro (Cervi, 1997).

E uma planta trepadeira que atinge os pontos mais altos da mata, com exemplares
completamente desenvolvidos chegando a apresentar tronco com diametro de superior a 100
mm (Sacco, 1962).

11
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Est. 21 — PASSIFLORA ELEGANS n) Habitus (PEL 7619), b) brictea, ¢) detalbe es-
quemético da flor.

Figura 1.6. P. elegans (Sacco, 1980)
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Importancia do género

Algumas espécies do género tém sido intensivamente cultivadas nos ultimos tempos
visando o interesse comercial, e dentre elas pode-se citar o popular maracuja azedo
(Passiflora edulis). A palavra maracuja tem origem a partir de morukuia do idioma tupi, que
significa em portugués *“cuia para beber agua”.

De acordo com dados do IBGE (2003) o Brasil é o maior produtor mundial de
maracujd, com uma producdo de 479 mil toneladas, em uma area de 33 mil hectares. A Bahia
é o0 estado de maior produgdo, com 77 mil toneladas, em 7,8 mil hectares, sendo Sao Paulo o
segundo maior produtor com 58 mil toneladas em 3,7 mil hectares.

Espécies como P. edulis e P. incarnata costumam ser muito utilizadas também na
medicina caseira, principalmente na regido sul do pais, ora sob a forma de ch4, feito com as
folhas, ora sob a forma de refresco feito com a parte suculenta do fruto. Na medicina popular,
a folha é utilizada para candiase bucal, limpeza do sangue e febrifugo (Sacco, 1980).

Dhawan et al. (2004), em uma revisdo sobre os principais compostos quimicos
encontrados em espécies do género, relatam a ocorréncia de alcaldides, fendis e glicosidios

cianogénicos, o que demonstra o potencial farmacolédgico do género.

A reproducédo em Passiflora

Pesquisas envolvendo biologia floral ainda s&o escassas para o género, sendo
restritas a poucas espécies de interesse econdémico. Alguns estudos foram realizados sobre a
biologia floral de P. suberosa (Acioli, 1999, 2003), P. foetida (Amela Garcia, 1998), visando
uma maior compreensdo ecologica do processo de polinizacdo e interacdo com o agente

polinizador.

13
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Dentre os trabalhos realizados, foram obtidos dados importantes como 0 movimento
das pecas florais, horario de antese e fechamento das flores, tipo de sistema reprodutivo,
producdo de néctar, disponibilidade e morfologia do pdlen, receptividade dos estigmas,

visitantes florais e viabilidade da semente (Koschnitzke e Sazima, 1997).

Embriologia do género Passiflora

Apesar do género Passiflora apresentar inimeras espécies, poucas foram analisadas
com relacdo aos seus caracteres embrioldgicos e dentre os principais trabalhos, Cook (1909)
descreve etapas da formacdo do saco embrionario em P. adenophilla, com destaque ao
peculiar crescimento do tubo polinico dentro da sinérgide.

Raju (1952) analisou o polen de P. Leschenaultii e P. foetida, e descreve aspectos da
formacdo do tapete e pdlen, formagdo do rudimento seminal, saco embrionario e
desenvolvimento da semente. Na sequéncia, (Raju, 1956) analisa etapas da formacdo dos
esporangios e a gametogénese de P. calcarata.

Padhye & Despande (1960) analisaram os gametéfitos masculino e feminino em P.
foetida com destaque a presenca de um arquespdrio multicelular no rudimento seminal.

Trabalhos mais recentes analisaram a formacédo do polen (Souza & Pereira, 2000) e
do saco embrionario (Souza et al., 2002) em P. edulis, e Amela Garcia et al. (2002, 2003),
sendo os dois ultimos os unicos trabalhos de embriologia abordando aspectos ultraestruturais

do género, com a descricao do polen e saco embrionério, respectivamente.

Heranca organelar
Uma caracteristica da familia que tem levantado questionamentos nos ultimos

tempos é a transmissdo diferenciada de organelas parentais. O trabalho de Corriveau &
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Coleman (1988) foi o pioneiro para a familia Passifloraceae, detectando a presenca de DNA
citoplasmatico na célula generativa em Passiflora edulis.

Posteriormente, outros trabalhos com o género Passiflora demonstraram variacGes
com relacéo a heranca plastidial, podendo variar dentro dos subgéneros, podendo ser materna
para o subgénero Decaloba e paterna para especies do subgénero Passiflora, enquanto que a
heranca mitocondrial materna se manteve nos dois grupos analisados por Muschner et al.
(2006). Esses autores sugerem também a importancia no conhecimento do tipo de heranca,
principalmente na interpretacdo de dados sobre o fluxo de genes do citoplasma para o género.

Da mesma forma, Pérez (2007), com a analise dos genomas extranucleares em
espécies de Passiflora, sugere que as divergéncias entre os subgéneros parecem ligadas as
taxas de evolucdo, a evolucdo reticulada e, também ao modo de transmisséo organelar do
grupo.

Adicionalmente, alguns resultados tém despertado interesse especial, como nos nos
dois casos a seguir. No primeiro deles, Hansen et al. (2007), analisando cruzamentos intra- e
inter-especificos, observaram que os resultados para a heranca plastidial poderiam se
expressar de forma variavel. Em todos 0s cruzamentos intra-especificos os resultados
evidenciaram a heranca como sendo do tipo materna, e cruzamentos entre individuos da
progénie mostrou casos de heranca biparental, enquanto que todos 0s cruzamentos
interespecificos resultaram em heranca do tipo paterna. No segundo caso foi analisada a
ultraestrutura do pélen em P. caerulea por Amela Garcia et al. (2002) e somente mitocondrias
estavam presentes no citoplasma da célula generativa. Essa constatacdo discorda dos
resultados apresentados por Muschner et al. (2003, 2006) para o clado Passiflora, segundo a
classificacdo proposta por Feuillet & MacDougal (2003), como grupo no qual o tipo de

heranca plastidial seria paterna, ou seja, transmitida pelo polen com presenca obrigatoria de

15



Aspectos embrioldgicos de espécies do género Passiflora (Passifloraceae), com énfase no potencial de heranga organelar

plastidios.

Uma vez que resultados adicionais com outras espécies evidenciaram a heranca
plastidial como paterna, analises complementares sdo necessarias a fim de confirmar o tipo de
heranca caracteristica para os demais subgéneros, principalmente Passiflora.

No entanto, problemas na analise e interpretacdo do pdlen de P. caerulea, podem ter
ocorrido, visto que o trabalho mostra somente uma imagem em secdo transversal, ndo
contemplando as extremidades do alongado citoplasma, onde poderiam estar dispersos 0s
plastidios, ou entdo a presenca de plastidios ndo é uma caracteristica incorporada ao
subgénero Passiflora, o que justifica analises adicionais para o grupo. Por outro lado, ndo se
tem informacBes quanto ao tipo de heranca em Astrophea e Deidamioides. Esse pouco
conhecimento dentro da propria familia contrasta com o estabelecimento de heranca plastidial
materna para Violaceae, e paterna e biparental para Clusiaceae (Corriveau & Coleman, 1988)
e também para Turneraceae, sendo essa ultima ja confirmada em niveis molecular (Shore et
al. 1994; Shore & Triassi, 1998, Zhang et al. 2003) e estrutural (Ji et al. 2004). Cabe ressaltar
que Turneraceae é um grupo taxondmico muito relacionado com Passifloraceae (APG I,
2003) de forma que Cronquist (1981) sugere que juntamente com Malesherbiaceae,
constituem trés familias muito relacionadas e, provavelmente, compartilhnem um ancestral em
comum com Flacourtiaceae.

Dessa forma, a andlise das caracteristicas ontogenéticas, durante as etapas de
formacdo de rudimentos e grdos de pdlen, poderiam fornecer informacgdes adicionais a
embriologia do grupo, bem como a andlise da presenga ou auséncia de plastidios e
mitocéndrias na célula generativa do pdlen das espécies em estudo, poderia fornecer
informacdes complementares a respeito do potencial genético para a heranca organelar em

espécies de Passifloraceae e de Malpiguiales (APG 11, 2003).
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2- Objetivos
Objetivo geral
40 presente trabalho tem por objetivo acompanhar o processo de formacdo dos

rudimentos seminais e grdos de pdlen nas espécies Passiflora elegans e P. haematostigma;

Obijetivos especificos

+fornecer informacg6es sobre a formagéo dos esporangios;

4+detectar os eventos relacionados com esporogénese e gametogénese;

4acompanhar a ocorréncia ou ndo de plastidios e mitocdndrias no citoplasma da

célula generativa;

3 - Material e Métodos

O material analisado é proveniente de coletas realizadas nos estados do Rio Grande
do Sul e Santa Catarina.

O material botanico foi coletado a partir de exemplares de P. elegans e P. suberosa
ocorrentes no Campus do Vale da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, com material
testemunho incorporado ao Herbario ICN do Instituto de Biociéncias, da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul sob nimeros 152108 e 152427, respectivamente. As amostras
de P. haematostigma foram provenientes do municipio de Santa Rosa de Lima, no Estado de
Santa Catarina, com registros no mesmo herbério, sob 0 nimero 152173.

Foram coletados botBes florais em diferentes estadios de desenvolvimento e apds

disseccdo, ovarios e anteras foram fixados em solucdo de formaldeido 2% e glutaraldeido
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2,5% em tampdo fosfato de sddio 0,1 M (pH 7,2) (Roland & Vian 1991). Para analise em
microscopia de campo claro, o material foi lavado em tampdo fosfato de sodio 0,1M, pH7,2,
desidratado em série etilica e incluido em hidroxietilmetacrilato (Gerrits & Smid 1983).
Cortes com espessura entre 2 e 5 um foram confeccionados em micrétomo de rotacdo Zeiss
Mikron. Como coloragdo basica, foi utilizado Azul de Toluidina O 0,05% pH4,4 (Feder &
O’Brien, 1968) e Azul de Astra com Fucsina Basica dos identificacdo dos estratos da exina
(Nepi & Franchi, 2000). Os testes histoquimicos realizados foram: lugol, para amido (Sass,
1951); Alcian Blue 8GX 1% em solucdo acética 3%, para acidos mucopolissacaridios (Lillie,
1965); Coomassie Blue Brilhante R-250 0,25% em solucdo acética 7%, para proteinas totais
(Southworth, 1973); Acido Periédico - Reativo de Schiff (reacdo de PAS), para
polissacaridios totais (O'Brien e McCully, 1981); Sudan Il em etanol 80%, para lipidios,
(Sass, 1951); Auramina O, com filtro de excitacdo sob luz ultravioleta (540 nm), para a
localizacdo de lipidios na esporoderme; Azul de Anilina em concentra¢do 0,1% em tampé&o
fosfato (pH 8,5), sequida de excitacdo sob luz ultravioleta (395 nm), para localizacdo de
calose (Martin, 1959) e Calcofluor White em solucéo aquosa 0,01% (Pacini et al., 1999) com
excitacdo sob luz ultravioleta (395 nm), para identificacao de celulose.

As observacdes e fotomicrografias foram realizadas ao microscopio Leica DMR-HC,
com captura digital através de camera Leica DFC 500 e microscopio Olympus BX 41 com
maquina fotografica analdgica acoplada, sendo utilizados os filmes Kodak Prolmage e Fuji
Superia, ASA 100.

Para a analise ultraestrutural, o material fixado foi lavado em em tampéo fosfato de
sodio 0,1 M (pH 7,2), pos-fixado em OsOs 1% com KsFe(CN)s 0,4% em tampéo fosfato de
sodio 0,1 M (pH 7,2) (Weber, 1992). Como material de inclusdo, foram utilizadas resina epoxi

de baixa viscosidade (Spurr, 1969) e LR White (EMS Hard Grade). SecGes ultrafinas, entre 80
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e 90 nm, foram obtidas com ultramicrétomo Leica Ultracut UCT equipado com navalha de
diamante. As sec¢des foram, montadas em telas de 200 mesh, contrastados em solugdo aquosa
de acetato de uranila 2% (Bozzola & Russel, 1998) e solu¢do de chumbo 5% (Hanaich et al.,
1986) e permanganato de potassio com solucdo de chumbo (Bray & Wagenaar, 1978). As
secdes foram analisadas em microscopio eletronico de transmissdo Jeol JEM 1200 ExII sob
80 kV, com o registro de imagens obtido em peliculas preto e branco Kodak SO 163 e Kodak
4489,

Para analise em microscopia eletrdnica de varredura, graos-de-p6len provenientes de
antera deiscentes, ndo-acetolisados e acetolisados (Erdtman, 1960) foram apenas desidratados
em estufa a 50 °C, aderidos em suportes de aluminio, recobertos com ouro em metalizador
Balzers SCD 050, observados em microscopio eletrdnico de varredura JEOL 6060 com tensdo
de 20kV. A nomenclatura utilizada para caracterizagdo do pélen segue Punt et al. (2007) e as

terminologias utilizadas para nomenclatura embrioldgica seguem Doyle (1953).

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Anatomia Vegetal (LAVeg) do

Departamento de Botanica, Instituto de Biociéncias, Universidade Federal do Rio Grande do

Sul (UFRGS) e no Centro de Microscopia Eletrénica (CME) da UFRGS.
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4 - Resultados

Gineceu

As espécies apresentam o ovario tricarpelar e unilocular, formado pela fusdo de trés
carpelos que se projetam individualmente no estadio de botdo floral jovem (fig 4.1A). No
ovario ainda jovem, cada uma das trés regides apresenta uma nitida polarizacdo celular,
apresentando cada uma a individualizacdo de uma porcdo dorsal, com células vacuoladas e
opostas a por¢do ventral, com células de citoplasma denso e com divisdes celulares mais
frequentes. Na porcdo mediana central de cada carpelo percebe-se também a diferenciagdo do
meristema provascular dorsal do ovario (fig.4.1A).

Os carpelos fusionam-se através de suas porgdes laterais, diferenciando duas zonas
placentérias contiguas, de posicdo ventral e de estrutura trizonada (Fig. 4.1B). Ao longo do
desenvolvimento desse érgao, ocorre uma proliferagdo celular nessa regido, formando um
maci¢o placentario, que da origem a até seis rudimentos seminais em um mesmo plano de
corte. Oposto ao maci¢o placentario ocorrem trés feixes vasculares ventrais, resultado da
fusdo dos feixes ventrais carpelares (fig. 4.1C).

O ovario jovem, secionado longitudinalmente, revela a projecdo de inimeros
rudimentos seminais (fig. 4.1D), a partir das trés regiGes placentarias voltadas para o interior
do léculo (fig. 4.1C).

Em ambas as espécies, o ovario apresenta formato triangular, de &ngulos
arredondados e com feixes vasculares dorsais em seus veértices, enquanto que os feixes
ventrais iniciam a diferenciacdo proximos as regides medianas entre os angulos, locais esses,
onde emergem os rudimentos seminais (fig. 4.1.C e 4.2A). A espécie P. elegans apresenta
ovario glabro, enquanto que P. haematostigma apresenta ovario piloso, com tricomas

unicelulares, originados pela diferenciacdo de células da epiderme carpelar, a0 mesmo tempo
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gue os rudimentos seminais encontram-se ja alongados e em processo de curvatura (fig 4.2A,
B, CeD).

O estilete é tripartido, alongado e comunica a porcao apical do ovario com o estigma.
Anatomicamente, o estilete é do tipo sélido, e em vista transversal apresenta formato circular,
com um leve sulco na porcdo ventral (fig.4.2E). A epiderme contém células de formato
variado quando vistas em corte, variando de retangulares a contorno circular, sendo as
primeira mais freqlientes, e organizadas circundando o parénquima de células vacuoladas e de
tamanhos variados localizados na regido central (fig. 4.2E).

Um feixe vascular colateral ocorre na porcdo dorsal (fig.4.2F), ao longo da maior
extensdo do 6rgdo, assumindo formato céncavo na porcdo apical proxima ao estigma (fig.
4.2G). O tecido transmissor ocorre oposto ao feixe vascular, proximo a regido ventral, sendo
composto por pequenas células em secdo transversal (fig. 4.2F), porém de formato alongado
acompanhando a maior extensdo do estilete, quando em secdo longitudinal (fig. 4.2G,H). Na
porcdo distal do estilete, esse tecido prolifera em forma de “pincel”, ndo alcangando o
estigma. A interface entre o estigma e o tecido transmissor é preenchida por células
parenquimaticas de parede celular fina e formato irregular (fig.4.2G,1).

Nos estadios iniciais do desenvolvimento, a porcao apical do estigma apresenta uma
superficie levemente sinuosa (fig. 4.3A) e células de nucleo evidente com porgbes de

cromatina condensada. As células da camada subdérmica apresentam um grande vacuolo e

nacleo posionado junto a parede periclinal externa (fig. 4.3B). Na sequéncia, a superficie

externa apresenta uma variacdo conformacional, caracterizada pelo alongamento das células
da camada subdérmica. Essa projecdo é acompanhada por divisdes anticlinais e pelo
alongamento radial das células epidérmicas que aumentam em seu numero (fig. 4.3C).

Na sequéncia, as ceélulas epidérmicas, em pontos descontinuos passam a ser
21
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deslocadas por células da camada subdérmica, atraves de um alongamento longitudinal (fig.
4.3C), seguido por divisdes transversais (fig. 4.3D). A célula derivada externa fica em contato
direto com células epidérmicas, principalmente com a parede anticlinal interna, local esse
onde predomina o acumulo de compostos de natureza péctica (fig. 4.3D,G).

Ao final do desenvolvimento tem-se a formacdo de uma estrutura especializada na
superficie estigmatica, formada principalmente por células do estrato epidérmico, com a
participacdo de algumas poucas células da camada subdérmica (fig. 4.3D,E).

Uma vez formada, a superficie estigmatica aparenta um aspecto papiloso em sua
extremidade, constituida por emergéncias epidérmicas, que analisadas em microscopia
eletrbnica de varredura, mostram-se como inimeras projecfes multicelulares (fig. 4.3E) e
que, vistas em corte transversal sob microscopia fotbnica, mostram-se como indmeras
projecdes multicelulares (fig. 4.3F).

As estruturas estigmaticas formadas, participam dos eventos de polinizagdo do
género Passiflora, visto que ap6s a germinagdo do polen, o percurso do tubo polinico coincide
com a porcdo central da emergéncia, rica em compostos pécticos ao longo das paredes
anticlinais e periclinais internas (fig. 4.3G).

Os rudimentos seminais emergem da placenta atraves de divisdes periclinais da
camada central e, principalmente, anticlinais nas camadas dérmica e subdérmica,
acompanhando a projecdo do rudimento (fig. 4.4A). Na sequéncia, tornam-se alongados,
adquirindo também a estrutura trizonada (fig. 4.4B).

Uma célula central da camada subdérmica divide-se periclinalmente, iniciando a
formacdo do esporangio do tipo crassinucelado. A derivada externa, denominada célula
parietal priméria, participa da formacdo dos estratos parietais do nucelo, enquanto que a

derivada interna, denominada célula arquesporial, participa da formacdo do arquesporio. As
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células posicionadas abaixo das células do jovem esporangio, derivadas de proliferacdo da
camada central e camada subdérmica participam da formacéo do funiculo (fig.4.4C).

O jovem rudimento seminal alonga-se devido a uma proliferacdo desigual das células
da regido funicular, resultando na curvatura anatropa caracteristica das espécies de Passiflora
(fig.4.4D).

Os tegumentos surgem na regido entre o nucelo e funiculo, sinalizado através do
alongamento de células epidérmicas, antecedendo a divisao periclinal das mesmas (fig. 4.4D;
4.5A). Ambos os tegumentos se formam exclusivamente por divisdes periclinais da camada
dérmica, com o tegumento interno surgindo primeiro (fig. 4.4D; 4.5A) sendo acompanhado na
sequéncia pelo tegumento externo, algumas células epidérmicas abaixo do sitio de formacéo
do primeiro (fig.4.4D; 4.5B). A analise da morfologia externa, através de microscopia
eletronica de varredura, revela a formacdo de dois anéis circulares contiguos, proximos da
regido apical do rudimento seminal (fig.4.5C,D).

A epiderme nucelar divide-se somente no plano anticlinal, acompanhando a
proliferacéo celular do nucelo, decorrente do incremento oriundo das divisOes periclinais da
camada sub-dérmica, enquanto que os tegumentos avancam alcancando a regido mediana do
nucelo (fig.4.5B; 4.6A).

As células arquesporiais apresentam variacdes que antecedem o evento meiotico,
visto que dividem-se mitoticamente antes de entrar em diferenciacdo celular pré-meiotica
(PCD) (fig. 4.6A,B). Posteriormente, outras divisdes podem ocorrer tanto no plano periclinal
(fig. 4.6B), quanto anticlinal (fig. 4.6C) resultando em duas novas células. As divisdes podem
prosseguir (fig. 4.6D), de forma que o nimero e a forma das células resultantes podem variar

(fig. 4.6E,F).
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Ginosporangio e ginosporogénese

As células do arquesporio diferenciam-se das demais células do nucelo pelo tamanho
e posicao, visto que sdo maiores e posicionadas internamente em relacdo as demais células do
esporangio. Apesar de observado um numero variavel de células arquesporiais, somente uma
inicia a diferenciacdo celular pré-meidtica, sinalizada pelo formato oval a alongado, com
nucleo em profase | (fig 4.7A,B; 4.8A). Nessa fase, observa-se o inicio de divisdes periclinais
de células epidérmicas da porcédo funicular, que posteriormente irdo formar o arilo (fig. 4.8A).

A meiose apresenta dois ciclos de divisdo celular, sendo que no segundo, a diade
calazal divide-se primeiro que a micropilar, resultando depois uma tétrade linear de
ginosporos (fig. 4.8B).

A tétrade madura apresenta meiocitos com condicfes distintas de atividade nuclear,
sendo o da célula de posicdo calazal, diferenciado dos demais, apresentando ndcleo hialino e
nucléolo conspicuo, diferentemente dos demais que apresentam porcGes de cromatina
condensada em seus limites nucleares e nucléolos reduzidos (fig. 4.8C).

A meiose resulta uma tétrade linear de ginésporos (fig. 4.7C; 4.8C). O teste de calose
foi negativo para a espécie P. elegans e nenhuma parede caldsica foi constatada durante as
etapas analisadas., enquanto que em P. haematostigma ocorreu a deposicdo de uma parede
caldsica somente nas paredes transversais dos meiocitos, com reacdo mais intensa no limite
do gindsporo calazal (fig. 4.8D).

Durante a meiose, ocorre uma maior expansao do nucelo, decorrente da maior
proliferacdo celular principalmente por divisdes periclinais de células da regido lateral e
apical do esporangio, envolvendo o ginosporocito (fig. 4.7A,B,C,D). O teste para amido
revelou um acimulo preponderante, dessa substancia ergastica, nas células dos estratos

parietais, ocorrendo principalmente noa porcédo apical e nas células da porc¢éo lateral proximas
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da tétrade (fig. 4.7 D).

Os tegumentos continuam em constante desenvolvimento, aproximando-se do apice
do nucelo em P. elegans (fig. 4.7A) e ultrapassando-o em P. haematostigma (fig. 4.8A,B).
Ambos 0s tegumentos apresentam dois ou trés estratos celulares, exceto na sua por¢éo apical,

que apresentam um numero maior de camadas (fig. 4.7D; 4.8A).

Ginogametogénese

O gindfito € de origem monosporica, sendo que somente o esporo calazal da
sequéncia na formagdo do mesmo, com os demais assimilados pelas células do entorno. O
gametofito feminino durante a sua fase uninucleada, apresenta um grande nucleo central que
ocupa a maior porcao do citoplasma da célula (fig. 4.9A). Nessa etapa, as células nucelares ao
redor do ginofito, apresentam-se vacuoladas e aparentemente sem conteldo de reserva,
enquanto que as células da porcdo apical apresentam o citoplasma mais denso. A célula
arquesporial, abaixo da célula-mée de ginosporo, sofre divisdo mitdtica e diferencia-se como
as demais células do nucelo (fig. 4.9A).

A epiderme nucelar divide-se principalmente através de secdes anticlinais
acompanhando o crescimento em expansdo do esporangio. No entanto, ao final da meiose,
divisdes periclinais sdo percebidas na extremidade apical, contribuindo por sua vez, no
incremento de camadas celulares na porcao apical do nucelo (fig.4.9B).

A primeira divisdo mitdtica resulta na formacdo de um gametdfito alongado,
binucleado, com nucleos deslocados para polos opostos da célula, estando separados por um
vacuolo central, contendo compostos pécticos dissolvidos no seu interior (fig. 4.9C,D).

Nessa fase do desenvolvimento, o nucelo apresenta varios estratos celulares e as
células contiguas ao ginofito em formacdo, apresentam grandes vacuolos, sem apresentar
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amido. O tegumento interno, com a sua projecdo, delimita uma micrépila, formando a
enddstoma (fig. 4.9C).

A fase tetranuclear é caracterizada pelo posicionamento ortogonal dos fusos
acromaticos durante o evento de divisdo celular. O nucleo da porcdo calazal divide-se
perpendicularmente em relagcdo ao maior eixo do nucelo (fig. 4.10A), enquanto que o nucleo
do pélo micropilar divide-se no plano oposto (fig. 4.10A,B). O vacutolo central apresenta
contetdo similar a fase anterior, com maior acimulo préximo ao po6lo micropilar, regido essa
que expande lateralmente, comprimindo as células nucelares do entorno (fig. 4.10B).

As células nucelares da porcdo apical comecam a acumular conteddos de natureza
péctica (fig. 4.10B) e as divisdes periclinais da epiderme nucelar sdo mais pronunciada em P.
haematostigma (fig. 4.10C), de forma que, apds inUmeras divisdes, resulta na formacgéo de
uma projecao apical que alcanca o apice dos tegumentos, bem mais aguda do que em P.
elegans (fig 4.10B) formando um *“capuz nucelar”.

O nucelo de P. haematostigma apresenta as regides da hipdstase e da calaza mais
alongadas do que de P. elegans, com proliferacdo celular seguindo linhagens celulares na
regido calazal (fig. 4.10D).

A ginogametogénese em ambas espécies € do tipo Polygonum, resultando um
gametdfito octonucleado formado a partir de trés ciclos mitoticos de um unico gindsporo
funcional.

As células que compdem o aparelho oosférico apresentam formato oval a piriforme,
com o0s vacuolos das sinérgides voltados para o pdlo calazal e da oosfera voltado para o
micropilar; e organizadas em um arranjo triangular (fig. 4.11A). As sinérgides apresentam
nucleo proeminente, com auséncia de parede celular na por¢do em contato com a célula

média. Na porcdo apical, a parede apresenta um aspecto sinuoso, com acumulo de substancias
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de composicao péctica, constituindo o aparelho fibrilar (fig. 4.11B).

As antipodas sdo efémeras e ndo perduram até a antese da flor. A célula média ocupa
a maior parte do ginofito, apresentando um vactolo de grandes dimensdes e dois nucleos
polares com nucléolos conspicuos, posicionados lateralmente na célula (fig.4.11C), que
formar&o o nucleo secundério de localizagdo proxima ao aparelho oosférico (fig. 4.11D).

Nessa fase do desenvolvimento, as células da porcdo apical do nucelo apresentam
suas paredes com alta concentragdo de compostos pécticos e parte de suas células sdo
consumidas, restando poucas camadas celulares na regido em torno do aparelho oosférico. As
células restantes na por¢do apical sdo derivadas da epiderme nucelar, e apresentam aspecto
frouxo e um comportamento particular, com incremento da matriz péctica em suas paredes
(fig. 4.11D; 4.12A).

Os estratos parietais do nucelo, presentes em grande numero até as fases finais da
gametogénese, sdo consumidos em parte durante a diferenciacdo do aparelho oosférico,
restando somente algumas camadas de células, que ocorrem proximas da epiderme nucelar.
Todas as células dessa regido sdo menores e apresentam densos citoplasmas, quando
comparadas com as demais células da regido lateral e basal do nucelo, que apresentam-se

vacuoladas e com graos de amido (fig. 4.11E).

Rudimento seminal

O rudimento seminal maduro apresenta curvatura anatropa, estando o nucelo envolto
por dois tegumentos (fig. 4.12A,B,C). A micrépila é do tipo ziz-zag em ambas espécies, com
poro micropilar formado por ambos os tegumentos, sendo a exdstoma e enddstoma formadas
pelos tegumentos externo e interno, respectivamente composta pelo tegumento externo, e a

enddstoma pelo interno. Cabe salientar que o tegumento interno apresentam maior tamanho
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na porg¢éo funicular, mas sem ultrapassar o tegumento externo (fig. 4.12A).

O funiculo € alongado e apresenta ainda um tecido provascular que alcanca a regido
calazal (fig. 4.12A) e um arilo, que forma-se exclusivamente a partir de divis6es periclinais da
camada dérmica (fig. 4.12A,B,D), sendo mais desenvolvido em P. elegans (fig. 4.12D), do
que em P. haematostigma (fig. 4.12E).

Ao final do desenvolvimento, os rudimentos seminais apresentam diferencas
morfoldgicas entre as espécies, sendo o de P. elegans com um maior didmetro na regido
mediana basal (fig. 4.12D), diferentemente de P. haematostigma, que mostra formato mais

alongado (fig. 4.12E).

Androceu

Os estratos parietais e a formacgédo do androsporangio

Os primordios estaminais apresentam formato elipsdide no inicio do
desenvolvimento, quando visto em sec¢éo transversal. Nessa etapa, percebem-se duas regides
distintas, uma dorsal constituida por células altamente vacuoladas, e outra ventral com células
de citoplasma denso (Fig. 4.13A).

Percebe-se a presenca dos trés estratos celulares ao longo de toda extensdo do
primordio, sendo o mais externo denominado camada dérmica (C1), o segundo estrato,
imediatamente abaixo € denominado camada subdérmica (C2) e a porcao restante e mais
interna, denominada camada central (C3) (Fig. 4.13A).

A camada dérmica apresenta células de tamanho e formato variados, sendo maiores e
altamente vacuoladas na porcdo dorsal, e menores e de sec¢do retangular no lado ventral, com
nucleos grandes e nucléolos conspicuos (Fig. 4.13A).

As células da camada subdérmica na porcdo ventral sdo semelhantes as do estrato
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externo e dividem-se principalmente no sentido periclinal, sendo menos freqlentes as divisoes
no plano anticlinal, e divisdes anticlinais ocorrem em células isoladas e proximas da regido
conectival, participando dessa forma, do processo de crescimento e expansdo da antera (Fig.
4.13A).

A camada central, por sua vez, apresenta as celulas vacuoladas diferenciando-se das
demais, e em sua regido dorso-central um pequeno grupo de células de menor didmetro
constituido pelo meristema pro-vascular, na regido conectival (Fig. 4.13A).

Com o desenvolvimento do esporéngio, e conseqlientemente proliferacdo de células
da camada subdérmica, o formato elipsoide é perdido e a antera passa a apresentar lobos. As
divisbes sdo mais pronunciadas na porcao dorsal, sendo acompanhadas na sequéncia pelas
células da porcdo ventral. As divisbes da camada subdérmica resultam na camada parietal
priméaria (CPP), ocorrendo mais externamente, e as células arquesporiais (CAr) estando
voltada para a porcéo interna da antera. A primeira, através de inimeras divisdes, formara os
estratos estéreis do esporangio, enquanto que a segunda, participard na formacdo do tecido
arquesporial (Fig. 4.13B).

As células da camada parietal priméaria dividem-se periclinalmente, resultando dois
novos estratos: a camada parietal secundaria externa (CPSE) e camada parietal secundaria
interna (CPSI). Nessa fase € notada o surgimento de um sulco na regido mediana da face
ventral decorrente da maior proliferacdo celular na regido dos lobos (Fig. 4.13B). Nos flancos
do tecido arquesporial, divisbes periclinais e anticlinais tanto em células da camada central,
quanto da camada subdérmica, contribuem no processo de expansdo da regido conectival (Fig.
4.13B).

A CPSE divide-se formando endotécio e camada média e a CPSI diferencia-se no

tapete, que por sua vez, sofre divisdes anticlinais acompanhando a expansdo do 6rgédo (Fig.
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4.13C). A camada média pode sofrer uma ou duas divisdes periclinais, resultando 2 ou 3
estratos celulares (Fig. 4.13D).

As células arquesporiais expandem consideravelmente seu volume e passam a
acumular conteudo de reserva no citoplasma, ao mesmo tempo que as células do tapete

iniciam o processo de alongamento e divisdo nuclear. (Fig. 4.13D).

Antera madura

A antera madura, em secdo transversal mediana, apresenta variagdes morfoldgicas
entre as duas espécies analisadas, com variacdo nos septos. Passiflora elegans apresenta em
sua face dorsal, duas leves sinuosidades proximas a regido central, enquanto que na face
ventral um agudo sulco alcanca a regido mediana do conectivo, entre as duas tecas (fig.
4.14A). Em P. haematostigma, os sulcos dorsais sdo mais amplos, tornando as tecas mais
separadas do que em P. elegans (fig. 4.14B).

O conectivo apresenta um feixe vascular em ambas as espécies (fig. 4.14A,B) e
células com espessamentos em P. haematostigma (fig. 4.14B).

As células epidérmicas apresentam conteddo de amido distribuido de maneira
desigual entre os dois lados do septo, em ambas as espécies (fig. 4.15B,C), e somente P.
elegans apresenta células estomiais na regido proxima ao septo entre os dois esporangios (fig.
4.15A,B).

O endotécio encontra-se composto por um estrato celular em sua maior extensao
podendo apresentar camadas adicionais proximas ao flancos da antera (fig. 4.14A,B). As
células apresentam espessamentos em forma de U ao longo das paredes em ambas as espécies
(fig. 4.16A,B,C) e um tipo adicional, de formato circular, foi observado em P. haematostigma

em células proximas ao endotécio (fig. 4.16C).
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Idioblastos contendo cristais de oxalato de calcio foram observados na regido
conectival (fig. 4.16E) e préximas a zona estomial (fig. 4.16D) em P. haematostigma.

As camadas médias sdo efémeras em P. elegans (fig. 4.16A,B) e persistem até a
antese, adquirindo espessamentos em P. haematostigma (fig. 4.16B,E).

O tapete entra em colapso, ndo alcangando a antese, com 0s seus conteddos
citoplasmaticos liberados no I6culo ou sobre a superficie do polen, constituindo o pollenkitt

(fig. 4.16E).

Androsporogénese

A antera jovem complemente formada, apresenta quatro esporangios na regiao
ventral-lateral e opostos ao conectivo, sendo este composto por células de formato irregular,
com o feixe vascular inserido em sua regiéo central (fig. 4.17A).

As celulas epidérmicas, assim como o endotécio e camadas médias, apresentam
células vacuoladas com nicleo grande e evidente. As camadas médias apresentam nucleos
com porcdes de cromatina condensada e pequenos vacutolos (fig. 4.17B,D).

Na porcdo ventral, internamente a epiderme tem-se o endotécio, sendo esse estrato
composto principalmente, por uma camada celular ao longo de toda a sua extensdo, e uma
camada adicional nos flancos e regido dorsal-lateral da antera (fig. 4.17B). Duas ou mais
camadas médias, composta por células de menor tamanho (fig. 4.17D) e um tapete como
estrato celular mais interno, delimitando e envolvendo completamente o arquesporio, com
células volumosas e de nucleo conspicuo (fig.4.17B,D).

As células do tapete sdo alongadas radialmente. Apresentam citoplasma denso, com
pequenos vacuolos e nacleos com nucléolos conspicuos. Cabe mencionar que nessa etapa, as

paredes do tapete ndo reagem ao teste para celulose (fig. 4.17C) e suas células sdo
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polinucleadas (fig. 4.17D).

O arquesporio, por sua vez, apresenta as maiores células do esporangio medindo
cerca de 20 a 30 um de didmetro cada uma delas. Suas paredes sdo finas e reagem com menor
intensidade ao teste de celulose. O citoplasma apresenta grandes granulos de reserva, de
constituicdo lipidica. Os nucleos séo hialinos, com poucas porg¢des de cromatina condensada e
com nucléolos conspicuos(fig. 4.17D).

As células do tapete apresentam grandes vacuolos no citoplasma nas etapas
antecedente a meiose, com nucleos apresentando cromatina condensada (fig. 4.18A),
enquanto que as células arquesporiais passam a apresentar o citoplasma homogéneo (fig.
4.18A,B).

Ao iniciar a meiose, as células do tapete dividem-se periclinalmente, formando
estratos adicionais que projetam-se em direcdo ao I6culo do esporangio, ao mesmo tempo em
que sdo observadas divisdes e fusdes nucleares em suas células (fig. 4.18C).

As células do tapete permanecem com o citoplasma homogéneo, enquanto que a
cromatina inicia o condensamento do DNA, iniciando dessa forma os eventos relacionados
com a profase | meidtica (fig. 4.18C,D).

Concomitantemente ao inicio da meiose, uma parede calésica inicia a sua deposicéo,
ao redor do androsporocito, primeiramente nos angulos das células (fig 4.18D), e igualando-
se ao longo de todo o contorno celular durante as fases de tétrade (fig 4.18E). Os eventos de
divisdo celular ndo sdo sincronizados entre células do mesmo esporangio, com a ocorréncia de
comunicag0es citoplasmaticas entre o citoplasmas de células vizinhas (fig. 4.18F).

O isolamento dos andrdsporos jovens ocorre através da formacdo de uma parede de
calose, apds a fase tetranucleada, caracterizando dessa forma a citocinese como do tipo

simultanea (fig. 4.19A,B). Durante a meiose, 0 esporangio expande e as células do tapete
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passam a acumular contetdos PAS positivos no interior de seus vacuolos. No interior do
esporangio, percebe-se um distanciamento entre tétrades, possivelmente decorrente do
acumulo de contetidos semelhantes aos encontrados nos vacuolos do tapete (fig 4.19A).

As tétrades apresentam arranjo espacial tetraédrico (fig. 4.19A,B,C,D). A
esporoderme inicia a sua deposi¢édo ao redor dos futuros androsporos ainda na fase de tétrade,
através da formacdo da primexina sobre a parede de calose (fig. 4.19E). A primexina é
depositada somente nas regides intercolpos, sendo ausente nas regibes das aberturas e
apresenta constituicdo polissacaridica (fig. 4.19F) e protéica (fig.4.19G). Através da reacdo de
PAS, pequenos granulos de natureza polissacaridica, possivelmente amido, sdo observados no
seu citoplasma dos andrdsporos (fig. 4.19F).

Associada a primexina, ainda na fase de tétrade de androsporos, a estrutura da exina
se torna complexa. Em P. elegans o aspecto reticulado da futura exina é percebido quando
submetido a analise com contraste interferencial (fig.4.20A) e a deposi¢do de esporopolenina
no interior da tétrade foi confirmada com Auramina O (fig. 4.20B). Em P. haematostigma, 0s
androsporos foram observados momentos antes da completa dissociacdo do arranjo
tetraédrico (fig. 4.20C) com a formacdo de uma parede de exina (fig. 4.20D) antes mesmo da
completa dissolucédo da calose (fig. 4.20E).

Os androsporos jovens sdo liberados no interior do léculo e adquirem o formato
esférico em ambas as espécies (fig. 4.21A,B). No entanto, em P. haematostigma, esse formato
difere um pouco e apresenta secdo triangular, quando vistas em secéo (fig. 4.22B,C).

Os androsporos apresentam nucleo grande e nucléolo conspicuo, com citoplasma
denso, e com pequenos vacuolos em seu interior. Os testes histoquimicos revelaram a
ocorréncia de pequenos granulos de amido, como compostos de reserva (fig. 4.21C) . Em P.

elegans foi observado a presenca de estruturas com cerca de 5 um de didmetro que reagem
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negativamente aos testes histoquimicos (fig. 4.21B).
A exina cora-se de verde com Azul de Toluidina e a presenca do oncus da exina é
facilmente identificavel pela sua composicdo péctica na regido dos colporos de P.

haematostigma (fig.4.22B,C).

Androgametogénese

A fase gametofitica inicia-se com a formacdo de vactolo central e polarizagdo do
citoplasma do androsporo (fig. 4.21D). O nucleo, antes central, passa a ocupar posicao
periférica e torna-se hialino e com nucléolo conspicuo. O citoplasma torna-se denso e
concentra seu maior volume junto a célula polarizado (fig. 4.21D; 4.22D,E).

A exina encontra-se praticamente formada, enquanto que a intina projeta-se
internamente, tornando-se espessa sob 0s colpos, e delgada nas regides intercolpos (fig.
4.21D; 4.22E F).

Apos a polarizacdo, o nucleo do androsporo divide-se mitoticamente (fig. 4.22F),
formando a célula vegetativa (CV) e a célula generativa (CG) (fig. 4.23A,B).

As células do tapete, que anteriormente se apresentava alongadas e organizadas ao
redor do loculo, passam a apresentar formato irregular (fig.4.21E; 4.22B). Os vacuolos
citoplasmaticos continuam presentes e 0s nucleos poliploides apresentam variagdes com
relagdo ao grau de fusdo, desde totalmente livres, passando a parcialmente fusionados até a
completa fuséo, visto apresentarem maior volume, quando comparados aos demais isolados
(fig. 4.21E; 4.22B).

Uma vez ocorrida a divisdo mitdtica, o vaclolo central se reduz e o nucleo
vegetativo retorna para a por¢do mediana do citoplasma, enquanto que a célula generativa

mantem-se em posicao parietal (fig. 4.23A,B).
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A parede que separa as duas células é continua com a intina (fig. 4.23A,B). A célula
generativa migra para a regido central da célula vegetativa, adquirindo formato lenticular a
falciforme (fig. 4.23C,D). A partir dessa fase, a célula vegetativa acumula grande guantidade
de amido em seu citoplasma. (fig.4.24A,B). Esse amido é hidrolisado de forma distinta
durante a diferenciacdo do polen, de forma que ambas as espécies apresentam polen com e
sem amido durante a antese (fig. 4.24C,D). Nos casos em que o amido é hidrolisado, o
citoplasma € reativo a reagdo de PAS (fig. 4.24C), enquanto que nos demais, sem hidrolise, a
reacdo de PAS do citoplasma é mais fraca (fig. 4.24D). A presencga de pélen abortivo, em
processo de degradacdo do citoplasma, sem contetido também foi observado durante as fases
finais do desenvolvimento (fig. 4.23E,F).

O gréo de polen maduro apresenta, em secdo, um nucleo vegetativo hialino, com
formato arredondado e nucléolo conspicuo. A célula generativa encontra-se imediatamente ao
seu lado e apresenta forma alongada e ndcleo com porgdes de cromatina condensada (fig.
4.23C,D).

Os tecidos da antera acumulam poucas variagdes, sendo as mais expressivas
ocorrendo em células do tapete. Apds a meiose, as células antes alongadas e organizadas ao
redor do loculo, passam a apresentar formato irregular. O citoplasma permanece denso e sem
conteudos de reserva aparente, com os conteudos do interior do vacuolo desaparecendo nessa
etapa. O nucleos apresentam grandes por¢des de cromatina condensada com variaces no
tamanho, decorrente dos variados niveis de poliploidizacdo (fig. 4.25A). Ao final da
gametogénese, o citoplasma das células do tapete passam a acumular material de reserva
granular (fig. 4.25B,C).

Acumulos de material com caracteristicas semelhantes a da esporoderme, na forma

de orbiculos, ocorrem na cavidade locular (fig. 4.22F; 4.25A) e no interior do citoplasma da
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células tapetais, bem como ao longo das paredes periclinais formando a membrana peritapetal
(fig. 4.25D,E,F). Na seqléncia, as células do tapete entram em colapso com os contetidos do
citoplasma liberados na cavidade locular ou sobre a superficie dos grdo de pdlen constituindo

0 “pollenkitt” (fig.4.24E,F).

Esporoderme

Exina

A formacdo da esporoderme inicia-se durante a fase de tétrade de androsporos e a
exina apresenta dois estratos (ectexina e endexina) que reagem distintamente aos testes
histoquimicos e de coloracéo.

A coloragdo combinada entre Azul de Astra e Fucsina Basica permite uma distin¢ao
entre a ecto e endexina, com a primeira corando-se com a Fucsina Basica, enquanto que a
endexina, cora-se com 0 Azul de Astra (fig. 4.26B; 4.28A,B) e ambos coram-se de verde
azulado com Azul de Toluidina O (fig. 4.26A,D; 4.28C) e com Auramina O (fig. 4.26C;
4.28D).

A ectexina em P. elegans ndo apresenta camada basal (nexina 1), de forma que as
columelas, encontram-se inseridas diretamente na endexina (nexina 2) (fig. 4.26B; 4.30C), e
como pontos mais intensos com Auramina O (fig. 4.26C; 4.29A).

A ectexina em P. haematostigma apresenta camada basal na forma de uma camada
delgada ao longo da parede, sendo interrompida nas aberturas (fig. 4.28A,B) e com forte
reacdo com Auramina O (fig. 4.28D), enquanto que a endexina cora-se com Azul de Astra,
através de uma fina camada ao longo da regido intercolpos. Apresenta maior espessura nas
extremidades proximas as regides das aberturas (fig. 4.28A,B) e reagem mais fracamente a

reacdo com Auramina O (fig. 4.28D).
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Em P. elegans, a regido das aberturas exina torna-se embebido por material péctico
(4.27A,B,D) e polissacaridico (fig. 4.27C) ao longo de toda a extensdo do colpo (fig. 4.26E;
4.27B,D) e permanece até a fase de polen maduro, diferente dos apresentados por P.
haematostigma que apresentam aberturas do tipo colporo (fig. 4.22C; 4.31B).

Atraves da analise ultraestrutural nota-se que a esporoderme de P. elegans (fig.
4.32A) é mais espessa que em P. haematostigma (fig. 4.32B). A ectexina é mais eletrodensa
que a endexina em ambas as espécies, de forma que em P. haematostigma percebe-se a
presenca da camada basal continua (fig. 4.31B,C), ausente em P. elegans (fig. 4.29C,D;
4.30A,B).

A endexina, em P. elegans, mistura-se com a intina em sua porc¢do basal na regido de
contato entre ambas (fig. 4.29C,D; 4.30B; 4.32A) e estende-se sobre as regides das aberturas,
como uma fina camada, contendo minusculas baculas em sua superficie (fig. 4.29B,C; 4.30A

E).

Intina

A intina, assim como a exina, € mais espessa em P. elegans, quando comparada com
P. haematostigma (fig. 4.32A,B) e apresenta-se constituida por trés estratos quimicamente
distintos de natureza pectico-protéico-celulésico. O mais externo, de natureza péctica, inicia a
deposicdo durante a fase de andrésporos e torna-se mais espessa na regido das aberturas,
através da formacdo do oncus da intina (fig. 4.27A). No pélen maduro a porcdo péctica
envolve todo o gréo e apresenta maior espessura nas regiao das aberturas (fig. 4.26E).

Em P. haematostigma, a intina apresenta a por¢cdo péctica dilatada na regidao central
do colporo (fig. 4.28C,E) e a analise ultraestrutural revela que essa regido dilatada é composta

por dois estratos, de forma que o externo apresenta maior eletrodensidade que o interno, e

37



Aspectos embrioldgicos de espécies do género Passiflora (Passifloraceae), com énfase no potencial de heranga organelar

tornam-se um Unico estrato ao longo das regides intercolpos (fig. 4.31C).

Um estrato péctico-protéico ocorre imediatamente abaixo da porcdo péctica,
apresentando espessura pouco variavel, exceto na regido das aberturas, onde € levemente
espesso em P. haematostigma (fig. 4.26F; 4.28F;), e em ultraestrutura, aparece como um
estrato intermediario de maior eletrodensidade na regido mediana da intina (fig. 4.29C).

O estrato celuldsico da intina € a camada mais interna da parede do polen, forma-se
apo6s o englobamento da célula generativa, e ocorre ao longo de toda a circunferéncia em
ambas a espécies (fig. 4.26G; 4.28G). Em ultraestrutura, mostra-se como uma camada de
aspecto granular, internamente a porcdo péctica da intina, de aspecto fibrilar em ambas as

espeécies (fig. 4.29C,D; 4.31B,C).

Morfologia externa do polen

P. elegans e P. haematostigma apresentam exina semitectada, e as porcdes de teto
presentes, conferem um aspecto reticulado aos grdo de pdlen, sendo o reticulo mais frouxo em
P. elegans (fig. 4.29E; 4.33B,C) quando comparado com P. haematostigma (fig. 4.31E;
4.33E,F). Em P. elegans, as porcdes da exina onde o teto encontra-se ausente, permitem a
visualizacdo das baculas em seu interior com microscopia eletrénica de varredura (fig.
4.33D).

O pdlen de P. elegans apresenta formato esférico, medindo cerca de 50 um, com 6 ou
8 colpos, que se fusionam aos pares nas regides dos polos (fig. 4.29E; 4.33B,C). A exina é
acetdlise resistente, exceto nas regibes dos colpos, onde se rompem liberando o0s
pontopérculos (4.29F).

O pélen de P. haematostigma € prolato (fig. 4.31D,E), medindo cerca de 40 um em

sua maior dimensdo, e apresentando aberturas compostas do tipo colporos, que ocorrem aos
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pares formando trés grupos de dois colporos cada (fig. 4.33E,F). Os colpos (exoabertura)
ocorrem longitudinalmente ao longo do eixo equatorial e suas extremidades alcangam,
isoladamente cada uma, a porcdo apical em ambos os polos (fig. 4.31E). Os colporos séo
acetdlise-resistentes, exceto na regido central, onde os poros comunicam colporos paralelos,

formando um dnico poro central (fig. 4.31F).

Dinadmica de plastidios e mitocéndrias

As CMA, com nucleos em profase | (fig. 4.34A), apresentam um citoplasma rico em
organelas (fig. 4.34B,C) onde facilmente se percebe a ocorréncia de plastidios e mitocondrias
em seu interior (fig. 4.34B,C). Inumeras mitocondrias, de formato globoso a eliptico em
secdo, ocorrem dispersas por todo o citoplasma (fig. 4.34B,C; 4.35) principalmente nos
limites junto a parede, com cerca de 1 um de comprimento (fig. 4.34D,E). Os plastidios sdo
maiores, com cerca de 2 um e apresentam formatos variados, principalmente alongados (fig.
4.34D,E; 4.35). Entre meidcitos vizinhos ocorrem comunicacdes atraves da parede grandes o
suficiente para a passagem de organelas entre ambos os lados (fig. 4.34D,F).

Durante a fase de tétrade com calose (fig.4.36A), e ap6s a separacdo dos
androsporos, observa-se uma polarizacdo de organelas junto aos limites celulares, em menor
numero, nas regides proximas ao nucleo (fig.4.36B). As mitocondrias passam a apresentar
estruturas digitiformes em seu interior e ocorrem principalmente, préximas aos plastidios (fig.
4.36B,C).

Apo6s a meiose (fig. 4.37A) e consequente liberacdo dos androsporos, 0 ndcleo
volumoso passa a ocupar a regido central do citoplasma. Apresenta nucléolo ativo, e com
regibes de material amorfo (fig. 4.37B). As mitocdndrias ocorrem em grupos proximos ao

nucleo e numerosos plastidios encontram-se dispersos ao longo do citoplasma (fig. 4.37B).
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Com a vacuolagdo do andrdsporo, a célula polarizada passa a apresentar o ndcleo em
posicao periférica e proximo a esporoderme, oposto ao grande vacuolo que ocupa a regido
central (fig. 4.37C,D; 4.38). O citoplasma se restringe a regido periférica da célula, com
grande quantidade de organelas como dictiossomos, reticulo endoplasmatico e inimeros
ribossomos (fig. 4.37D; 4.38). As mitocondrias sdo alongadas e menores que os plastidios que
continuam apresentando formato varidvel em secdo, passando de globoso a eliptico e com
grénulos eletrodensos em seu interior (fig. 4.38).

Apos a mitose e formacdo das células vegetativa e generativa, uma parede péctica
continua com a intina é depositada ao redor da célula generativa (fig. 4.39A,B) que apresenta
0 seu citoplasma ja individualizado (fig. 4.39B) com o predominio de plastidios e
mitocéndrias sobre as demais organelas (fig. 4.39C,D).

A etapa de polen bicelular foi analisada também nas espécies P. haematostigma (fig.
4.40A,B) e P. suberosa (fig. 4.40C), e ambas apresentaram o citoplasma da célula generativa
com inumeras organelas, com o predominio de plastidios.

No polen maduro de P. elegans, a célula generativa, uma vez englobada pelo
citoplasma da célula vegetativa, migra para a regido central do pélen (fig. 4.41A) e adquire
formato falciforme em secdo longitudinal (fig. 4.41.B,C). O citoplasma da célula generativa
madura contém um nucleo posicionado na regido central, e inimeras mitocéndrias e plastidios

dispersos pelo citoplasma (fig. 4.41C).
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Figura 4.1 - Projecdo da placenta e dos rudimentos seminais no ovario de P. elegans.
(A) Ovaério tricarpelar e unilocular em secdo transversal na porcdo mediana do botdo
floral jovem. Regido do meristema provascular dorsal (seta). (B) Carpelos fusionados
diferenciando duas zonas placentarias (*). (C) Feixe vascular ventral GUnico em se¢do
transversal do ovario localizado no centro do botéo floral (seta). (D) Secéo longitudinal

do ovario jovem com a projecao de inimeros rudimentos seminais.






Figura 4.2 - Gineceu. (A) Secdo transversal do ovario com rudimentos seminais em P.
haematostigma. (B-C) Tricomas na superficie do ovario de P. haematostigma. (D)
Microscopia eletrénica de varredura da superficie do ovario com tricomas de P.
haematostigma. (E) Secédo transversal do estilete de P. elegans. A seta indica um leve
sulco na porgdo ventral do estilete. (F) Detalhe do estilete em secéo transversal com
feixe vascular e tecido transmissor. (G) Secdo longitudinal do estilete de P. elegans
mostrando ramificacdo do feixe vascular na regido apical. (H) Detalhe do tecido
transmissor no estilete em corte longitudinal. (I) Interface entre o estigma e o tecido
transmissor preenchida por células parenquimaticas (*). Legenda: (Fv) feixe vascular;

(Tt) tecido transmissor.






Figura 4.3 - Estigma de P. elegans. (A) Superficie estigmatica jovem vista em
microscopia eletronica de varredura. (B) Secdo longitudinal do estigma jovem com as
células das camada subdérmica com grandes vacutolos (*). (C) Secdo longitudinal do
estigma mostrando células epidérmicas sendo empurradas pela células da camada sub-
dérmica (*). (D) Divisao transversal da célula subdérmica. (E) Vista longitudinal, em
MEYV, do estigma maduro e detalhe das emergéncias na superficie do estigma (F) Secao
transversal das emergéncias estigmaticas evidenciando células com cavidade central
(seta). (G) Superficie estigmatica com crescimento do tubo polinico na por¢éo central

da emergéncia.






Figura 4.4 - Formacéo dos rudimentos seminais em P. elegans. (A) Divisdes periclinais
da camada central (*). (B) Projecdo dos rudimentos seminais. (C) Detalhe do rudimento
seminal com divisdo periclinal na camada subdérmica. (D) Proliferagdo da regido
funicular com o inicio da curvatura anatropa e surgimento dos tegumentos (setas).
Legenda: (C1) camada dérmica; (C2) camada subdérmica; (C3) camada central; (Fu)

funiculo; (Nu) nucelo.






Figura 4.5 - Rudimento seminal e formac&o dos tegumentos em P. haematostigma. (A)
Desenvolvimento do tegumento interno, e alongamento das células precursoras do
tegumento externo. (B) Desenvolvimento do tegumento externo. (C-D) Microscopia
eletrbnica de varredura, revela a formacdo de dois anéis circulares contiguos a regido
apical do rudimento seminal. (D) Detalhe. Legenda: (Fu) funiculo; (Nu) nucelo; (TE)

tegumento externo; (T1) tegumento interno.






Figura 4.6 - Arquesporio pré-meiotico de P. elegans. (A) Célula arquesporial alongada
(*). (B-F) Mitoses da célula arquesporial (*). (B) Mitose transversal. (C) Mitose
longitudinal. (D-E) Duas mitoses formando um arquesporio tricelular. (F) Arquesporio

tetracelular.






Figura 4.7 - Meiose de gindsporo em P. elegans (A,B) Célula-mée de gindsporo (*)
com tegumentos em porcdo mediana (A) e ultrapassando o apice do nucelo (B). (C)
Tétrade de gindsporos em contraste interferencial. (D) Acimulo de amido no nucelo.

Legenda: (TE) tegumento externo; (T1) tegumento interno.






Figura 4.8 - Meiose de ginésporo em Passiflora haematostigma. (A) Célula mae de
gindsporos em metafase | (detalhe) e divisdo precursora do arilo (cabeca de seta) (B)
Diade de gin6sporos com a diade calazal dividindo (detalhe e seta). (C) Tétrade com
ginosporos sendo o calazal funcional. (D) Tétrade de gindporos com parede de calose

transversal isolando o ginosporo funcional (seta branca).






Figura 4.9 - Ginogametogénese de P. elegans. (A) Gindéfito uninucleado (asterisco), e
célula arquesporial dividida, diferenciando-se como as demais do nucelo (seta preta).
(B) Divisdes periclinais na epiderme nucelar (seta branca). (C) Gindfito binucleado com
tegumento interno delimitando a endostoma. (D) Detalhe do ginofito binucleado.

Legenda: (En) enddstoma; (\Va) vacuolo.






Figura 4.10 - Gindfito tetranucleado. (A) P. elegans. A figura mostra trés dos quatro
nucleos. (B) Detalhe com o quarto nicleo a mostra e epiderme nucelar dividindo (seta).
(C) P. haematostigma com nucelo apresentando divisfes periclinais epidérmicas mais
pronunciadas (seta). (D) Regido da hipdstase (Hi) e calaza (Ca) de P. haematostigma.

Legenda: (Ca) calaza; (Hi) hipdstase; (Va) vacuolo.






Figura 4.11 - Ginofito de P. elegans. (A) Aparelho oosférico com sinérgide e oosfera.
(B) Sinérgides evidenciando o aparelho fibrilar. (C) Célula média com nicleos polares
posicionados lateralmente na célula (seta). (D) Gindfito maduro com nicleo secundéario
polarizado (seta) e ao lado do nucleo da oosfera (cabeca de seta). (E) Nucelo maduro
com conteudo de amido (*). Legenda: (AF) aparelho fibrilar; (EN) epiderme nucelar;

(Nu) nucelo; (Os) oosfera; (Si) sinérgides).






Figura 4.12 - Rudimento seminal. (A) Rudimento seminal de P. elegans com nucelo
micropila em zig-zag (seta) e arilo (*). (B) Detalhe do arilo (*). (C) Microscopia
eletronica de varredura do rudimento seminal fraturado evidenciando os dois
tegumentos e nucelo. (D) Microscopia eletronica de varredura do rudimento seminal de
P. elegans com arilo (*). (E) Microscopia eletronica de varredura do rudimento seminal
de P. haematostigma com arilo (*). Legenda: (Nu) nucelo; (TE) tegumento externo; (TI)

tegumento interno.






Figura 4.13 - Estratos parietais e a formacdo do androsporangio em P. elegans. (A)
Divisfes periclinais nas camadas subdérmicas (C2) (seta). (B) Formacdo da célula
parietal primaria (CPP) e célula arquesporial (CAr) (setas); CPP divide-se novamente e
forma a célula parietal secundaria externa (CPSE) e interna (CPSI) (setas); nos flancos
do tecido arquesporial, divisBes periclinais e anticlinais tanto na camada central, quanto
subdermica, contribuem no processo de expansdo da regido conectival (*). (C) CPSE
divide-se e forma o endotécio (En) e camada média (CM), enquanto que a CPSI
diferencia-se no tapete (Ta). (D) As camadas médias dividem-se formando dois a trés
estratos. Legenda: (C1l) camada dérmica; (C2) camada subdérmica; (C3) camada
central; (CAr) célula arquesporial; (CM) camada média; (CPP) célula parietal primaria;
(CPSE) camada parietal secundaria externa; (CPSI) camada parietal secundaria interna;

(En) endotécio; (Ep) epiderme;(Tp) tapete.






Figura 4.14 - Antera madura. (A) P. elegans. (B) P. haematostigma. Legenda: (Co)
conectivo; (Fx) feixe vascular; (En) endotécio; (Lo) loculo; (CEs) células estomiais;

(Se) septo.






Figura 4.15 - Regido estomial da antera madura. (A) Regido estomial de P. elegans. (B)
Regido estomial de P. elegans com teste para amido. (C) Regido estomial de P.
haematostigma com teste para amido. Legenda: (En) endotécio; (Lo) loculo; (CEs)

células estomiais; (Se) septo.






Figura 4.16 - Antera madura. (A) Endotécio com espessamentos em P. elegans. (B)
Endotécio com espessamentos em P. haematostigma visto em contraste interferencial.
(C) Espessamentos dissociados em P. haematostigma em forma de ‘U’ (cabeca de seta)
e circular (*). (D-E) Idioblastos contendo cristais de oxalato de calcio em P.

haematostigma (seta). Legenda: (En) endotécio; (Lo) I6culo.






Figura 4.17 - Antera jovem de P. elegans. (A) Visao geral da antera tetrasporangiada.
(B) Esporangio. (C) Esporangio com teste para celulose negativo para as paredes do
tapete. (D) Detalhe dos estratos parietais com tapete binucleado e células arquesporais
com contetdos no citoplasma. Legenda: (CAr) celulas arquesporiais; (CM) camadas

médias; (En) endotécio; (Ep) epiderme; (Ta) tapete.






Figura 4.18 - Androsporogénese de P. elegans. (A-B) Células do tapete com vacuolo e
células arquesporiais com nucleo homogéneo. (B) Contraste interferencial. (C) Nucleos
da célula do tapete em divisdo e células-mée de androsporo em profase | da meiose. (D)
Parede de calose ao redor dos androsporécitos em profase 1. (E) Tétrade de androsporos
com parede de calose (F) Tétrade de andrdsporos com canais citomiticos (seta).
Legenda: (CAr) células; (CMA) célula-mae de androsporo; (Ta) tapete. Legenda: (CAr)

células arquesporiais; (CMA) celula-mée de andrdsporos; (Ta) tapete.






Figura 4.19 - Tétrade de andrdsporos. (A) Tétrade em citocinese simultanea e corados
com Azul de Toluidina. (B) Reacdo para calose. (C-D) Tétrades de disposicdo
tetraédrica (seta) de P. elegans. (E) Tétrade com primexina (cabeca de seta) de P.
haematostigma. (F) Tétrade com primexina com reacdo de PAS. (G) Reacdo para

proteinas.






Figura 4.20 - Tétrade de andrdésporos com exina. (A) Contraste interferencial., P.
elegans (B) Reacdo para esporopolenina, P. elegans. (C) Androsporos de P.
haematostigma, momentos antes da dissociacdo da parede de calose. (D) Reacdo para

esporopolenina. (E) Reacdo para calose (seta) em P. haematostigma.






Figura 4.21 - Tapete e androsporos de P. elegans. (A) Reacdo para parede de calose
negativo para o tapete e autofluorescéncia da exina. (B) Andrésporos jovens com
acumulo péctico na regido das aberturas (cabeca de seta) e (C) Teste para amido. (D)
androfito com vacutolo (*). (E) Secdo tangencial do tapete evidenciando os nucleos

poliploides (seta) e formato irregular.






Figura 4.22 - Tapete e androsporos de P. haematostigma. (A) Teste para parede de
celulose e negativo para a parede das células do tapete e autofluorescéncia da exina dos
androsporos. (B) Andrdsporos jovens com oncus da exina péctico. (C) Detalhe com
oncus (cabeca de seta) (D-E) Androfito com vacuolo (*). (E) detalhe. (F) Mitose do
androfito (seta). Legenda: (CM) camadas médias; (En) endotécio; (Ep) epiderme; (Ta)

tapete.






Figura 4.23 - Androgametogénese. (A-B) Célula generativa parietal e nucleo vegetativo
central (A) P. elegans; (B) P. haematostigma. (C-D) Célula generativa englobada pela
célula vegetativa (C) P. elegans; (D) P. haematostigma (D). (E-F) Pélen abortivo (*).
(E) P. elegans; (F) P. haematostigma. Legenda: (CG) célula generativa; (NV) nucleo

vegetativo.






Figura 4.24 - Pdlen maduro. (A) Reacdo para amido em P. elegans. (B) Pdlen de P.
haematostigma em contraste interferencial. (C-D) Pdlen de P. elegans em reacdo de

PAS. (E) Conteudo lipidico sobre o pélen de P. elegans e (F) de P. haematostigma.






Figura 4.25 - Tapete. (A) Nucleos com diferentes condi¢bes de fusdo em P. elegans e
orbiculos na cavidade locular (seta); (B-C) Tapete com granulos no citoplasma (B) P.
haematostigma; (C) P. elegans. (D) Membrana peritapetal em P. haematostigma (*) (E)

Membrana peritapetal (*) de P. elegans e (F) de P. haematostigma. Legenda: (Ta) tapete.






Figura 4.26 - Esporoderme P. elegans. (A) Coloracdo com Azul de Toluidina. (B)
Distincdo entre a ecto (vermelho) e endoexina (azul) com Azul de Astra e Fucsina. (C)
Reacdo com Auramina O. (D) Coloracdo com Azul de Toluidina. (E) Reacdo com Azul
de Alcido com a porcdo péctica do colpo em secdo longitudinal (seta). (F) Estrato

protéico da intina (cabeca de seta). (G) Reacdo positiva para celulose.






Figura 4.27 - Esporoderme de P. elegans. Colpo durante a fase de androsporo
vacuolado. (A-B) Coloracdo com Azul de Toluidina evidenciando dois estratos pécticos
na exina (cabeca de seta) e na intina (seta). (C) Reacdo de PAS. (D) Coloracdo com

Azul de Astra.






Figura 4.28 - Esporoderme P. haematostigma. (A-B) Disting¢do entre a ecto e endoexina
na coloracdo com Azul de Astra e Fucsina (B) Detalhe. (C) Coloragdo com Azul de
Toluidina e detalhe oncus da intina (seta). (D) Reagdo com Auramina O. (E) Reacéo
com Azul de Alcido e oncus da intina (seta) e. (F) Estrato protéico da intina (cabeca de

seta). (G) Reacdo positiva para celulose. Legenda: (Ec) ectexina; (En) endexina.






Figura 4.29 - Esporoderme de P. elegans. (A-B) Reacdo com Auramina em (A) corte
transversal (B) aspecto externo da exina com colpos (seta). (C-D) Eletromicrografia do
grdo de pdlen evidenciando a esporoderme. (D) Zona de transi¢cdo entre endexina e
intina (cabeca de seta) e intina com estrato eletrodenso intermediario. (*). (E)
Microscopia eletrdnica de varredura do pdlen nao acetolisado evidenciando a regido dos
colpos (seta). (F) Pdlen acetolisado com rompimento na regido dos colpos. Legenda:

(Ec) ectexina; (En) endexina; (In) intina.






Figura 4.30 - Detalhe da esporoderme de P. elegans. (A) Eletromicrografia da abertura.
(B) Detalhe da zona de transicdo entre endexina e intina (cabeca de seta). (C) Pdlen
corado com Azul de Astra e Fucsina Bésica. Legenda: (Ec) ectexina; (En) endexina; (In)

intina.






Figura 4.31 - Pdlen maduro de P. haematostigma. (A) Reacdo com Auramina O. (B)
Eletromicrografia de transmissdo na regido da endoabertura evidenciando a intina (seta).
(C) Eletromicrografia do pélen na regido intercolpo. (D) Polen em vista equatorial
evidenciando o poro (seta) e vista polar. (E) Polen acetolisado em vista equatorial.

Legenda: (Ec) ectexina; (En) endexina.






Figura 4.32 - Eletromicrografia da esporoderme madura. (A) P. elegans. (B) P.

haematostigma. Legenda: (Ec) ectexina; (En) endexina ;(In) intina.






Figura 4.33 - Morfologia externa do pdlen ndo acetolisados com microscopia eletronica
de varredura. (A) P. elegans. (B) Polen com 8 colpos. (C) Detalhe. (D) Detalhe do
reticulo na regido do colpo (*). (E-F) Polen de P. haematostigma em vista polar e

equatorial.






Figura 4.34 - Profase | da meiose de P. elegans. (A) Fotomicrografia do androspordcito
em contraste interferencial. (B-C) Androsporécito com citoplasma rico em plastidios (*)
e mitocéndrias (seta) visto em microscopia eletrdnica de transmissdao (MET). (D-E)
Mitocondrias (seta) proximas a parede celular. (F) Canais citomiticos (*). Legenda: (N)

nucleo; (Nu) nucléolo.






Figura 4.35 - Eletromicrografia do androcito de P. elegans. Polarizacdo de organelas
junto a parede celular com predominio de plastidios (*) e mitocondrias (seta). Legenda:

(N) nucleo; (Nu) nucléolo.






Figura 4.36 - Tétrade de androsporos de P. elegans. (A) Fotomicrografia em contraste
interferencial. (B) Eletromicrografia evidenciando inameros plastidios (*) e

mitocdndrias (seta). (C-D) Detalhe. Legenda: (N) ndcleo.






Figura 4.37 - Andrésporo e andrésporo vacuolado de P. elegans. (A) fotomicrografia do
androsporo. (B) Eletromicrografia do andrésporo contendo indmeros plastidios (*) e
mitocondrias (seta) proximas ao nucleo. (C) Eletromicrografia do andrésporo
vacuolado. (D) Detalhe das mitocondrias (seta) proximas ao nucleo. (E) Detalhe de

plastidios (*) e mitocondrias (seta). Legenda: (N) nucleo; (Nu) nucléolo.






Figura 4.38 - Andrésporo vacuolado de P. elegans. Inimeros plastidios com
plastoglobulos pelo citoplasma (*) e mitocondrias (seta) proximos ao ndcleo. Legenda:

(N) nucleo; (Nu) nucléolo; (Va) vacuolo.






Figura 4.39 - Androfito bicelular de P. elegans. (A) Parede péctica, continua com a
intina, ao redor da célula generativa. (B) Detalhe mostrando mitocdndrias (seta) no
citoplasma da célula vegetativa. (C) Citoplasma da célula generativa com mitocondrias
(seta) e plastidios (*) proximos ao nucleo generativo. (D) detalhe do citoplasma

generativo. Legenda: (NG) nacleo generativo; (NV) nucleo vegetativo.






Figura 4.40 - Célula generativa. (A-B) eletromicrografia do polen maduro de P.
haematostigma. (B) detalhe do citoplasma contendo plastidios (*). (C) secéo
longitudinal da célula generativa de P. suberosa evidenciando a presenca de plastidios

(*). Legenda: (NG) nucleo generativo; (NV) nlcleo vegetativo.






Figura 4.41 - Pélen maduro de P. elegans. (A) Célula generativa em se¢do transversal.
(B) Formato falciforme da célula generativa. (C) Citoplasma da célula generativa
madura com mitocondrias proximas ao nucleo (seta) e inumeros plastidios dispersos

pelo citoplasma (*).
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5 - Discusséo

Gineceu

A presenca de ovarios tricarpelares, com um unico léculo e estiletes do tipo sélido,
nas espécies analisadas esta de acordo com as descricdes de Puri (1947) para as espécies de
Passiflora. O autor também relata a emergéncia dos rudimentos seminais nas regides
proximas aos feixes vasculares ventrais fusionados.

O estilete do tipo solido de P. edulis foi analisado por Souza et al. (2006) tanto em
nivel estrutural, quanto histoquimico, apresentando um tecido transmissor central com
espacgos intercelulares e conteddos de polissacarideos e lipideos. Os conteddos
polissacaridicos também foram observados no presente trabalho, e possivelmente a sua
deposicdo no meio extracelular tenha relacdo com a passagem do tubo polinico por esse
espaco, como demonstrado por Braum (2008) em eventos de polinizagdo de P. elegans e P.
suberosa.

O estigma de espécies de Passifloraceae tem sido descrito de diversas maneiras em
trabalhos anteriores: Puri (1947) descreve a anatomia da flor de espécies do género e
considera os estigmas como estruturas grandes e macigas, mas comentarios adicionais a
respeito de sua estrutura ndo sdao mencionados. Raju (1956) classifica as mesmas estruturas
como “projecOes” facilitadoras na retencdo dos grdos de polen durante os eventos de
polinizacdo, e também como local de crescimento dos tubos polinicos durante a passagem em
direcdo ao tecido transmissor. Heslop-Harrison & Shivanna (1977), em uma revisao sobre
estigmas em angiospermas, classificam os presentes na familia Passifloraceae como do tipo
seco e portador de papilas unicelulares. Bernhard (1999), ao analisar a superficie estigmatica
de Passiflora racemosa e outros géneros da familia, bem como de Adenia (Flacourtiaceae). O

autor classifica-as também como distintas papilas multicelulares e multisseriadas, com
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ocorréncia na maioria das espécies estudadas, exceto em Adenia. A mesma classificacdo é
utilizada por Souza et al. (2006) na analise da espécie P. edulis f. flavicarpa, que consideram
as estruturas originadas a partir da epiderme, apresentando células altamente vacuoladas e
com paredes finas.

A superficie estigmatica parece ser um bom carater taxondmico para espécies de
Passifloraceae, uma vez que Bernhard (1999) considera as estruturas encontradas no estigma
comuns entre géneros de Passifloraceae e pouco frequente nas demais familias de
angiospermas.

As emergéncias estigmaticas encontradas na superficie do estigma de Passiflora
apresentam semelhancas estruturais e ontogenéticas com coléteres (Paiva & Machado, 2006),
e esses por sua vez, costumam estar associados com a secre¢do de compostos mucilaginosos.
Thomas (1991) cita a sua ocorréncia em cerca de 60 familias de angiospermas, ocorrendo
principalmente em estipulas e/ou sépalas. Em Passifloraceae é citada a ocorréncia em
superficies foliares (Solereder, 1908), enquanto que em Turneraceae sao abundantes em partes
jovens da planta, principalmente nas bordas de primérdios foliares e de estipulas (Gonzalez,
1998).

Coléteres secretam material de natureza viscosa para a sua superficie externa
(Thomas, 1991; Gonzéalez, 1998; Klein et al., 2004; Paiva & Machado, 2006; Barreiro &
Machado, 2007), diferente do observado no presente trabalho, no qual as emergéncias
acumulam compostos de natureza péctica em suas paredes internas.

A superficie estigmatica tem crucial importancia nos eventos de polinizacdo
participando do reconhecimento do pdlen, através da secrecdo de glicoproteinas para a
superficie externa (Tilton et al., 1984). Também foi observado em P. edulis o acumulo de

compostos de natureza péctica, principalmente ao longo das paredes periclinais internas
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(Souza et al., 2006), ocorréncia similar evidenciada no presente trabalho, podendo estar
relacionado com uma eficiente disponibilizagdo de nutrientes para o tubo polinico durante a
Sua passagem, uma vez que permitem um acumulo adicional de compostos, necessarios ao
tubo polinico apos a germinacao.

A estrutura trizonada da placenta e o desenvolvimento inicial dos rudimentos
seminais, a partir de divisOes periclinais da camada central, também foi encontrado em
diversas familias vegetais, ndo relacionadas filogeneticamente a Passifloraceae e citada por
outros autores (Bouman, 1984; Bittencourt & Mariath, 2002; De Toni & Mariath, 2003).
Baseando-se nos presentes resultados com relacdo a ontogénese dos rudimentos seminais tem-
se:

< a projecdo dos rudimentos seminais a partir da placenta é semelhante ao
encontrado por Dathan & Singh (1973) nas espécies P. edulis, P. caerulea e Tacsonia
molissima (atualmente P. molissima), sendo essa uma caracteristica comum dentro de
Passifloraceae;

< a formacgdo de ambos os tegumentos a partir da camada dérmica, em P. elegans e
P. haematostigma é similar ao encontrado em P. suberosa (Silvério et al., 2009). Detalhes da
origem e formacdo dos tegumentos para espécies do género sdo escassos em trabalhos
anteriores. Padhye & Deshpande (1960) e Singh (1962) relatam simplesmente o surgimento
dos tegumentos, proximo a regido apical do nucelo, mas sem referir a quais camadas celulares
participam do processo.

A presenca de um segundo tegumento é uma caracteristica exclusiva das plantas com
flores (Gasser et al., 1998) e a condi¢do bitegumentada é considerada primitiva dentro das
angiospermas, sendo o0 nimero de tegumentos, bem como o modo de origem, caracteristicas

de grande valor taxonémico para a familia (Warming 1878, Bouman 1971, Bouman & Calis
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1977, Bouman 1984).

Dathan e Singh (1973) relatam que o surgimento dos tegumentos é simultaneo nas
espécies de Passiflora observadas, mas ndo evidenciaram as divisdes iniciais formadoras dos
mesmos. Entretanto, essa generalizacdo difere do observado nas espécies analisadas, uma vez
que a formacéo do tegumento interno, sendo acompanhado na sequéncia do desenvolvimento,

pelo externo, € similar ao encontrado também em P. suberosa (Silvério et al., 2009).

Ginosporangio e ginosporogénese

Padhye e Deshpande (1960) descrevem o arquespério para P. foetida como
multicelular, formado a partir de duas a quatro células hipodérmicas, onde somente uma se
diferencia em célula-mae de ginosporos. No entanto, o arquesporio geralmente é considerado
como unicelular em Passiflora (Schnarf, 1931; Raju, 1956; Amela Garcia et al., 2003). Na
presente analise, a célula arquesporial divide-se mitoticamente antes de iniciar 0 processo
meiotico, de maneira similar aos resultados observados por Singh (1962) e Silvério et al.,
(2009) em P. foetida e P. suberosa, respectivamente. Pozner (2001) considera que divisdes
mitoticas no arquesporio sdo raras em ginosporangios de angiospermas, COm poucos Casos
ocorrendo em Casuarina, e em espécies de Malvaceae, Betulaceae e Fagaceae.

N&o se pode afirmar ao certo que as variacdes citoldgicas observadas durante as
fases iniciais de formacdo do ginosporangio em Passiflora, exercam influencia nas etapas
seguintes do desenvolvimento, uma vez que o género forma indmeros rudimentos seminais
com sacos embrionario completos.

Dessa forma, as variantes morfoldgicas demonstram a necessidade de analises
adicionais para a familia, com um namero maior de espécies, a fim de se estabelecer um

padrdo para o grupo, bem como informacGes adicionais sobre a evolucdo do carater da
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familia.

Tendo em vista o grande nimero de espécies de Passiflora, e dentre elas, a maior
parte ndo conhecida em niveis embriologicos, essas variagdes no arquesporio podem ser bons
caracteres a ser investigados, visto ocorrer variagdes em grupos taxondmicos dentro da
familia, como demonstrado por Mariath & Cocucci (1997) em Rubiaceae.

A deposicdo de calose € um fendmeno comum durante a ginosporogénese em
angiospermas e inicia-se comumente durante a profase | meidtica, desaparecendo durante as
etapas seguintes da divisdo (Rodkiewicz, 1970). Bouman (1984) considera a parede de calose
uma caracteristica primitiva, que atua diminuindo a permeabilidade da parede celular.

A separacdo entre citoplasmas durante a meiose costuma iniciar com a formacéo de
uma parede pecto-celulésica, seguida pela deposicdo de calose. No presente trabalho, a parede
de calose ndo foi observada em P. elegans nas fases analisadas, ocorrendo somente durante a
fase de tétrade em P. haematostigma, ao longo das paredes transversais, isolando o gindsporo
calazal viavel. Essa variacdo pode ser decorrente de uma deposicdo de calose tardia, ndo
deposita ainda nas fases analisadas em P. elegans. A ocorréncia de tétrade de gindsporos
lineares foram observados em outras espécies de Passiflora (Raju, 1956; Padhye &
Deshpande, 1960; Amela Garcia, 2003) e possivelmente trata-se do padrdo comum para o0
género Passiflora.

Associado ao desenvolvimento do ginofito, tém-se variacdes no esporangio, de
forma que Maheshwari (1950) considera que o nucelo e seus contetdos celulares, costumam
ser consumidos durante as etapas de formacgdo do mesmo. No presente trabalho, foi observado
um acumulo de material péctico nas células dos estratos parietais a partir da fase tetranucleada
e provavelmente resultam de lise celular durante a gametogénese.

Bouman (1984) considera o nucelo, dentre outras caracteristicas, como um o6rgao do
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rudimento seminal, que contém tecidos de reserva. Dessa forma as grandes quantidades de
amido detectadas no tecido nucelar durante a divisdo meiética em P. elegans poderiam estar
relacionados com o suprimento para os eventos de divisdo celular durante a meiose, e 0
conteddo apresentado durante a antese, possivelmente esteja associado com o crescimento do
tubo polinico, ou com o desenvolvimento do embrido esporofitico apos a fecundacéo, como
observado por Silvério et al. (2009) em P. suberosa..

A formagdo de um *“capuz nucelar” é descrita em familias relacionadas como
Euphorbiaceae e Malpighiaceae (Bouman, 1984) bem como para Passifloraceae (Schnarf,
1931; Johri et al., 1992). Batygina (2002) considera que o grau de desenvolvimento do “capuz
nucelar” é um carater espécie-especifico, e confirmado na presente analise, visto que a
proliferacdo da epiderme nucelar apresentou diferencas entre as espécies analisadas, sendo
mais pronunciada em P. haematostigma. O fato de ndo ser observado em P. suberosa (Silvério
et al., 2009) sugere que esta estrutura pode ser um bom carater taxondmico a ser analisado em

rudimentos seminais de Passiflora.

Ginogametogénese

A formacdo do ginofito nas espécies estudadas é do tipo Polygonum (Maheshwari
1950), coincide com o padrdo descrito para outras espécies de Passifloraceae, como P.
adenophylla (Cook, 1909), P. foetida (Raju, 1952); Padhye & Deshpande, 1960), P. calcarata
(Raju ,1956), P. edulis (Souza et al., 2002), P. caerulea (Amela Garcia et al., 2003) e P.
suberosa (Silveério et al., 2009).

As antipodas sdo efémeras nas espécies analisadas, e ndo alcancam a antese, de
forma similar ao observado em outros trabalhos com espécies do género (Raju, 1952; 1956;

Souza et al., 2002; Amela Garcia et al., 2003).
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Souza et al. (2002) e Padhye & Deshpande (1960) observaram a presenca de nucleos
polares ndo-fusionados durante a fase de botdo floral em espécies de Passiflora. No entanto, a
formacdo do nucleo secundario ocorre proximo do periodo de antese, de modo similar ao
encontrado em P. caerulea (Amela Garcia et al., 2003) e em P. suberosa (Silvério et al., 2009)
onde os autores a descrevem como tardia, visto que tal processo ocorre pouco antes da
fecundacdo.

O aparelho oosférico apresenta duas sinérgides proeminente e cada qual um aparelho
fibrilar desenvolvido. Sinérgides sdo células altamente especializadas, e provavelmente
participam do controle de fatores relacionados com a descarga e fusdo dos gametas
(Weterings and Russell, 2004), através da emissdo de sinais quimicos (Willemse & Went
1984; Huang & Russell, 1992; Higashiyama et al., 2003; Punwani & Drews, 2008), bem
como participando da conducgdo dos nucleos espermaticos até os nucleos da oosfera e célula
média, através de modificacbes de seu citoesqueleto (Huang & Russell, 1994; Huang &
Sheridan, 1998; Fu et al., 2000).

O aparelho oosférico é semelhante ao encontrado em espécies do género (Amela
Garcia et al., 2003; Silvério et al, 2009). Amela Garcia et al., (2003) observaram diferencas
no aparelho fibrilar, entre as sinérgides de P. caerulea, uma das quais apresentou maior
quantidade de reticulo endoplasmatico rugoso, e essa variacdo podem estar relacionadas com

a emissédo de sinais no direcionamento do tubo polinico.

Rudimento seminal maduro
Apo6s a fecundagdo, os tegumentos diferenciam-se e passam a fazer parte do
envoltorio das sementes. A andlise dos tegumentos e seus estratos celulares, tem grande

importancia em trabalhos taxonémicos , visto que as variagdes tém sido identificadas em
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trabalhos com sementes de espécies do género Passiflora (Deginani, 2001, Pérez-Cortez et
al., 2002 e Pérez-Cortez et al.,2005).

O rudimento seminal anatropo e bitegumentado, correspondem a maioria das
descricdes para o género (Schnarf, 1931, Johri, 1992), exceto em P. calcarata, classificado
como ortotropo (Raju, 1956). A micrdpila em zig-zag é similar a encontrada por Dathan &
Singh (1973) e Silvério et al. (2009). No entanto, o tipo de formagdo da micropila pode
apresentar variages, como observado por Padhye & Deshpande (1960) em P. foetida onde os
tegumentos apresentam outra conformacdo, devido a projecdo diferenciada de suas
extremidades.

Passifloraceae é caracterizadas por apresentar sementes ariladas, sendo o arilo uma
estrutura rica em amido e lipideos (Johri et al., 1992) e de coloracdo atraente para animais
(Boesewinkel & Bouman, 1984).0 arilo € uma estrutura da semente cujo desenvolvimento
ocorre principalmente ap6s a fecundacdo como ja observado em P. suberosa (Kloos &
Bouman 1980) e em outras espécies do género (Raju 1952, 1956, Singh 1962, Dathan &
Singh 1973) bem como em outras familias ndo-relacionadas como Leguminosae (Rodriguez-
Riafio, 2006). Segundo a classificacdo de Corner (1976), o termo arilo é utilizado para definir
uma estrutura de origem funicular que envolve total ou parcialmente a semente, e no passado
chegou a ser considerado como um terceiro tegumento que participava do envoltorio de
sementes (Maheshwari, 1950). Em P. elegans e P. haematostigma, o arilo inicia a sua
formagdo no botdo floral antes do inicio da meiose, através de divisbes periclinais da
epiderme funicular, antecedente ao inicio durante o evento mei6tico observado em P.

suberosa e Turnera ulmifolia por Kloos & Bouman (1980).
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Androceu

Estratos parietais e a formacgao do androsporangio

Os androsporangios das espécies estudadas sdo similares ao descritos para as
espécies do género (Padhye & Deshpande, 1960; Amela Garcia et al., 2003), com variacGes
no namero final de camadas médias, e esse fato pode estar relacionado com o tamanho final
da antera.

Por outro lado, a formagao dos estratos parietais apresenta variagdes, de modo que o
tipo Dicotileddneo obtido no presente trabalho é similar ao observado em outras espécies do
género por Amela Garcia et al. (2002), diferindo do tipo Bésico encontrado por Tormes
(2007) em P. suberosa. Cabe salientar que P. suberosa, detalhada por Tormes (2007), também
participa do grupo de espécies analisadas por Amela Garcia et al. (2002), merecendo uma
investigacdo mais detalhada da formacdo desses estratos, esclarecendo a ocorréncia de

diferentes tipos ontogenéticos numa mesma espécie.

Antera madura

A ocorréncia de uma epiderme uniestratificada na antera madura € usual para as
espécies de Passiflora estudadas, sendo comum também a ocorréncia de células dilatadas
proximas a regido estomial (células estomiais) (Raju, 1956; Padhye & Deshpande, 1960;
Souza & Pereira, 2000; Amela Garcia, 2002). A presenca das células estomiais parece ser uma
caracteristica comum entre espécies do subgénero Passiflora, visto serem ausentes em P.
haematostigma, e em P. suberosa (Tormes, 2007), dos subgéneros Astrophea e Decaloba
respectivamente.

De acordo com Keijzer (1987; 1996), o processo de abertura das anteras, da-se pela

combinacédo entre a acdo mecanica de expansdo celular das células epidérmicas e endotécio,
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com a lise enzimética da lamela média de células da regido do septo.

Grande quantidade de amido foi encontrada nas células epidérmicas das espécies em
estudo, de forma similar ao encontrado por Amela Garcia et al. (2002) para P. caerulea. A
grande quantidade de amido nas células epidérmicas, bem como a presenca de cristais de
oxalato de célcio em células do limite da regido de abertura podem estar relacionadas com a
ruptura do septo nas espécies analisadas, uma vez que a hidrolise do amido provoca alteragdes
osméticas no interior celular pela liberagdo de agUcares (Keijzer, 1987), enquanto que a
presenca de drusas pode estar relacionada com a retirada de ions Ca?* de células da regido do
septo, como observado em Capsicum annuum por Horner & Wagner (1980). Segundo
Franceschi & Horner (1980) uma das funcGes do calcio em plantas é a ativacdo e/ou
estabilizacdo de certas enzimas e por ser essencial na formacdo da lamela média. Outra
possivel funcdo atribuida a presenca de drusas, seria a protecdo contra predacdo de animais.

Um fato interessante é que em ambas as espécies, 0 acimulo de amido é desigual
entre os dois lados do septo, 0 que pode resultar em diferentes forgas de tensdo na regiéo.
Outro fato a ser destacado, é que a presenga de cristais de calcio foi observada somente em P.
haematostigma e pode ter relacdo com a auséncia de células estomiais na regido do septo,
como encontrado em P. elegans.

A presenca de um endotecio com células de paredes espessadas é considerada
comum entre as angiospermas, inclusive em plantas de ambiente aquatico (Maheshwari,
1950) e a reducdo no numero de camadas € considerada uma caracteristica derivada por
(Bhandari, 1984), visto ocorrerem vérias camadas desse estrato em angiospermas basais. A
presenca de um unico estrato celular nas espécies analisadas é similar ao encontrado em
outras espécies do género (Padhye & Deshpande, 1960; Amela Garcia et al., 2002; Tormes,

2007).
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Amela Garcia et al., (2002) citam a ocorréncia dos espessamentos parietais das
células do endotécio para seis espécies do género, mas sem classificar o padrdo encontrado,
da mesma forma como em P. foetida observada por Padhye & Deshpande (1960).

Os espessamentos, em forma de “U”, encontrados em ambas as espécies no presente
trabalho, diferem dos espessamentos helicoidais encontrados por Tormes (2007) em P.
suberosa,e assim como o tipo de formacdo da parede do esporangio, podem estar associados
aos tamanhos das anteras e seus mecanismos de abertura que variam entre 0s subgéneros
Passiflora e Decaloba.

P. haematostigma também apresenta espessamentos parietais anelares em
praticamente todas as células do conectivo da antera madura. A ocorréncia destes
espessamentos pode fornecer forca mecanica adicional durante a fase de dessecamento da
antera, auxiliando no rompimento do septo. Essa caracteristica pode desempenhar um papel
importante durante a deiscéncia, visto que P. haematostigma apresenta anteras com cerca de 1
cm de comprimento na maturidade e sdo relativamente maiores que as encontradas em P.
elegans que ndo ultrapassam cerca de 0,6 cm.

As camadas médias ocorrem internamente ao endotécio e sdo constituidas por duas
ou trés camadas de células que sofrem colapso a partir da fase de meiose de andrésporos
(Maheshwari, 1950). Batygina (2002) sugere mdultiplas funcdes as células da camada média,
como a participagcdo no estoque de substancias como amido, transporte de assimilados,
secrecdo de compostos envolvidos com a formacdo do “pollenkitt” e mecanico com
participacdo no mecanismo de abertura da antera. Em P. elegans, as camadas médias sofrem
colapso na antera madura, de modo similar ao encontrado em outras espécies da familia
(Amela Garcia et al., 2002; Tormes, 2007). No entanto em P. haematostigma, as camadas

médias persistem e adquirem espessamentos em suas paredes, possivelmente contribuindo
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com o processo de deiscéncia da antera madura.

O tapete é dentre as camadas da parede do androsporangio, o estrato celular mais
interno, circundando completamente o tecido arquesporial e desempenhando importante papel
no desenvolvimento do polen devido ao seu posicionamento (Maheshwari, 1950). As espécies
investigadas no presente trabalho apresentam tapete do tipo secretor, que segundo Pacini et
al., (1985) ¢ considerado o tipo ancestral do qual todos os demais derivaram, enquanto que 0
tipo plasmodial é considerado derivado e de ocorréncia em plantas com anteras pequenas.

Atribui-se ao tapete inUmeras funcGes durante o desenvolvimento do polen,
participando desde a meiose com a formacdo do fluido locular e secrecdo de calase, até a
deiscéncia da antera com a sintese de precursores de esporopolenina e formacdo do
“pollenkitt” ou trifino (Pacini et al., 1985; Pacini, 1990), e problemas no tapete podem
resultar em esterilidade polinica (Bhandari, 1984).

Durante a meiose, a influéncia do tapete sobre os meidcitos é limitada pela
ocorréncia das paredes de calose (Pacini et al., 1985), o que favorece o metabolismo interno
desse tecido, resultando em aumento do volume celular nesse periodo, com acumulo de
diferentes tipos de compostos de reserva que, posteriormente, sdo liberados no interior do
I6culo (Bhandari, 1984).

A grande expansdo do esporangio observada durante os eventos meioticos ocorre
simultaneamente com o acumulo de conteudos na cavidade locular. Maheshwari (1950)
considera que esses conteidos sdo produzidos exclusivamente pelo tapete, o que justifica a
presenca de contetdos similares em vacuolos das células tapetais observados durante a fase
de tétrade. Clément et al., (1998) relatam a presenca de polissacarideos neutros, pectinas e
proteinas no léculo de Lilium, sendo esses 0s compostos mais abundantes no I6culo até a fase

de andrdsporos livres, podendo estar relacionados com a nutricdo dos mesmos, uma vez que a
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esporoderme permite a passagem de compostos para o seu interior (Heslop-Harrison, 1968).

Em P. elegans e P. haematostigma, também foi observado o acimulo de compostos
de natureza péctica, tanto nos vacuolos da células do tapete, quanto no interior do I6culo entre
as tétrades.

O transporte de compostos para o interior do léculo, oriundos de tapete do tipo
secretor, ¢ facilitado pela dissolugédo das paredes anticlinais e periclinais internas das células
tapetais durante a meiose do tecido esporogénico das anteras de angiospermas (Pacini et al.,
1985; Pacini, 1990) e resultados similares foram apresentados por Amela Garcia et al. (2002)
para espécies do género Passiflora, nas quais as paredes celulares encontraram-se dissolvidas
durante a fase de tétrade. Em ambas as espécies analisadas também obteve-se resultados
semelhantes, uma vez que as células do tapete ndo apresentaram reacao positiva para fibrilas
de celulose em nenhuma das etapas analisadas.

O tapete do tipo secretor, presente em varias angiospermas, € caracterizado pelo
desenvolvimento de estruturas de composi¢do quimica semelhantes as da exina, denominados
orbiculos ou corpusculos de Ubisch (Bhandari, 1984). Os orbiculos reagem de forma similar a
exina aos diversos testes histoquimicos, e sdo resistentes a acetolise, o que demonstra
constituicdo a partir de esporopolenina (Bhandari, 1984; Huysman et al., 1998).

Atribui-se aos orbiculos diversas fungbes como: atuar no transporte da
esporopolenina; participar na prevencdo contra osmose e colapso dos andrésporos durante o
desenvolvimento; ou simplesmente atuar como subprodutos do metabolismo celular
(Huysmans et al., 1998). Essa Ultima funcdo parece ndo apresentar relacdo com a formacéao da
exina, como sugerido por Hesse (1986) e Santos (2000), onde a ocorréncia dos mesmos seria
um resultado da sintese de esporopolenina pelas células do tapete.

Maheshwari (1950) considerou no passado, a presenca dos orbiculos como um
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mecanismo de transporte da esporopolenina entre o tapete e a esporoderme do andrésporo em
desenvolvimento, no entanto essa fungdo nunca foi comprovada. A formacdo dos orbiculos
ocorre no meio extracelular, através da polimerizagdo de pré-orbiculos entre a membrana
plasmatica e a parede periclinal interna de células do tapete, a partir da fase de tétrade de
androsporos (Heslop-Harrison & Dickinson, 1969; Bhandari, 1984; Huysmans et al., 1998).

A presenca de orbiculos foi demonstrada por Amela Garcia et al., (2002) em seis
espécies do género e confirmada também nas espécies do presente trabalho, a partir da fase de
androsporos jovens. No entanto, a sua producao pode ter iniciado anteriormente, uma vez que
a membrana peritapetal j& apresentava intensa impregnacgéo de esporopolenina.

A deposicdo de pequenos orbiculos sobre a membrana peritapetal em espécies do
género foi observada primeiramente por Amela Garcia et al. (2002) e pode ocorrer também
nas especies em estudo, uma vez que foram observados em ambas as espécies.

Simultaneamente a producdo dos orbiculos, ocorre o acumulo de precursores de
esporopolenina entre a parede periclinal externa do tapete e a lamela média formando a
membrana peritapetal e essa camada persiste apds a dissolucdo do tapete e é acetdlise-
resistente (Bhandari, 1984).

A membrana peritapetal funciona como um envoltério (saco polinico) ao longo da
cavidade do esporangio, e possivelmente atue na prevencao da perda d’agua, contribuindo no
modo de deposicdo do pollenkitt sobre a exina (Heslop-Harrison, 1969). Keijzer (1987)
também sugere sua importancia durante a dispersao do polen, devido a pouca afinidade entre
a esporopolenina e o pollenkitt depositado sobre os gréos.

Na maturidade da antera, as células do tapete entram em colapso liberando o0s
conteddos de seus protoplastos na cavidade locular (Hesse, 1981; Pacini & Franchi, 1991). De

acordo com Pacini & Franchi (1991), baseando-se nas propriedades fisico-quimicas, esses
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contetdos podem ser de trés tipos principais: pollenkitt, com o predominio de compostos
hidrofdbicos, principalmente lipidios e carotenoides; trifino, com uma mistura de substancias
hidrofdbicas e hidrofilicas; e viscinios, que sdo fluidos de alta viscosidade, e todos o0s
produtos estdo envolvidos com a sinalizacdo do polen ou adesdo sobre o corpo de
polinizadores. Pacini & Hesse (2007) consideram o pollenkitt como o adesivo mais comum
encontrado sobre o polen de angiospermas e lhe atribuem inumeras fungdes relacionadas com
a adesdo e reconhecimento na superficie do estigma.

Nas espécies estudadas, conteldos de natureza lipidica e protéica foram encontrados
sobre a exina do pdlen, em anteras maduras ndo processadas e esmagadas, e possivelmente
oriundos do tapete. Esses conteudos sdo importantes nas reacdes de reconhecimento pelo
estigma, e possivelmente estejam associados com a reacdo de autoincopatibilidade
esporofitica observada em espécies do género (Régo et al., 1999, 2000; Braum, 2008).

As células tapetais podem permanecer uninucleadas, ou como na maior parte dos
casos, tornam-se multinucleadas, sendo essa uma caracteristica de valor taxondémico entre as
familias de angiospermas. A ocorréncia de células poliploides é comum em plantas que
apresentam tapete do tipo secretor, de forma que esse aumento permite um maior ganho nas
atividades transcricionais (D’Amato, 1984).

Os trabalhos de Raju (1956) e Padhye & Deshpande (1960) relatam a ocorréncia de
células binucleadas em P. calcarata e P. foetida, respectivamente, enquanto que o nimero de
nacleos varia de dois a Vvarios nas espécies analisadas por Amela Garcia et al., (2002). A
ocorréncia de dois ou mais nucleos também foi observada no presente trabalho, no entanto
ndo foi possivel a determinagdo exata do nimero de nucleos das células do tapete, pois a
analise foi realizada a partir de material secionado. Pode-se afirmar, entretanto, que as células

tapetais das espécies analisadas sdo poliploides, demonstrado pelos diferentes graus de fusdo
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nuclear, condicdo esta que poderia estar relacionada com um aumento na demanda
metabolica, resultando no acimulo de compostos observado no citoplasma durante a fase de
polen binucleado.

Algumas morfologias nucleares encontradas sdo similares as do tipo “sticky” de
divisdo proposto por Maheshwari (1950), no qual ocorre falhas na separacdo entre 0s
cromossomos apos a anafase, e persiste nos demais estagios resultando nucleos em formato de

halteres.

Androsporogénese

Embora trabalhos anteriores envolvendo a embriologia tenham sido realizados
(Cook, 1909; Raju, 1952, 1956; Padhye & Deshpande, 1960), poucas informac6es foram
acumuladas sobre a androsporogénese e androgametogénese de espécies do género (Souza &
Pereira, 2000; Amela Garcia et al., 2003).

As células do tecido arquesporial diferenciam-se em células-mée de andrdsporos e
iniciam o processo meidtico, que segundo Bhandari (1984), é o mais importante evento
durante o ciclo de vida das plantas, por marcar o final da geracao esporofitica, dando inicio a
geracdo gametofitica.

Uma parede de calose é depositada ao redor dos meiocitos durante a meiose
interrompendo a comunica¢do com os demais tecidos da antera, mas sem romper 0 contato
entre os proprios méiocitos (Bhandari, 1984). A comunicagdo entre meidcitos de um mesmo
esporangio ocorre através de canais citomiticos que permitem a ocorréncia de plasmodesmos
(Heslop-Harrison, 1968; Bhandari, 1984; Dickinson, 1987). Amela Garcia et al. (2002)
observaram a presenca exclusiva de tétrades tetraédricas em espécies de Passiflora, similar ao

encontrado em P. elegans e P. haematostigma.
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O tipo de citocinese simultanea foi considerada anteriormente como o mais derivado
angiospermas (Davis, 1966). No entanto, trabalhos mais recentes com grupos mais
abrangentes de plantas, incluindo angiospermas basais e gimnospermas, tém demonstrado que
trata-se de um carater plesiomorfico em angiospermas (Furness et al.,, 2002). O tipo
simultaneo, observado no presente trabalho, ocorre de forma similar em outras espécies do
género (Souza & Pereira, 2000; Amela Garcia et al., 2002), onde a separagédo dos citoplasmas
ocorre somente apds a fase tetranucleada.

Associada a meiose, tem-se a reorganizacdo do citoplasma e a transicdo da fase
dipléide para a haploide, e 0 genoma gametofitico pode se expressar sem a interferéncia de
tecidos do espordfito (Shivanna, 2003). Outras evidéncias indicam também a importancia da
parede de calose, essencial para a deposicdo da futura exina (Fitzgerald et al., 1994,
Gabarayeva & Hemsley, 2006), e problemas na sua formacédo resultam na ma formacgéo da
exina e consequente aborto do pélen (Mascarenhas, 1970; Dong et al., 2005; Blackmore et
al., 2007; Kang et al., 2008).

E durante a fase de tétrade de androsporos também, que ocorre o estabelecimento das
aberturas nos grdos de pdlen em angiospermas. Nessa etapa, tem-se a participagdo do
citoesqueleto no controle e orientacdo dos microtubulos, e alteragdes em sua estrutura levam a
alteracdes na formacdo da parede do polen (Heslop-Harrison, 1971; Sheldon & Dickinson,
1983; Dickinson & Sheldon, 1986; Furness et al., 2002; Ressayre et al., 2005; Blackmore et
al., 2007).

A primexina é a primeira parede a ser formada durante a fase de tétrade de
androsporos (Blackmore & Barnes, 1987), atraves da deposicdo de um glicocélice com
acumulo de material polissacaridico de natureza fibrilar entre a membrana plasmatica e a

parede de calose (Heslop-Harrison, 1968). Essa deposicdo € seguida pelo acumulo de
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precursores de esporopolelina em locais especificos associados com a primexina (Heslop-
Harrison, 1968). A primexina desempenha papel importante também nas regides das futuras
aberturas, pela ndo-deposicao da mesma, nesses locais determinados (Heslop-Harrison, 1968;
Gabarayeva & El-Ghazaly, 1997), similar ao observado no presente trabalho, onde as regifes

das futuras aberturas permanecem sem deposicéao.

Androgametogénese

A vacuolacdo dos androsporos marca o0 inicio da geracdo gametofitica em
angiospermas. Um grande vactolo é formado no citoplasma, que associado com a
flexibilidade da exina ainda incompleta, permite a expansdo do andréfito ainda jovem
(Shivanna, 2003).

No presente trabalho, a divisdo do nucleo ocorreu apés a formacdo de um grande
vacuolo central, sendo acompanhado pela migracdo do ndcleo para a porcao periférica da
célula. Essas alteracbes no citoplasma sdo coordenadas pelo citoesqueleto, e sédo
acompanhadas da polarizagdo de organelas que irdo fazer parte do citoplasma da célula
generativa (Schroder, 1985; Hagemann & Schroder, 1989; Tanaka, 1993; Mogensen, 1996).

Apbs o englobamento da célula generativa, o nucléolo da célula vegetativa aumenta
em tamanho, e associado ao surgimento de vacuolos nucleolares, sugerem alta atividade
metabdlica no citoplasma desta celula (Bittencourt, 1996), e passam a acumular compostos de
reserva em seu interior (Dickinson, 1987). No presente estudo, observam-se condicgdes
nucleares semelhantes, bem como o acumulo de compostos na forma de amido, proteinas e
lipidios, ocorrendo os primeiros em maior quantidade no interior do citoplasma vegetativo. A
reserva na forma de lipidios também podem ocorrer (Piffanelly et al., 1998; Rodriguez-Garcia

et al., 2003). No entanto foram observados somente nas preparacdes com fixacdo secundaria
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em tetroxido de 6smio, pois eram extraidos durante as séries alcoolicas no processamento
para microscopia Otica.

As espécies estudadas apresentaram dois ciclos amiloliticos, de maneira similar ao
encontrado por Santos & Mariath (1999) em llex paraguariensis. O primeiro ciclo ocorre
durante a fase de andrésporo, com um pequeno acimulo de amido que é consumido antes da
vacuolacdo. O segundo e com maior acumulo, ocorre durante a gametogénese, ap0s 0
englobamento da célula generativa com todo amido hidrolisado durante as etapas de
maturacao do pdlen.

No presente trabalho, o pélen maduro apresentou variagdes com relacdo ao consumo
do amido, com a ocorréncia de grdo de pdlen com e sem contetdos durante a antese. No
exemplo dos grdos onde a hidrolise do amido foi total, percebeu-se também uma maior
disponibilidade de polissacarideos dissolvidos no citoplasma, evidenciando uma nitida
mobilizacdo da reserva polissacaridica, provavelmente para a forma de frutanos e sacarose,
como relatado por Pacini (2000), dentre as diferentes formas de transformacdo do amido no
po6len maduro. Esse mesmo autor relata que esses compostos participam do controle osmotico
do citoplasma através da polimerizacdo/despolimerizacdo e da protecdo de membranas
durante a fase de dispersédo do polen.

Informacdes sobre os conteudos e tipos de reserva encontrados em grdos de polen,
bem como os contetdos do “polenkitt” sobre a parede, tém importancia como fonte de

alimento para insetos coletores de pélen (Roulston & Cane, 2000).

Esporoderme
Exina

A parede do polen é considerada como o mais complexo sistema de paredes das
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plantas (Shivanna, 2003; Blackmore et al., 2007) e apresenta de uma forma geral, uma
estrutura composta por varias camadas com propriedades fisicas e quimicas distintas (Nepi &
Franchi, 2000; Blackmore et al., 2007).

O principal componente da exina é a esporopolenina (Heslop-Harrisson, 1971;
Gabarayeva & Hensley, 2006) e ela por sua vez, € constituida por uma mistura de unidades
fundamentais de fenil propanodides, na forma de acido p-coumarico e carotendides (Scott,
1994) que conferem-lhe grande resisténcia a degradacdo quimica. A esporopolenina é o unico
componente da esporoderme resistente ao método de acetdlise desenvolvido por Erdtman
(1960) e confere a parede do pdlen, uma combinacao de forca e resisténcia ao ataque quimico
e bioldgico (Scott et al., 2004).

A formacéo da esporopolenina inicia-se durante a fase de tétrade com calose, através
de precursores sintetizados pelos androsporos que polimerizam-se em regides demarcadas
pela deposicdo da primexina, sendo acompanhado, na sequéncia, com contribuicdo de
contetdos liberados por células do tapete, na forma de pro-orbiculos (Heslop-Harrison, 1963,
1968; Gabarayeva & El-Ghazaly, 1997; Gabarayeva & Hemsley, 2006; Blackmore et al.,
2007).

A determinacdo do padrdo escultural da superficie do pdlen € controlado pelo
androfito como demonstrado por Sheldon & Dickinson (1983) com a contribuicdo de
compostos oriundos do tapete apds liberacdo no fluido locular (Scott et al., 2004). A
contribuicdo do tapete na formacdo da esporoderme parece ser indispensavel na finalizacao
estrutural da parede, como demonstrado por Wang et al. (2003) onde problemas no transporte
dos orbiculos, por proteinas do espordfito, resultam na ma formacgdo da esporoderme e
conseqiente colapso do pélen.

A primexina é o primeiro componente da esporoderme, acumulado entre a membrana
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plasméatica e a parede de calose dos andrdsporos, com constituicdo quimica composta
principalmente de mucopolissacaridios e glicoproteinas (Rowley & Dahl, 1977), de modo
semelhante ao encontrado no presente trabalho, uma vez que reagiu positivamente aos testes
de pectinas e proteinas.

A sua deposicdo ocorre ao longo das regides intercolpos, sendo interrompida pela
ndo deposicao nas futuras zonas de abertura. Santos (2000) observou durante a ontogénese da
esporoderme em llex paraguariensis, a ndo deposicdo de primexina na regido das futuras
zonas de abertura em um primeiro momento, espessando-se posteriormente, e determinando a
formacdo do oncus da exina, antes da completa dissolugdo da calose. A ndo deposicdo da
primexina na regido das aberturas, também foi observada no presente trabalho e apés a
dissolucdo da parede de calose a presenca do oncus da exina pode ser observado em P.
haematostigma, pelo acimulo de material péctico. Em P. elegans, o estrato mais externo da
exina permanece embebido em material péctico durante toda o desenvolvimento do pélen.

Apos a liberacdo no interior do esporangio, a fina exina alcanga o espessamento final
até a fase de andrdsporo vacuolado, com possivel contribui¢do de pré-orbiculos liberados pelo
tapete. Além disso, sdo observados orbiculos dispersos pelo interior do léculo e uma
membrana peritapetal envolve a cavidade locular, similar ao descrito em P. caerulea (Amela
Garcia et al., 2002).

As terminologias morfoldgicas utilizadas na denominacdo dos estratos da exina
apresentam variacdes dependendo do autor. Erdtman (1952) classifica-as baseando-se
principalmente em suas posicOes e estrutura, sendo a camada mais externa, composta por teto
e baculas denominada sexina, enquanto que a mais interna e continua, denominada nexina,
apresenta duas camadas. A mais externa é a nexina-1, onde estdo inseridas as béaculas,

enguanto que a mais interna é a nexina-2, em contato direto com a intina.
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Outra classificacdo, e adotada no presente trabalho, é baseada na ultraestrutura do
polen de Zea mays, onde Skvarla & Larson (1966) levam em consideracdo as similaridades
quimicas entre as camadas. Dessa forma, a por¢do externa da exina ¢ denominada ectexina, e
encontra-se constituida por teto, columelas e camada basal, enquanto que a camada mais
interna é denominada endexina.

A ectexina é a porcdo ornamentada da exina, sendo constituida pelo teto, baculas e
camada basal. A sua deposicdo inicia-se ainda durante a fase de tétrade de androsporos a partir
de regides diferenciadas da primexina, denominadas probaculas. A camada basal forma-se
primeiramente e constitui a base para as probaculas ao longo das regibes intercolpos
(Dickinson & Heslop-Harrisson, 1968; Dickinson, 1970, Santos, 2000).

A ectexina, em ambas as espécies, apresentou um teto com por¢oes descontinuas que
Ihe conferem um aspecto reticulado quando observados externamente. A analise do teto e
consequente tipo de reticulo encontrado sobre a superficie dos grdos de pélen sdo importantes
nos estudos palinolégicos, uma vez que sao regides resistentes ao método de acetdlise. Em P.
elegans o teto apresenta menos porc¢des continuas, o que Ihe confere um reticulo com aspecto
frouxo, onde as baculas sdo vistas facilmente nas porgGes sem teto, diferentemente do
encontrado em P. haematostigma, que apresenta o reticulo mais denso e com béaculas de dificil
visualizacao.

Mais internamente tem-se a endexina, camada essa depositada pelo proprio
androsporo, normalmente apés a dissolucdo da parede de calose (Dickinson & Heslop-
Harrisson, 1968; Santos, 2000). A sua deposicdo pode ocorrer ap6s a formagdo da camada
basal (nexina 1), sendo simultanea a deposi¢do da intina (Dickinson & Heslop-Harisson,
1968) ou simultanea a formacdo da camada basal (Santos, 2000).

Os estratos da exina podem apresentar composicdo quimica diferenciada, sendo
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possivel a sua identificacio com o uso de diferentes coloragdes (Knox, 1984). A
esporopolenina cora-se de verde com Azul de Toluidina O, evidenciando a presenca de
compostos de natureza fendlica (Feder & O’Brien, 1968), além de ser autofluorescente e ter
afinidade por corantes bésicos, de forma que Nepi & Franchi (2000) sugerem que uma
simples coloracdo com Fucsina basica é suficiente para a deteccao de diferencas entre ecto- e
endexina.

De fato, no presente trabalho a coloragdo combinada de Fucsina basica, com Azul de
Astra revelaram a presenca de uma camada basal (nexina 1) continua em P. haematostigma e
ausente em P. elegans, estando as baculas inseridas diretamente na endoexina nesta Ultima.

A ectexina apresentou também uma rea¢do mais intensa com Auramina O, quando
comparada com endexina, o que provavelmente demonstra um maior acimulo de compostos
de natureza lipidica nesse estrato. No caso da espécie P. elegans, que ndo apresenta camada
basal, percebe-se nitidamente a insercdo das baculas, com maior fluorescéncia, diretamente na
endexina (nexina 2), ja completamente formada durante a fase de andrésporo vacuolado.

A analise ultrastrutural confirmou a auséncia da camada basal em P. elegans e
presenca em P. haematostigma. No entanto, ambas diferem da exina de P. caerulea
demonstrada por Larson (1966). Esse autor revela a ocorréncia de uma regido intermediéria,
na qual a ecto- e a endexina encontram-se embebidas em uma regido com gradiente de
contrastacdo intermediario entre as duas por¢des. Nesse caso, a camada basal da ectexina ndo
forma um estrato distinto da endexina.

A endexina € o estrato mais interno da exina, encontra-se em contato direto com a
intina e segundo Knox (1984) parece ser o mais varidvel de todos, em estrutura e composi¢do
quimica. No presente trabalho, a endexina diferenciou-se das demais pela presenga de

pectinas. A analise ultraestrutural revelou ainda que a endexina apresenta pequenas
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perfuracdes em P. elegans, proximas a regido limite entre as duas camadas, onde ocorre 0
acumulo de materiais similares a intina. Resultados similares foram encontrados em P.
caerulea por Larson (1966) e P. coccinea por Carreira (1977).

Larson (1966) destaca que uma transicdo gradual entre a exina e a intina deve ser
investigada com cuidado, uma vez que apresenta forte potencial sistematico dentro do género,
e que ndo e restrito a Passiflora, ocorrendo em inumeras outras espécies nao-relacionadas

sistematicamente.

Intina

A'intina é o estrato mais interno da esporoderme e costuma ser fina na regido entre as
aberturas, tornando-se mais espessa sob as aberturas (Heslop-Harrisson & Heslop-Harrisson,
1991). A sua composicdo quimica é similar a encontrada nas paredes primarias de células
vegetais (Nepi & Franchi, 2000) consistindo principalmente de celulose, pectinas e
hemiceluloses. Devido a sua composi¢do quimica, sdo consumidos com o método de acetolise
e normalmente ndo sdo analisados durante os trabalhos palinolégicos.

A intina inicia a sua formacdo a partir da fase de androsporos, sendo produzida
exclusivamente pelo citoplasma da célula hapléide com importante funcdo no processo de
germinacdo do tubo polinico atraves das regides de abertura (Knox, 1984).

Heslop-Harrisson (1991) classifica a intina como portadora de trés estratos
principais, baseado principalmente nas func¢des de participacdo no mecanismo de germinacéo,
estocagem de proteinas e enzinas envolvidas na interacdo com o estigma e formacdo da
parede do tubo polinico.

O estrato mais externo €, predominantemente, composto por material de natureza

péctica e costuma ser mais espesso nas regido das aberturas (Knox, 1984; Heslop-Harrisson &
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Heslop-Harrisson, 1991; Santos, 2000). Knox sugere a presenca de inimeros polissacarideos
de parede nessa regido, o que foi confirmado no presente trabalho, corando-se de parpura com
Azul de Toluidina e reagindo também com Azul de Astra, Azul de Alcido e PAS. Cabe
ressaltar que P. haematostigma apresenta maior dilatacdo na regido central do colporo,
distinguivel através de microscopia eletronica, e possivelmente desempenhando papel
importante durante o processo de germinacdo do tubo polinico, permitindo uma maior
turgescéncia.

O estrato intermediério € predominantemente protéico, e participa das reacGes de
reconhecimento inter- e intraespecificos durante a polinizagdo (Knox, 1984), coordenando o
sistema de auto-incompatibilidade gametofitico, uma vez que suas proteinas sdo produzidas
pelo androfito (Knox & Heslop-Harrisson, 1970; Knox, 1984; Heslop-Harrisson & Heslop-
Harrisson, 1991).

A presenga de um estrato contendo proteinas foi evidenciado em ambas as espécies, e
pode estar associado com os mecanismos de reconhecimento do pdlen, visto que o género
apresenta casos de autocompatibilidade e autoincompatibilidade (Acioli, 1999, 2003; Braum,
2008), podendo a ultima ser tanto esporofitica quanto gametofitica (Régo et al., 1999, 2000).

A presenca de um estrato celulésico interno foi evidenciada em ambas as espécies
apos o englobamento da célula generativa e os resultados obtidos para a estratificacdo da
esporoderme sdo similares aos encontrados por Tormes (2007) em P. suberosa, exceto pela
presenca da camada celulésica. No entanto, a autora considera a sua auséncia como nao-
definitiva, podendo estar associada a problemas técnicos durante a anélise.

A ultraestrutura da parede do pdlen tem demonstrado caracteristicas peculiares a
cada espécie, sendo possivel a ocorréncia de variagdes adicionais. A analise de um numero

maior de espécies poderia fornecer novos estados de variacdo do carater esporoderme para o
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género e, possivelmente, indicios sobre a evolugdo da esporoderme neste grupo de plantas.

Morfologia externa do polen

Erdtman (1952) classifica o pélen para Passifloraceae como possuindo 3 a 12
colporos, fusionados dois a dois na regido dos pdlos, formando um colpdide. Esse mesmo
autor considera as caracteristicas encontradas semelhantes a familias como Cucurbitaceae,
Turneraceae, e alguns géneros de Flacourtiaceae, familias classificadas por Cronquist (1988)
para a Ordem Violales.

Presting (1965) analisou o grao de pélen de 153 espécies da familia e apresentou um
estudo aprofundado sobre a evolucdo do sistema de aberturas para a familia, na qual os
diversos tipos polinicos derivaram a partir de um provavel polen tri- ou tetracolporado, de
colpo longo e estreito. Este pdlen “original”, que ocorre em algumas espécies do género
Adenia, é semelhante a morfologia do pélen de Flacourtiaceae.

O autor chama a regido delimitada pelos colpos fusionados de pontopérculos, e a
porcao equatorial entre os pontopérculo e polar de mesocolpos e apocolpios, respectivamente.

Dessa forma P. elegans apresenta pontopérculos circulares, de nimero variavel que
podem desprender-se do mesocolpo. O mesocolpo por sua vez € largo e encontra-se fusionado
aos apocolpios em ambos os polos. Enquanto que P. haematostigma, ndo apresenta fusdo dos
colporos na regido polar, de forma que o pontopérculos e mesocolpo encontram-se fusionados
nas regides dos apocolpios (p6los).

Com relagédo ao tipo de reticulo e conformacéo da exina, Presting (1965) propdem
dois tipos bésicos. As espécies com reticulo do tipo-1 apresentam didmetro de lume menor
gue 5 mm, enquanto que as espécies do tipo-2 apresentam diametro de lume maior que 7 mm,

e sempre com baculas visiveis. Dessa forma, levando-se em contas essas caracteristicas, a
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espécie P. haematostigma pertenceria ao tipo-1, mais comum em espécies do subgénero
Astrophea, enquanto que P. elegans pertenceria ao tipo-2.

Araljo & Santos (2004) também separam em grupos o pélen de algumas espécies,
baseando nos tipos de aberturas e de reticulo. Dessa forma, as caracteristicas polinicas para a
espécie P. elegans sdo semelhantes ao tipo-1, onde os grdos de pdlen apresentam
pontopérculos tri a multirradiados, exina reticulada e heteromorficos. Essa morfologia
polinica é semelhante a encontrada em espécies do subgénero Passiflora, enquanto que as
caracteristicas para P. haematostigma coincidem com as do tipo-2 no qual os gréos de pdlen
contém pontopérculos trirradiados e exina do tipo microrreticulada. Cabe ressaltar que a Unica
espécie que as autoras descrevem é P. ramnifolia, também do subgénero Astrophea.

As caracteristicas encontradas na exina em P. elegans e P. haematostigma, quando
comparadas com as disponiveis com outras espécies do género, evidenciam uma provavel
variacdo na estrutura da parede do polen, inclusive ao nivel da intina, perdida durante a
acetolise. Essas variacGes parecem ser importantes pois podem ser utilizadas como carater
taxondmico, como relatado por Larson (1966) e concordam com o proposto por Barrios et al.,
(2005), onde as variagdes no tamanho do poélen, tipo de aberturas, estruturas de exina e tipo de
reticulo apresentadas pelo género, podem estar relacionadas com 0s niUmeros cromossémicos
basicos e com a poliploidia de algumas espécies, uma vez que podem existir outros nimeros
basicos de cromossomos em Passiflora, como sugerida por Melo et al. (2001).

Quanto a polinizacdo, a presenca de uma exina reticulada pode exercer um papel
importante na interacdo do pdlen com insetos, permitindo uma maior atracdo eletrostatica
entre o corpo do polinizador e a superficie do grdo de p6len como sugerido por Corbet et al.
(1982).

Trabalhos sobre biologia floral para o género Passiflora relatam a ocorréncia de
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diferentes polinizadores para o género (Varassin et al, 2001). No entanto, insetos do grupo dos
Himenopteros sdo considerados como 0s seus principais polinizadores (Koschnitzke &
Sazima, 1997; Amela Garcia & Hoc, 1998) e a associacdo entre a forma reticulada do gréo e a
presenca do“pollenkitt” poderiam participar da aderéncia dos grdos de pdlen ao corpo do

polinizador.

Dinamica de plastidios e mitocéndrias

A heranga extranuclear apresenta caracteristicas ndo-mendelianas como as
apresentadas pelo ndcleo. Plastidios e mitocdndrias foram um dia procariontes de vida livre, e
passaram a viver dentro da célula eucaridtica transferindo parte de seu material genético ao
nucleo, o que resultou na dependéncia de controles oriundos do genoma nuclear (Huang et al.,
2003; Timmis et al., 2004).

A compreensdo no modo de transmissdo organelar dentro do género Passiflora é
considerado por Muschner et al. (2006), caracteristica importante na interpretacdo de dados
sobre o fluxo de genes do citoplasma, visto ser um conteido genético adicional ao nuclear.

A célula generativa é precursora na formacdo dos gametas masculinos em
angiospermas e a presenca de plastidios, e seu respectivo genoma, € pré-requisito nos casos de
transmisséo organelar do tipo paterna.

O modo de heranga plastidial materno é considerado o mais comum em plantas, e
possivelmente 0 modo paterno e biparental tenham evoluido inimeras vezes, de forma
distinta, em resposta a diversas pressoes de selecdo (Sears, 1980).

No curso da evolucdo, as células espermaticas das plantas com sementes perderam a
habilidade e a necessidade de produzir um flagelo (Russell, 2003) e a reducdo dos contetdos

citoplasmaticos parece estar relacionada com adaptacGes facilitadoras dos movimentos e/ou
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translocacdo durante o crescimento do tubo polinico (Sears, 1980; Whatley, 1982; Mogensen,
1986).

O potencial biparental para transmissdao de plastidios para Passifloraceae foi
primeiramente demonstrado em niveis citoldgicos por Corriveau & Coleman (1988), e
confirmado posteriormente em niveis moleculares por Muschner et al. (2003, 2006) e Hansen
et al. (2007). Muschner et al. (2003, 2006) identificaram dois modos de heranca plastidial, um
materno e relacionado com o subgénero Decaloba e outro paterno relacionado com o
subgénero Passiflora, enquanto que a heranca genética para mitocéndrias manteve-se
restritamente materna.

A exclusdo de organelas pode ocorrer durante os eventos de divisdo celular na
formacéo do polen e células espermaticas (Mogensen, 1996; Hagemann & Schroder, 1989),
ou também pela degradacéo de seu material genético (Mogensen, 1996). Nos casos em que a
exclusdo plastidial ocorre em niveis citololdgicos, Hagemann & Schrdder (1989) classificam
em quatro tipos principais, relacionados com as fases em que ocorrem:

¢ 0 primeiro ocorre antes da formacdo do pdlen, e a célula generativa ndo recebe
plastidios em seu citoplasma (tipo Lycopersicum);

<+ 0 segundo as células generativas contém plastidios, entretanto eles desaparecem
durante a diferenciacdo da celula generativa, ou das células espermaticas, e ndo sdo
transmitidos (tipo Solanum);

% 0 terceiro tipo as células espermaticas contém plastidios, entretanto eles sdo
eliminados durante a fecundacdo (tipo Triticum);

< e 0 quarto tipo ocorre quando os nucleos espermaticos contém os plastidios, que
sdo transmitidos ao zigoto durante a fecundacdo, resultando em heranca do tipo biparental

(tipo Pelargonium), sendo possivelmente este o tipo encontrado nas espécies do subgénero
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Passiflora, que apresentam evidéncias genéticas para 0 modo de transmissao plastidial
paterno.

No presente trabalho, foi observado durante a fase de andrésporo vacuolado, uma
grande quantidade de organelas préximas ao nucleo. Essas organelas podem participar na
formacgéo do citoesqueleto e retencdo de plastidios e mitocondrias durante a separacdo dos
citoplasmas na formacgdo da célula generativa. A presenca dessas organelas na célula
generativa das espécies analisadas, descarta a exclusdo do tipo Lycopersicum para o género,
uma vez que os plastidios e mitocondrias foram numerosos nas etapas analisadas.

As mitocondrias permanecem durante as etapas de maturacdo do polen, e
possivelmente séo degradadas em etapas posteriores, uma vez que a heranca mitocondrial do
género é materna (Muschner, 2003, 2006). Nagata et al. (1999) relatam que plastidios e
mitocéndrias podem apresentar decréscimos em seus contetidos de DNA apds a formacao da
célula generativa. Os decréscimos sdo coordenados de maneira independente e estdo
relacionados com o0 modo de heranca organelar da espécies.

Em Passiflora, a presenca de organelas no citoplasma na célula generativa foi
descrita por Amela Garcia et al. (2002) para a espécie P. caerulea. Os autores consideram
somente a presenca de mitocondrias, e enfatizam a auséncia de plastidios no interior do
citoplasma generativo. No entanto, ao comparar as organelas encontradas pelos referidos
autores, com as do presente trabalho, acreditou-se tratar de plastidios e ndo de mitocondrias
como descrito, uma vez que as organelas apresentam formatos e tamanhos semelhantes aos
encontrados nas organelas presente no pélen maduro em P. elegans. Esse fato reforcaria os
indicios de heranca paterna para plastidios de espécies do subgénero Passiflora.

A ocorréncia de plastidios na célula generativa das espécies P. suberosa e P.

haematostigma sdo as primeiras informacgdes ultraestruturais para espécies dos subgéneros
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Decaloba e Astrophea, respectivamente, e ambas espécies apresentam potencial de heranca
organelar paterna ou biparental.

No entanto, se considerar a heranca plastidial do tipo materna para espécies do
subgénero Decaloba como proposto por Muschner et al. (2003, 2006), 0 modo de exclusao
dos plastidios permanece ndo resolvido com os dados obtidos no presente trabalho, e a
eliminacdo das organelas deve ocorrer posteriormente a formagdo do pdélen (Sears, 1980;
Whatley, 1982; Hagemann & Schrdder, 1989; Mogensen, 1996), caracterizado como do tipo
Solanum de Hagemann & Schroder (1989).

Como exemplo, a exclusdo pode ocorrer durante a divisdo das células espermaticas,
visto que Russell (1984) demonstrou alta polarizacdo nas organelas presentes nos dois
citoplasmas espermaticos em Plumbago zeylanica, no qual os plastidios ocorrem tipicamente
em uma célula espermatica, mas ndo na outra. Nessas plantas, a célula espermatica associada
ao nucleo vegetativo contém inimeras mitocondrias, enquanto que a outra célula espermatica
contém pouca mitocéndrias e inumeros plastidios. A dupla fecundacdo ocorre de forma
preferencial, onde a célula espermatica com plastidios funde-se com a oosfera, formando o
zigoto e embrido, enquanto que a outra célula esperméatica com mais mitocéndrias funde-se
com a célula central e forma o endosperma. Essa caracteristica ocorre em cerca de 95% dos
casos observados e € uma forte evidéncia que as células espermaticas do androfito estdo
condicionadas a fusionar-se preferencialmente com uma dada celula espermatica do gindfito
durante a fecundacdo.

A presenca de plastidios na célula generativa da especie P. haematostigma é a
primeira informacdo para o subgénero Astrophea, e tendo em vista ndo existirem indicios a
respeito do modo de heranca organelar para o grupo, 0 modo de transmisséo paterno ou

biparental para plastidios ndo pode ser excluido para o subgénero.

112



Aspectos embrioldgicos de espécies do género Passiflora (Passifloraceae), com énfase no potencial de heranga organelar

O modo de heranca organelar parece ser semelhante entre familias relacionadas da
ordem Malpiguiales (APG Il, 2003) visto que a heranca plastidial paterna também foi
demostrada para Turneraceae, em niveis moleculares (Shore et al., 1994; Shore & Triassi,
1998, Zhang et al., 2003), e estruturais (Ji et al., 2004). O trabalho de Ji et al. (2004) merece
destaque, j& que plastidios e mitocondrias ocorrem no citoplasma da célula generativa e
também nas células espermaticas. No entanto, através da marcagdo para DNA, percebe-se que
somente os plastidios apresentam material genético e, possivelmente, os decréscimos do
genoma mitocondrial estejam relacionados com a propria degradacdo, como citado por
Nagata et al. (1999).

A analise ultraestrutural das células espermaticas e da oosfera durante a fecundacao
seria de grande importancia na elucidacdo do processo, onde plastidios levados pelo tubo
polinico podem apresentar diferencas no tamanho e formato, daqueles encontrados no
citoplasma da oosfera, como demonstrado por Russell (1980), em Plumbago zeylanica.

E possivel que Passifloraceae e Turneraceae compartilhem um ancestral com modo
de heranca organelar em comum, com mecanismos de transferéncia de genoma extranuclear
semelhantes e a analise com outros géneros de Passifloraceae, bem como com outras familias
relacionadas da mesmas ordem, forneceriam informagcbes complementares ao fluxo de

organelas citoplasmaticas e ao modo de evolucao do grupo.

6 - Consideracdes finais

Pode-se afirmar, que de uma forma geral que as caracteristicas embrioldgicas das
espécies estudadas, apresentam relagdo com as descritas para a familia até entdo. No entanto,
algumas observag6es merecem destaque:

<0 estigma apresenta emergéncias estigmaticas, e ndo papilas como relatado
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anteriormente;

0 arquesporio apresenta variagbes que antecedem o0 evento meidtico nos
rudimentos seminais;

<+a deposicdo da parede de calose ocorre somente durante fase de tétrade de
gindsporos;

*0s estratos parietais do nucelo sdo parcialmente consumidos durante a
diferenciacdo do gindfito;

0 tipo de formacdo dos estratos parietais da antera apresenta variacbes entre
espécies do género e merece analises adicionais;

0 sequestro de calcio na formacdo de cristais de oxalato de calcio possivelmente
favorecam o processo de deiscéncia de anteras grandes como P. haematostigma.

«+as espécies apresentam dois ciclos amiloliticos durante a formacéo do pélen;

«<a morfologia e estrutura do pélen sdo distintas entre as duas espécies analisadas,
porém similares entre espécies de um mesmo subgénero;

0 grau de modificacdo das camadas da esporoderme, assim como 0 “capuz
nucelar” parecem ser espécie-especifico;

<+as espécies analisadas apresentaram plastidios e mitocondrias no citoplasma da
célula generativa;

<0 potencial para heranca plastidial do tipo paterna para espécies do subgénero
Passiflora, foi confirmada com evidéncias citoldgicas.

«+a heranca plastidial do tipo materna, e o tipo de exclusdo plastidial, para espécies
do subgénero Decaloba, ndo foram comprovadas;

«+0 subgénero Astrophea apresenta potencial para heranca plastidial do tipo paterno

ou biparental;
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