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RESUMO: (Morfologia externa, anatomia e histoquimica da antera e graos de polen de Passifloraceae do Rio Grande do Sul,
Brasil). Este estudo tem por objetivo ampliar o conhecimento acerca da morfologia externa e interna da antera e polen de treze
espécies de Passiflora L. (subgéneros Astrophea, Decaloba e Passiflora) que ocorrem no Rio Grande do Sul e Santa Catarina,
sob microscopia Optica e eletronica de varredura, contribuindo com caracteristicas morfologicas para as analises taxondmicas
e sistematicas do grupo. As espécies de Passiflora possuem anteras tetraesporangiadas de deiscéncia rimosa, com distintos
tamanhos e padroes de vascularizagdo. Apresentam epiderme persistente, cuticula lisa a estriada, células estomiais curtas a
alongadas, endotécio com espessamentos distintos e lignificados, camadas médias colapsadas, membrana tapetal evidente e
orbiculos pequenos. Os graos de polen apresentam substancias lipofilicas sobre a esporoderme, graos de amido e citoplasma
PAS-positivo. A intina € triestratificada (estrato péctico, péctico-protéico e péctico-celuldsico) e a exina ¢ diferenciada em ecte-
xina e endexina. Trés padrdes estruturais da esporoderme foram encontrados: tipo 1, esporoderme com intina espessa, ectexina
internamente verrucada, auséncia de camada basal compacta, nexina 1 mista com columelas imersas (subgénero Passiflora);
tipo 2, esporoderme com intina fina, endexina internamente lisa, camada basal compacta de ectexina (subgéneros Astrophea e
Decaloba); tipo 3: esporoderme com intina fina, endexina internamente lisa, auséncia de camada basal, nexina 1 mista e granulosa
(P. suberosa - Decaloba). Algumas caracteristicas encontradas neste estudo merecem atengao pelo seu potencial filogenético,
como o tamanho e vascularizag¢@o das anteras, presenga de células estomiais alongadas, tipos de espessamentos do endotécio,
caracteristicas do reticulo na exina (amplitude e presenca de baculas) e estrutura da esporoderme.

Palavras-chave: Passiflora, vascularizagao, esporoderme, exina, filogenia.

ABSTRACT: (Morphology, anatomy and histochemistry of anther and pollen grain of Passifloraceae in the Rio Grande do Sul
State, Brazil). This study aims to expand the knowledge about the external and internal morphology of the anther and pollen
grain of thirteen species of Passiflora L. (subgenera Astrophea, Decaloba and Passiflora) occurring in Rio Grande do Sul and
Santa Catarina, under light and scanning electron microscopy, contributing with morphological characteristics to the taxonomic
and systematic analysis of the group. The species of Passiflora have tetrasporangiated anthers with a longitudinal dehiscence,
showing different sizes and vascularization patterns. The anthers exhibit persistent epidermis,with a smooth to striated cuticle,
elongated to short estomial cells, lignified endothecium with different thicknesses, collapsed middle layers, conspicuous tapetal
membrane and small orbicules. The pollen grains present lipophilic substances on the sporoderm, starch grains and PAS-positive
vegetative cell. The intine is tri-stratified (pectic, pectic-protein and pectocellulosic layers). The exine is differentiated in ectexine
and endexine. Three structural patterns of the sporoderm were found: type 1, with thick intine, warty ectexine internally, absence
of compact basal layer, mixed nexin 1 with immersed columella (subgenus Passiflora); type 2, with thin intine, internally smooth
endexine, compact basal layer of ectexine (subgenres Astrophea and Decaloba); type 3, with thin intine, internally smooth ende-
xine, no basal layer, mixed and granular nexin 1 (P, suberosa - Decaloba). Some features found in this study deserve attention for
their phylogenetic potential, as the size and vascular patterns of the anthers, the presence of elongated stomial cells, endothecium
thickening types, patterns of the exine reticulum (amplitude and presence of bacilli) and sporoderm structure.

Key words: Passiflora, vascularization, sporoderm, exine, phylogeny.

INTRODUCAO mamente varidvel e tem sido fonte de um grande niimero
de caracteristicas importantes para o entendimento da
evolugdo das angiospermas (Stebbins 1974, Cronquist
1981, Judd et al. 1999). Dentre elas destaca-se o endo-
técio, estrato parietal do microsporangio cujos padrdes
de espessamentos ou sua auséncia revelam os mecanis-

mos de deiscéncia da antera (Keijzer 1987) bem como

A antera representa a parte superior dos estames que
compdem o androceu das plantas com flores e compre-
ende a reunido de diversos microsporangios, os quais
formam e protegem o tecido esporogénico. O tecido
esporogénico da origem aos micrésporos da geracdo

esporofitica das angiospermas os quais, posteriormente,
origiram (apds mitose) a geragdo gametofitica. Esta ¢é
representada, no interior da antera, pelos graos de pdlen
ou gametofitos masculinos imaturos (Coccuci & Mariath
1995). A morfologia (externa e interna) da antera ¢ extre-

a evolucdo das espécies em varios niveis taxondmicos
(Manning 1996), como assinalado para as familias Ace-
raceae (Jacobs & Lersten 1994), Araceae (French 1985,
1986), Asteraceae (Dormer 1962), Begoniaceae (Tebbitt
& Maciver 1999), Iridaceae (Manning & Goldblatt 1990),
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Loranthaceae (Venturelli 1983, Bhatnagar & Garg 1984),
Orchidaceae (Freudenstein 1991), Solanaceae (Garcia
2002) e varias espécies de monocotiledoneas (Gerenday
& French 1988). Além da propria antera, outro importante
elemento ¢ o grao de polen, cuja importancia na taxono-
mia das angiospermas tem sido reconhecida em trabalhos
classicos como os de Wodehouse (1935), Erdtman (1952)
e Walker & Doyle (1975) e, a partir de entdo, aplicada
em inimeros grupos de plantas.

Poucos trabalhos tratam da anatomia de 6rgdos re-
produtivos de espécies de Passifloraceae, destacando-se
os que abordam a origem dos verticilos, da corona e de
estrutura dos tecidos secretores (Bernhard 1999, Krosnick
& Freudenstein 2005, Krosnick ef al. 2006, Amela Garcia
et al. 2007), estrutura e histoquimica da superficie estig-
matica (Souza et al. 2006), aspectos embriologicos (Johri
et al. 1992, Souza & Pereira 2000, Amela Garcia et al.
2002, 2003, Souza et al. 2002a,b), palinologia (Presting
1965, Spirlet 1965, Araujo & Santos 2004, Milward-de-
-Azevedo et al. 2004, Barrios et al. 2005, Dettke & Santos
2009) e estrutura da esporoderme de algumas espécies
(Larson 1966, Carreira 1977, Amela Garcia et al. 2002).
Assim, num contexto geral, pouco é conhecido sobre o
potencial da aplicacdo de caracteristicas morfoldgicas
na resolucdo de conflitos que revelam os atuais estudos
de filogenia molecular do grupo (Muschner et al. 2003,
Yockteng & Nadot 2004, Muchner 2005, Souza-Chies
et al. 2005, Hansen et al. 2006) e nas novas propostas de
classificagdo (Feuillet & MacDougal 2003).

Este estudo tem por objetivos ampliar o conhecimento
acerca da morfologia externa e interna da antera de es-
pécies de Passiflora L. (Passifloraceae) ocorrentes nos
estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina (Brasil),
e contribuir com caracteristicas morfoldgicas que sejam
ateis nas analises taxondmicas e sistematicas do grupo.

MATERIAIS E METODOS

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

tenuifila Killip (ICN152275).

As anteras maduras, de flores em antese ou botdes em
pré-antese, foram removidas sob microscopio estereos-
copico, em laboratorio, ou sob lupa manual, em campo.
As amostras foram imersas em solugao fixadora primaria,
uma mistura de glutaraldeido 2,5% e formaldeido 2% em
tampao fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,2 (Roland & Vian
1991), a temperatura ambiente e sob pressdo negativa
de 600 mmHg, em estufa a vacuo, por 24 horas, ou sub-
metidas a vicuo manual com o auxilio de uma seringa
descartavel, em campo. O material permaneceu estocado
no fixador, a pressdo ambiente ¢ a temperatura de 10°C,
por no maximo seis meses antes da sua utilizagao.

Ap6s lavagem em tampao fosfato de sddio 0,1 M, pH
7,2 (trés vezes, durante 30 minutos cada), o material foi
desidratado em série crescente de etanol (10, 30, 50, 70,
90 e 100%; 30 minutos cada) e série etanol-cloroférmio
(nas proporgdes 1:0, 1:1; 0:1, 1:1 e 1:0; 30 minutos cada),
e incluido em resina acrilica a base de hidroxietilmeta-
crilato (Tecnovit® 7100, Kulzer) (Gerrits & Smid 1983).

Secdes semifinas, de 0,5 a 2 um de espessura, foram
obtidas em microtomo de rotacdo, equipado com na-
valhas descartaveis de vidro, de 6 ou 8 mm de largura.
As se¢des foram suspendidas em agua morna (aproxi-
madamente 50°C), montadas em laminas histologicas e
secas em placa aquecedora (50-70°C). Para o estudo do
espessamento do endotécio, foram realizadas se¢des de
10-12 pm de espessura, montadas nas mesmas condicdes.

Como corante basico, foi utilizado o corante metacro-
matico Azul de Toluidina O (C.1. 52040), em concentra-
¢do de 0,05% e pH 4,4 (O'Brien & McCully 1981). A
combinacao de acido periddico-Reativo de Schiff (PAS)
(O’Brien & McCully 1981), Azul de Astra 1% em so-
lucdo aquosa e Fucsina Basica (C.I. 42500) 0,05% em
solucdo aquosa (Kraus et al. 1998) foi utilizada para a
confecgdo de laminas permanentes, utilizando o verniz
vitral incolor 500® (Acrilex) como meio de montagem
(Paiva et al. 2006).

Para a realizac@o dos testes histoquimicos, as seguin-
tes técnicas foram utilizadas: Cloreto Férrico 10%, para
substancias fenolicas (Johansen 1940); acido periodico-
-Reativo de Schiff (PAS), para polissacaridios totais
(O’Brien & McCully 1981); IKI (solugdo de Lugol),
para amido (Johansen 1940); Alcian Blue 8GX 1% (C.1.
74240), em solucdo acética 3%, para acidos polissaca-
ridicos e acidos pécticos (Jensen 1962); Vermelho de
Ruténio, para acidos polissacaridicos e acidos pécticos
(Johansen 1940); Calcofluor White, seguido de excitagdo
sob luz ultravioleta (filtro 340-380 nm), para a localizagao
de celulose (O’Brien & McCully 1981); Sudan Black
B (C.I. 26150), saturado em solugdo alcodlica a 95 %,
para a localizacdo de lipidios (Jensen 1962); Sudan III
(C.1. 26100), para a localizagdo de substancias lipidicas
(pollenkit) (Baker 1947), utilizando-se polen fresco ou
fixado; Auramina O (C.I. 41000), em concentragdo 0,01%
em tampao Tris HCI (Heslop-Harrison 1977, Nepi &
Franchi 2000), seguido de excitacdo sob luz ultravioleta
(filtro 340-380 nm), para a localizagcdo de compostos
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lipidicos (esporopolenina, orbiculos e membrana peri-
tapetal); Fucsina Basica (C.1. 42500) 0,05% em solugéo
alcoolica 2,5%, para a identificacdo da ectexina e endexi-
na (Faegri & Iversen 1964, Punt et al. 2007); Coomassie
Blue Brilhante R-250 (C.I. 42660) 0,25% em solugdo
acética 7%, para proteinas totais (Southworth 1973). Para
aanalise da composi¢ao hemicelulosica da esporoderme
dos graos de polen, secdes de 2 um de espessura foram
incubados por 40 min com hemicelulases 2%, (Guerra
& Souza 2002) e posteriormente corados com Azul de
Astra 1% em solu¢@o aquosa.

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

As fotomicrografias foram obtidas em microscopio Op-
tico Leitz DM-HC, equipado com Optica de campo claro,
contraste interferencial, polarizagdo e epifluorescéncia.

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

Para a analise da morfologia polinica e resisténcia a
acetolise (esporopolenina), graos de polen foram tratados
com solu¢do de acetdlise (Erdtman 1960), sendo parte
dos graos montados em laminas palinolégicas semiper-
manentes com gelatina glicerinada. Outra parte dos graos
foi destinada a inclusdo em resina e montagem de 1aminas
histologicas, corados com Fucsina Basica. O restante dos
graos acetolizados, apds lavagem, foi ressuspendido em
agua destilada. Uma gota da solug¢@o foi transferida para
a superficie de 1 cm? de filme fotografico preto e branco
previamente exposto a luz e revelado, sobre o lado da
emulsao (Claugher 1986), e colado sobre suportes de
aluminio. O filme foi seco em estufa aquecida a 60°C.
Para a obtengao de graos de pdlen fraturados, os graos
de polen secos e aderidos sobre o filme fotografico fo-
ram recobertos com fita adesiva, sendo esta rapidamente
removida, em um Gnico movimento.

Todo o material destinado a observacdo em MEV
foi recoberto com 10 a 15 nm de ouro ou platina. As
amostras foram observadas em microscopio eletrénico
de varredura Jeol JSM 6060, sob 10 kV.

RESULTADOS

Antera

Nas flores em botdo e durante a abertura da flor, as
anteras das espécies de Passiflora estudadas estdo po-

sicionadas paralelamente em relag@o ao ovario, estando
0s microsporangios voltados para o ovario (anteras
introrsas) (Figs. 1A-D). Logo apds a abertura inicial
da flor, ocorre um giro de 270° em relagdo a posigao
inicial, ficando os estdmios voltados para a corona e
perpendiculares ao ovario, num mecanismo que facilita
aretirada dos graos de polen pelos polinizadores quando
estes visitam os nectarios na base do androginoforo (Figs.
1E-L). Semelhante comportamento ¢ verificado também
nos estiletes, inicialmente eretos (Figs. 1F-H), e que se
curvam em direcdo a corona (Figs. 11-L), facilitando a
deposicao do polen nos estigmas e, apds a polinizagdo,
tornam a ficar eretos. Este processo de abertura da flor
até a curvatura completa das anteras e, posteriormente
estiletes, dura em torno de 5 horas em P. caerulea.

Os aspectos da morfologia externa das espécies de
Passiflora podem ser visualizados nas figuras 2A-M. As
anteras das espécies do género Passiflora sao dorsifixas
basal-medianofixas, versateis, tetrasporangiadas, deis-
centes mediante duas fendas longitudinais. Na regido
terminal do filete, observa-se uma pequena por¢ao de me-
nor diametro, flexivel, responsavel pela movimentagao
vertical e horizontal da antera, como pode ser visto em P,
suberosa, P. edulis e P. tenuifila (Figs. 2E2, 2K2 e 2M2).
A insergdo do filete ocorre geralmente na base da por¢ao
mediana da antera (Figs. 2A2, 2E2, 2H2, 2K2) ou pouco
acima desta regido (Figs. 2B2,2C2,2D2, 2F2,2G2, 212,
2J2, 212, 2M2), nunca exatamente no meio da antera.

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

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

Anatomicamente, as anteras maduras das espécies es-
tudadas apresentaram, como estratos parietais, epiderme
e endotécio, nas regides dos arcos e parte do conectivo,
e uma a duas camadas de células colapsadas da camada
média. Conectivo e feixes vasculares podem ser também
identificados nas secdes transversais (Figs. 4A-F, 5A-
G). No subgénero Astrophea e Passiflora, a proporgao
do conectivo ¢ bem maior em relagdo as espécies de
Decaloba, fato que se deve ao maior tamanho da antera
nestas espécies.

A epiderme apresenta-se coberta por uma cuticula
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Tabela 1. Aspectos morfologicos da antera em espécies de Passiflora L. Valores extremos de 10 anteras maduras, medidas sob microscopio

estereoscopio.
Espécie Comprimento (cm) Largura (cm) Formato do apice Formato da base
P. haematostigma 0,90-0,94 0,32-0,35 apiculado tetralobado
P. capsularis 0,34-0,38 0,17-0,19 apiculado bilobado
P. misera 0,43-0,46 0,20-0,23 bilobado tetralobado
P. morifolia 0,40-0,44 0,20-0,25 bilobado tetra-bilobado
P, suberosa 0,20-0,23 0,11-0,14 truncado bilobado
P. truncata 0,29-0,31 0,16-0,18 bilobado tetra-bilobado
P, actinia 0,71-0,75 0,32-0,34 apiculado tetralobado
P, alata 1,10-1,30 0,56-0,59 bilobado tetralobado
P. amethystina 0,88-0,92 0,33-0,35 bi-tetralobado tetralobado
P. caerulea 0,84-0,87 0,36-0,40 bilobado tetralobado
P. edulis 1,15-1,30 0,48-0,51 bilobado tetra-bilobado
P, elegans 0,59-0,62 0,30-0,32 bilobado tetralobado
P, tenuifila 0,52-0,55 0,20-0,24 apiculado tetralobado

Figura 1. A-L. Seqiiéncia temporal da abertura da flor de Passiflora caerulea L. e movimentacdo dos verticilos florais: anteras inicialmente

introrsas (A-D), apos giro de 90° (E-H) e 270° (I-L); estigmas eretos (A-J) e deflexos (K-L). Horas, minutos e segundos no formato hh:mm:ss,
no canto inferior esquerdo de cada figura.
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relativamente fina (Fig. 9G), lisa (Fig. 6A) ou estriada
(Figs. 6B-L), dependendo da regido da antera analisada.
Na regido dorsal mediana da antera, a cuticula ¢ lisa e
gradativamente torna-se estriada, conforme se aproxima
das regides dos arcos (Fig. 6B). Na regido ventral, a

cuticula é predominantemente estriada, mais evidente na
area do arco proxima as fendas (Figs. 6H-L). Nao foram
encontradas diferencgas na ornamentagao da cuticula entre
as espécies analisadas.

A epiderme possui células com paredes anticlinais retas

Vi \Y

Figura 2. Morfologia externa de anteras de Passiflora L., em vistas ventral (1) e dorsal (2), sob microscopia eletronica de varredura (MEV).
A1-2. P. haematostigma, B1-2. P. capsularis, C1-2. P. misera, D1-2. P. morifolia, E1-2. P. suberosa, F1-2. P. truncata, G1-2. P. actinia, H1-2.
P alata, 11-2. P. amethystina, J1-2. P. caerulea, K1-2. P. edulis, L1-2. P. elegans, M1-2. P. tenuifila. Barras: 500 um (B-E) ¢ | mm (A, G-M).
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Figura 3. A-M. Relacdo de tamanho entre as anteras de espécies de Passiflora L. A. P. edulis, B. P. alata, C. P. caerulea, D. P. haematostigma,
E. P. amethystina, F. P. actinia, G. P. tenuifila, H. P. elegans, 1. P. misera, J. P. morifolia, K. P. capsularis, L. P. truncata, M. P. suberosa.

ou levemente sinuosas e estomatos nas areas que cobrem
0 conectivo, tanto na regido ventral quanto na dorsal
(Figs. 6D-E). Nas células epidérmicas do arco, ocorrem
idioblastos com rafides, dispersos aleatoriamente (Figs.
8A-B). P. haematostigma apresenta longos e esparsos
tricomas unicelulares na regido dorsal (Figs. 2A2 e 6C)
e P. suberosa pode apresentar raras papilas epidérmicas,

também nesta regido. Todas as populagdes analisadas de
P. edulis apresentaram inclusdes nas células epidérmicas
que reagiram positivamente ao teste para a deteccao de
compostos fenolicos (Fig. 9H).

Proximo a linha de deiscéncia, no arco externo de cada
teca, as células epidérmicas sdo alongadas anticlinalmen-
te (células estomiais), com um a trés estratos celulares,

Figura 4. A-F. Secdes transversais medianas em anteras de espécies de Passiflora L. A. P. haematostigma, B. P. capsularis, C. P. misera, D. P.
morifolia, E. P. suberosa, F. P. truncata. Células estomiais indicadas pelas setas. Todas as escalas: 500 pm.
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cujas alturas variam entre as espécies analisadas (Figs.
4A-F, 5A-G, 9A-D). Apenas P. haematostigma e P. su-
berosa ndo apresentam, nesta regido, células epidérmicas
distintas das demais (Figs. 4A e 4E, respectivamente).
O endotécio estd presente na regido do arco, onde
normalmente € uni ou biestratificado, e nas regides ad-
jacentes ao conectivo, proximas aos esporangios, onde
ocupa de dois a quatro estratos celulares (Figs. 7A-M).
Em P. haematostigma, o endotécio dos arcos ¢ continuo
com o conectivo, que também apresenta espessamentos

secundarios, formando uma “continuidade” entre as tecas
da antera (Fig. 7A). Os espessamentos secundarios do
endotécio e conectivo apresentaram reagao positiva aos
testes para celulose e lignina.

Dois tipos de espessamentos foram identificados no
endotécio dos arcos (Figs. 8C-O): helicoidais e em forma-
to de “U”. As espécies do subgénero Decaloba possuem
espessamentos predominantemente helicoidais, com
quatro a sete voltas, podendo ocorrer anastomoses entre
elas (Figs. 8C, H-K). Eventualmente, sdo encontrados es-

Figura 5. A-G. Secdes transversais medianas de anteras de espécies de Passiflora L. A. P. actinia, B. P. alata, C. P. amethystina, D. P. caerulea,
E. P, edulis, F. P. elegans, G. P. tenuifila. Células estomiais indicadas pelas setas. Todas as escalas: 500 pm.
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pessamentos em forma de “O” e “U”. P. suberosa possui
as células do endotécio alongadas periclinalmente (Figs.
8H e 8K), diferente das demais espécies de Decaloba
onde estas sdo mais curtas (Figs. 81-J). P. haematostigma
e todas as espécies do subgénero Passiflora possuem as
células do endotécio com espessamentos tipicamente
em formato de “U”, raramente em “O”, dois a cinco por
célula (predominantemente trés), com a regido menos
espessa voltada para a epiderme (Figs. 8D-G,L-O).

No conectivo, as células sdo de formato aproxima-

e

damente isodiamétrico e os espessamentos, em todas
as espécies analisadas, ocorrem na forma de faixas em
todas as paredes, com anastomoses frequentes (Fig. 8P).

O conectivo possui reserva amilifera abundante, na
forma de grandes graos de amido compostos (Figs. 9A-
B, E-F), os quais sdo reassimilados ap6s a deiscéncia da
antera. Graos de amido menores sdo encontrados também
nas células estomiais e células do endotécio (Fig. 9B), es-
tando geralmente ausentes na antera deiscente. Também,
no conectivo, sdo encontrados idioblastos com drusas,

“\“"K— ‘ L

Figura 6. A-L. Detalhes da superficie epidérmica de anteras de espécies de Passiflora L., em MEV. A-G. Regido dorsal. A. superficie lisa de

P. capsularis. B. gradiente da ornamentagao da superficie na regido mediana de P. truncata. C. tricomas de P. haematostigma. D. epiderme

mediana de P. amethystina. E. estomatos de P. capsularis (seta). F. epiderme da base de P. truncata. G. epiderme da base de P. suberosa). H-L.

Regido ventral. H. regido do estomio de P. actinia (estdmio, seta branca, superficie das células estomiais, seta preta). I. superficie proximo ao

estomio de P. suberosa. J. epiderme sobre o arco de P. caerulea. K. superficie das células estomiais de P. truncata. L. superficie das células

estomiais de P. capsularis.
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em maior ou menor quantidade, dependendo da espécie
analisada, dispersos aleatoriamente e ndo associados aos
feixes vasculares (Figs. 10A-M).

A membrana peritapetal forma uma camada continua

revestindo a superficie interna da antera e apresenta

mesma rea¢do de fluorescéncia da exina dos graos de
polen (Figs. 91-K). Sobre esta, encontra-se a membrana

tapetal, formada pelos orbiculos, também de reacdo de
fluorescéncia similar a exina (Figs. 91-K).

Os feixes vasculares que irrigam as anteras sdo anficri-
vais (Fig. 9L), representados apenas por traqueides (Fig.
9M). Foram reconhecidos trés padrdes de vascularizagao.

P. haematostigma apresenta um feixe vascular central,

pouco ramificado na regido apical e basal da antera (Fig.
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Figura 7. A-M. Distribuig¢do dos espessamentos lignificados da parede celular em células do endotécio e conectivo em anteras de espécies

de Passiflora L., sob microscopia Optica de luz polarizada (imagens em negativo). A. P. haematostigma, B. P. capsularis, C. P. misera, D. P.

morifolia, E. P. suberosa, F. P. truncata, G. P. actinia, H. P. alata, 1. P. amethystina, J. P. caerulea, K. P. edulis, L. P. elegans, M. P. tenuifila.
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Figura 8. A-P. Epiderme e endotécio de anteras de espécies de Passiflora L. A-B. Idioblasto epidérmico com rafides (seta) sobre o endotécio,

em vista lateral (A) e frontal (B), em P. tenuifila. C. Endotécio de P. capsularis. D. Endotécio de P. edulis, mostrando espessamento da parede
celular (seta). E. Detalhe de secao transversal do arco em P. suberosa e espessamento do endotécio (seta). F. Detalhe de se¢@o paradérmica do
endotécio de P. haematostigma, mostrando espessamentos da parede celular (setas). G-H. Detalhe do endotécio do arco, em vista frontal, de P.
caerulea (G) e P. suberosa (H). I-N. Células isoladas do endotécio de P. capsularis (1), P. misera (J), P. suberosa (K), P. tenuifila (L), P. edulis
(M) e P, elegans (N). O. Detalhe do espessamento (isolado) do endotécio de P. amethystina. P. Detalhe de espessamentos em células do conec-
tivo de P. suberosa. (A, G-N, P: microscopia optica de luz polarizada; B: microscopia Optica de contraste interferencial; C-D, O: microscopia
eletronica de varredura; E-F: microscopia optica de campo claro. Abreviaturas: cm, camadas médias; en, endotécio; ep, epiderme.
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Figura 9. A-M. Segdes transversais de anteras de espécies de Passiflora L. A-B. Detalhe dos graos de amido no conectivo, epiderme e endo-
técio de P. capsularis (A) e P. tenuifila (B). C. Detalhe do arco de um dos microsporangios de P. amethystina, mostrando as células estomiais
(seta). D. Detalhe das células estomiais de P. morifolia, mostrando a estratificagdo (setas). E-F. Grdos de amido no conectivo de P. alata. G.
Epiderme e conectivo de P. amethystina, mostrando detalhe da cuticula (seta). H. Compostos fenolicos na epiderme de P. edulis. I-K. Detalhe
da membrana tapetal e orbiculos (setas) de P. capsularis (1), P. haematostigma (J) e P. caerulea (K). L. Detalhe de um feixe vascular anficrival
de P. amethystina, com graos de amido. M. Detalhe das traqueides no xilema de P. suberosa. Coloragdes/testes histoquimicos: A-B, F: solucao
de Lugol; C-D: Azul de Toluidina; E: PAS; G: Calcofluor White + Auramina O; H: Cloreto Férrico; I-K: Auramina O; L: PAS + Azul de Astra.
(A-F, H, L: microscopia optica de campo claro; G, I-K: microscopia Optica de fluorescéncia; M: microscopia optica de luz polarizada). Abre-
viaturas: ce, células estomiais; en, endotécio; fl, floema; xi, xilema.
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10A). Nas espécies de Decaloba, o feixe vascular ndio  Grdos de polen

se ramifica, possuindo apenas dois prolongamentos na Os graos de polen apresentam variacdes de tamanho e
regido basal (Figs. 10B-F). As espécies do subgénero  formato e, no momento da dispersio, grandes quantidades
Passiflora apresentam os feixes vasculares bastante  de substancias lipofilicas (pollenkitt) sdo encontradas
ramificados e bem distribuidos em todas as regides do  sobre a esporoderme (Figs. 11A-C), especialmente entre
conectivo (Figs. 10G-M). as columelas livres do reticulo (Figs. 14A-B).

Figura 10. A-M. Vascularizagao (linhas) e distribui¢ao de drusas (asteriscos) em antera de espécies de Passiflora L. A. P. haematostigma, B. P.
capsularis, C. P. misera, D. P. morifolia, E. P. suberosa, F. P. truncata, G. P. actinia, H. P. alata, 1. P. amethystina, J. P. caerulea, K. P. edulis,

L. P. elegans, M. P. tenuifila. Todas as escalas: 1 mm.
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Embora em menor frequéncia, porém importante para
algumas espécies, tais como P. actinia, P. caerulea, P.
edulis e P. elegans, sdo encontrados graos de polen dis-
tintos da maioria, de trés tipos: graos de pélen de grandes
dimensdes, cerca de 50% maiores que os normais, com
esporoderme mais fina, intina extremamente fina e com
citoplasma translicido (Fig. 11D); graos de pdlens de
menores dimensdes, com citoplasma translticido, aber-
turas corretamente formadas, intina ndo detectavel, exina

mais espessa que nos normais (Fig. 11E) e graos de polen
semelhantes aos anteriores, porém com o citoplasma
colapsado (Fig. 11F).

Em Passiflora, os graos de polen sdo dispersos na
forma bicelular, estando a célula generativa envolta
pelo citoplasma da célula vegetativa (Figs. 11G-I). A
célula generativa apresenta citoplasma denso, formato
alongado fusiforme e esta localizada na regido central
da célula vegetativa, proximo ao nticleo. Somente em P,

ex |

H 20 uym

Figura 11. A-I. Gréos de pdlen de espécies de Passiflora em microscopia optica de campo claro. A-B. Substancias lipofilicas (pollenkitt) sobre
a esporoderme dos graos de polen de P. haematostigma (A), P. morifolia (B) e P. edulis (C). D. Se¢do anatdmica de um grio de pdlen gigante
(seta) de P. edulis em meio ao polen normal. E. Se¢do anatomica de um grao de podlen de P. actinia, com citoplasma translucido. F. Se¢ao
anatomica de um grio de polen de P. capsularis, com citoplasma colapsado. G-1. Se¢des anatdmicas mostrando a célula generativa nos graos
de polen de P. haematostigma (G), P. truncata (H) e P. misera (I). (coloragdes: A-C: Sudan I1I, D-F: Azul de Astra + PAS + Fucsina Basica,
G-I: Azul de Toluidina). Abreviaturas: ab, abertura; ct, citoplasma colapsado; cg, célula generativa; cv, célula vegetativa; ex, exina; in, intina;
nu, nicleo da célula vegetativa.
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misera foi verificado o envolvimento parcial da célula  tativa apresentou grandes actmulos de polissacaridios
generativa pelo nucleo da célula vegetativa, formandoa  intimamente associados ao nucleo (Fig. 12E).

unidade germinativa masculina (Fig. 11I). Em uma das No citoplasma da célula vegetativa, sdo encontrados
populagdes de P. caerulea (ICN152175), a célula vege-  grandes acumulos de amido, na forma de grios com-
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Figura 12. A-1. Se¢oes semifinas da esporoderme de graos de polen de espécies de Passiflora. A-D. Detalhe da natureza péctica da intina em
P. amethystina (A), P. suberosa (B), P. caerulea (C) e P. misera (D) Setas: aberturas (A e B) e intina (C e D). E-F: Detecg¢do de compostos
PAS-positivos na intina e citoplasma, na forma de graos de amido, e proximo ao nucleo da célula vegetativa (setas) em P. caerulea (E) e P.
haematostigma (F). G-H. Detecgdo de proteinas totais na exina, intina e sobre as aberturas (pontas de seta) em P. amethystina (G) e P. suberosa
(H). I. Detecgao de celulose no extrato interno da intina (azul) e esporopolenina (verde-amarelado) na exina em P. actinia. Coloragdes/testes
histoquimicos: A-B: Alcian Blue; C-D: Vermelho de Ruténio; E-F: PAS; G-H: Coomasie Blue; I: Calcofluor White + Auramina O. (A-H: mi-

croscopia Optica de campo claro; I: microscopia optica de fluorescéncia). Abreviaturas: ex, exina; il, intina 1; i2, intina 2; i3, intina 3.
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postos, que podem permanecer ou ndo apos a deiscéncia
da antera, sendo que em uma mesma teca ¢ possivel
encontrar graos de polen com e sem amido (Figs. 12E-F,
Apéndice 1-G). Namaioria das espécies, o polen disperso
possui o citoplasma da célula vegetativa PAS-positivo,
podendo indicar a presenca de polissacaridios insoluveis
(Apéndice 1-G).

Esporoderme

Todas as espécies apresentam intina composta por trés
estratos: o estrato mais externo, péctico (intina 3), o inter-
mediario, péctico e protéico (intina 2), e 0 mais interno,
péctico e celulosico (intina 1) (Figs. 12A-I; Apéndice
1-A, E-H, Tab. 2). Verifica-se uma grande variag¢ao na es-
pessura da intina entre as espécies estudadas: as espécies

up

Figura 13. A-M. Secdes semifinas da esporoderme em graos de polen de espécies de Passiflora. A-D. Esporopolenina na exina de P. amethystina
(A,C), P. capsularis (B) e P. suberosa (D). E. Autofluorescéncia da exina em P. actinia. F-G. Exina do grdo de pdlen acetolizado em P. actinia
(F) e P haematostigma (G), mostrando a diferenciacdo entre a ectexina e a endexina. H-M. Detalhe mostrando os varios tipos da estrutura
da esporoderme em P. actinia (H), P. amethystina (1), P. haematostigma (J), P. misera (K), P. capsularis (L) e P. suberosa. Coloragdes/testes
histoquimicos: A-B: Auramina O; C-D: Sudan Black; F-G: Fucsina Basica; H-M: PAS+Azul de Astra+Fucsina Bésica. (A-B, E: microscopia
optica de fluorescéncia, C-D, F-M: microscopia Optica de campo claro). Abreviaturas: cb, camada basal; ec, ectexina; en, endexina; ex, exina;

in, intina; me, mesocolpo; nl, nexina 1; op, opérculo.
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Figura 14. A-K. Esporoderme dos graos de polen em espécies de Passiflora, sob microscopia eletronica de varredura. A. Vista geral do grao
de polen de P. caerulea, ap6s fixagdo secundaria em tetroxido de 6smio, mostrando o pollenkitt (setas) nos limens do reticulo. B. Detalhe da
superficie do grao de polen de P. capsularis, mostrando restos fibrilares de pollenkitt (setas) entre as baculas dos lumens (pélen ndo acetolizado).
C-F. Detalhes da superficie interna da exina de graos de p6len acetolizados de P. actinia (C), P. amethystina (D), P. elegans (E) e P. capsularis
(F), mostrando a superficie verrucada (C-E) e lisa (F). G-H. Detalhes da fratura das columelas e teto (posi¢do invertida) no mesocolpo de P.
caerulea (G) e proximo das aberturas em P. tenuifila, mostrando as columelas (seta). I-K: Detalhes da esporoderme acetolizada e fraturada de P,
elegans (1), P. actinia (J) e P. haematostigma (K), contendo pequenos “orificios” vazios na nexina (pontas de setas). Abreviaturas: ab, aberturas;

ba, baculas; co, columelas; mu, muros do reticulo; ne, nexina; te, teto.
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Tabela 2. Simula dos testes histoquimicos empregados para a esporoderme dos graos de polen em espécies de Passiflora L.

Estratos da Esporoderme

Intina Exina
o . . . . . Endexina Ectexina
Corante ou reagente Especificidade Microscopia Intina3 Intina2 Intinal . . .
Nexina 2 Nexina 1 Sexina
Grupos acidos polianioni- i q
‘1 o cos: azul; compostos fe- . purpura , verde

Azul de Toluidina O nolicos: verde: acidos CC purpura  ° ., Ppirpura azulado claro verde claro

pécticos: purpura
IKT (Lugol) Amido CcC - - - - - -
PAS® Polissacarideos insoliiveis CC ++ + ++ - - -
g?zo Srr(l)e;?ﬁ})e Blue Proteinas totais CcC - ++ - - + -
Azul de Astra Acidos pécticos, hemicelu- cC n " " " o )

loses
iegéfgulases AL Hemicelulose ccC - - + + +* -
Alcian Blue 8GX?# Acidos pécticos CcC + ++ + - - -
Vermelho de Ruténio® Acidos pécticos CC + ++ + - - -
Calcofluor White® B-D-glucanos (celulose) uv + - - - - -
Acetolise! Esporopolenina CC - - - + + +
Auramina O* Lipidios (incluindo ceras) uv - - + ++ ++

. fin2 Grupos carregados negati-

Fucsina Bésica vamente, ectexina cC - - - - + +
Sudan Black B Lipidios (incluindo fosfo- cc ) ) ) N - i

lipidios)

Referéncias: 'Erdtman (1960); 2Faegri & Iversen (1964); 3Fisher (1968), “Heslop-Harrison (1977); *Jensen (1962); ®Johansen (1940); "Knox
(1979); ®Lillie (1965); °O’Brien & McCully (1981); *Southworth (1973).

CC, campo claro; UV, fluorescéncia.
* somente espécies do subgénero Passiflora e P. suberosa.

do subgénero Passiflora possuem intina extremamente
espessa, entre 2,5-3,5 um, podendo atingir 5,5 um em
algumas regides da esporoderme, como nas aberturas; as
espécies dos subgéneros Astrophea e Decaloba possuem
a intina relativamente fina, entre 1-1,8 um, atingindo
aproximadamente 2,2 um nas areas das aberturas. Nas
espécies do subgénero Passiflora, a intina apresenta-se
geralmente com um aspecto ondulado, especialmente
se visualizadas as se¢Oes coradas para a detecgdo de
proteinas totais (Fig. 12G).

Aintina 3 possui espessura aproximadamente uniforme
por toda a extensdo da esporoderme, enquanto que tanto
aintina 2 quanto a intina 1 sdo mais espessas nas regides
das aberturas.

A exina apresenta-se diferenciada em ectexina e ende-
xina (Figs. 13A-M). Estes dois estratos possuem como
constituinte principal a esporopolenina, evidenciada
pelos testes de compostos lipidicos (Auramina O e Sudan
Black) (Figs. 13A-D) e de resisténcia a acetdlise (Figs.
13F-G), e possuem constitui¢do quimica diferenciada,
conforme demonstrado pela coloragdo com Fucsina Ba-
sica, na qual a ectexina ¢ corada de vermelho, enquanto
a endexina reage fracamente ao corante (Figs. 13F-G).
Esta diferenciagdo também se revela pela autofluores-
céncia, onde nas espécies do subgénero Passiflora e em
P. suberosa, indica a ocorréncia de menores quantidades
de endexina também na nexina 1 (Fig. 13E).

Além de esporopolenina, a endexina também agrega
hemiceluloses, confirmado pela coloragdo com Azul de
Astra (Figs. 13H-M) e ando coloracdo deste estrato apos
o tratamento com hemicelulases. Nao ha reagdo deste
estrato da esporoderme com Alcian Blue, Vermelho de

Ruténio e reagdo de PAS (Tab. 2). A endexina também
apresenta coloragdo aproximadamente azulada com o
corante metacromatico Azul de Toluidina, quando anali-

\

Figura 15. A-C. Esquema dos trés tipos estruturais de esporoderme
encontrados em espécies de Passiflora (ver descrigao no texto). A.
Tipo 1 (seta: abertura). B. Tipo 2 (seta: abertura). C. Tipo 3 (setas:
opérculos nas aberturas). Abreviaturas: ec, ectexina; en, endexina; il,
intina 1; i2, intina 2; i3, intina 3; nl, nexina 1.
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Tabela 3. Sumula das caracteristicas morfologicas encontradas em espécies de Passiflora L., com possivel valor taxondmico e/ou filogenéti-

co*. 1. Tamanho das anteras: pequenas (0), grandes (1); 2. Formato do apice: lobado (0), truncado (1), apiculado (2); 3. Compostos fenodlicos

na epiderme: ausente (0), presente (1); 4. Tricomas: ausente (0), presente (1); 5. Células estomiais: ausente (0), presente (1); 6. Espessamento

secundarios: somente nos arcos (0), continuo entre as tecas (1); 7. Espessamento do endotécio: helicoidal (0), anelar (1); 8. Vasculariza¢ao:

nao ramificada (0), pouco ramificada (1), ramificada (2); 9. Amplitude do reticulo: limens reduzidos (0), [amens amplos (1); 10. Columelas

livres nos lumens: raras (0), frequentes (1); 11. Padro da ectexina: tipo 2 (0), tipo 1 (1), tipo 3 (2); 12. Superficie interna da endexina: lisa (0),

verrucada (1); 13. Espessura da intina: fina (0), espessa (1).

Espécies estudadas / caracteristicas 1*

5* 6 7 8 9% 10* 11* 12*  13*

Subgénero Astrophea
P. haematostigma Mart. ex Mast. 1
Subgénero Decaloba
P, capsularis L.

P. misera H.B.K.

P. morifolia Mast.

P. suberosa L.

P, truncata Regel
Subgénero Passiflora
P, actinia Hook.

P. alata Curtis

P. amethystina Mik.
P. caerulea L.

P, edulis Sims

P. elegans Mast.

P, tenuifila Kill.
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sadas se¢Oes mais espessas (2 pm), indicando a presenga
de grupos polianidnicos, ao contrario da ectexina, que
se apresenta esverdeada devido a presenca de derivados
fenolicos (Figs. 11G-I, Apéndice 1-A: especialmente P,
truncata, P. haematostigma, P. misera, P. amethystina e
P capsularis).

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

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

Em microscopia Optica de campo claro, foram evi-
denciados trés configuragdes da nexina 1 e sexina. As
espécies do subgénero Passiflora possuem a nexina 1 de
composi¢do mista, ou seja, nao apresentam uma camada
basal compacta (ou composta somente por ectexina) e as
columelas, compostas de ectexina, encontram-se imersas
na nexina 1. Este estrato morfologico apresenta reagdo
positiva a deteccdo de ectexina e hemiceluloses, estas em
menor intensidade que a reagcdo com a endexina (Figs.

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

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

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

A Tabela 3 apresenta uma sintese das principais ca-
racteristicas morfoldgicas, com potencial valor taxond-
mico e/ou filogenético, encontradas para as espécies de
Passiflora em estudo, bem como suas variacdes entre
as espécies.

DISCUSSAO

Antera

No decorrer da antese, os verticilos florais de espécies
de Passiflora apresentam um movimento caracteristico,
relatado em diversos estudos com espécies nativas e
cultivadas, e responsavel por estabelecer uma barreira
temporal para a polinizagdo (Janzen 1968, Sazima &
Sazima 1978, Koschnitzke & Sazima 1997, Varassin &
Silva 1999, Longo & Fischer 2006). Estando o polen
disponivel desde o inicio da antese, quando as anteras ja
se encontram abertas, a posi¢do ereta dos estiletes (mas
ja com estigmas receptivos) evita a ocorréncia inicial
de polinizacdo (incluindo autopolinizagdo) e as flores
funcionam primeiramente como doadoras de pdlen e
so depois, apds a deflexdo dos estigmas, passam a ser
receptoras de polen (Janzen 1968).

A morfologia da antera, especialmente da conexao
entre o filete e o conectivo, ¢ fundamental para ampliar
a flexibilidade durante a movimentagdo, assim como a
posi¢do de inser¢do do filete, sempre abaixo do meio da
antera. Desta forma, a extensdo entre a insercao do filete
e 0 apice da antera ¢ sempre maior e, conseqiientemente,
o seu peso. Esta diferenga pode ser importante neste
movimento durante a abertura da flor.

A variacdo do tamanho da antera de Passiflora esta di-
retamente relacionada com o tamanho das flores de cada
espécie. Espécies dos subgéneros Passiflora e Astrophea
possuem flores de grandes dimensoes, destacando-se
P edulis, P. alata, P. amethystina ¢ P. caerulea, que
também possuem as maiores anteras. P. suberosa, que
possui a antera cerca de seis vezes menor que as espécies
citadas, também esta entre as espécies com as menores
flores do género, entre 1,5-2,5 cm de didmetro (Ulmer
& MacDougal 2004).

As caracteristicas anatomicas das espécies estudadas
estdo de acordo com os relatos anteriores para o grupo,
quanto aos tecidos constituintes (Johri et al. 1992, Amela
Garcia et al. 2002). A epiderme apresenta varios graus
de ornamentagdo da cuticula, desde lisa até estriada, de-
pendendo da regido da antera considerada, e ndo variavel
entre as espécies. Amela Garcia ef al. (2002), baseados na
andlise de se¢des transversais da antera, relatam a presen-
ca de cuticula estriada em todas as espécies estudas, com
excecdo de P. misera, com cuticula lisa. Neste estudo, P,
misera apresentou cuticula predominantemente estriada,
em microscopia optica (MO) e eletronica de varredura
(MEV), como todas as demais espécies, e lisa somente

na regido mediana dorsal da antera.

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

Ainda na epiderme, podem ocorrer idioblastos com
rafides, ainda ndo relatado para as anteras de Passiflorace-
ae. Estdo distribuidos aleatoriamente, somente na regido
dos arcos, e diferem dos normalmente encontrados nos
demais tecidos por possuirem os cristais mais espessos.
Também nao sdo encontrados em outros 6rgdos do género
Passiflora, como as folhas (Dell’Aglio ef al. dados ndo
publicados).

Tricomas foram encontrados somente na antera de P,
haematostigma e parece ser caracteristico da espécie, que
apresenta também folhas e ovario tricomatosos (Vitta
2006, Milward-de-Azevedo 2007).

O endotécio representa o estrato subepidérmico das
anteras e normalmente possui espessamentos de parede
caracteristicos, de acordo com o grupo de Angiospermas
(Manning 1996). Estes espessamentos sdo predominan-
temente lignificados (Whatley 1982, Freudenstein 1991,
Jacobs & Lersten 1994), mas podem ser apenas celuldsi-
cos (Fossard 1969) ou conter também calose (Kenrick &
Knox 1979). Nas espécies de Passiflora estudadas, estes
espessamentos sdo lignificados, mas também reagem a
detecca@o de celulose. De acordo com Manning (1996),
as anteras da maioria das Angiospermas apresentam mais
de um tipo de espessamento secunddrio nas células do
endotécio e conectivo, como verificado nas espécies em
estudo, util para propositos descritivos. Contudo, para
propositos filogenéticos, de acordo com o autor, sdo
consideradas somente as células do endotécio presentes
no arco, que tém origem nos estratos parietais da antera,
enquanto que as células com origem a partir das células
do conectivo ndo sdo consideradas. Estas células apresen-
tam espessamentos em todas as paredes e frequentemente
anastomosados, assim como observados em Passiflora.

Quanto aos tipos de espessamento do arco, sdo distintas
trés categorias principais: “baseplate”, em formato de
“U” e helicoidal, com iniimeras subcategorias (Manning
1996). Em Passiflora, foram encontradas duas destas, em
formato de “U”, nas espécies de Astrophea e Passiflora,
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e helicoidal, nas espécies de Decaloba, indicando que
esta caracteristica pode ser util como diagndstica para os
subgéneros e com grande potencial nas analises filoge-
néticas. No entanto, dada a insuficiente amostragem, em
numero de espécies e géneros, ndo ¢ possivel polarizar
esta caracteristica para o género Passiflora. Contudo,
considerando a proposta de relogio molecular de Mus-
chner (2005), na qual o clado Decaloba seria o primeiro
adivergir (ca. 35 Ma) e, posteriormente, os clados Astro-
phea e Passiflora (ca. 24 Ma), ¢ possivel afirmar que o
tipo plesiomorfico de espessamento € o helicoidal e o tipo
de espessamento em “U” teria surgido posteriormente em
Passiflora. A tendéncia do surgimento de espessamentos
em formato de “U”, a partir de espessamentos helicoidais,
¢ relatada para alguns grupos de Angiospermas, como
Araceae (French 1985, 1986) e Poales (Manning & Lin-
der 1990), mas o contrario também pode ocorrer, como
em Iridaceae (Manning & Goldblatt 1990).

O endotécio ¢ referido como o estrato mecanico das
anteras com deiscéncia rimosa, pois gera for¢as na regiao
dos arcos da antera dependendo do grau de hidratagéo
e, consequentemente, participa da abertura da antera e
exposicao dos graos de polen (Keijzer 1987). Nas espé-
cies de Passiflora, participam da abertura da antera, as
células estomiais e o endotécio. Em P. haematostigma
e P. suberosa, que ndo apresentam células estomiais,
este papel possivelmente ¢ desempenhado somente pelo
endotécio e compensado por meio do incremento de
células espessadas no conectivo, em P. haematostigma,
e pelo alongamento anticlinal das células deste tecido
nos arcos, em P, suberosa.

Internamente ao endotécio da antera madura, perma-
necem alguns estratos das células médias, ja colapsadas
e comprimidas, que em Passiflora iniciam o colapso
celular no estagio de micrdésporo livre (Amela Garcia
et al. 2002).

Diretamente em contado com os graos de polen do
loculo, encontram-se as membranas peritapetal e ta-
petal. A membrana peritapetal ¢ uma camada continua
que reveste a superficie interna da antera e se rompe
durante a deiscéncia (Chapman 1987). Esta membrana
¢ acetolise resistente, constituida por esporopolenina
e localizada sobre a face tangencial externa do tapete
(Bhandari 1984). A membrana tapetal, composta pelos
orbiculos, possui natureza similar & membrana tapetal,
mas de origem distinta (Santos 2000).

Os orbiculos sdo estruturas geralmente esféricas e de
tamanhos variados, menores que 5 pm, que recobrem a
superficie interna das células do tapete secretor (Huys-
mans et al. 1998). Em llex paraguariensis, sao formados
no espago periplasmatico, entre a membrana plasmatica
e a parede celular (Santos & Mariath 2003). Apds a
dissolucao das células do tapete, os orbiculos se unem
a membrana peritapetal, formando uma tnica camada
(Santos 2000).

Huysmans et al. (1998) atribuem aos orbiculos pos-
siveis fungdes, entre as quais a participagdo no meca-
nismo de transporte de esporopolenina, protecao contra

osmose e colapso dos microsporos em desenvolvimento,
associacdo com a dispersdao do pdlen, participagdo na
degradacdo das células do tapete ou somente como um
produto final da atividade deste tecido. Wang et al. (2003)
demonstram que os orbiculos transportam uma proteina
esporofitica necessaria na fase de maturacao dos graos
de pdlen em cereais.

Mais de 70 familias de Angiospermas possuem orbicu-
los (Huysmans et al. 1998), que foram relatados recente-
mente por Amela Garcia et al. (2002) para Passifloraceae.
Estes autores descrevem a ultraestrutura dos orbiculos de
P. caerulea como corpos sélidos, pequenos, entre 0,2 e
0,4 um de didmetro e mesma eletrodensidade da exina.
Nas espécies estudadas, em microscopia de fluorescéncia
(ap6s o uso de Auramina O), é possivel distinguir estes
pequenos orbiculos aderidos @ membrana peritapetal pela
reacdo semelhante a exina.

O conectivo inclui todas as partes internas da antera
com exce¢do do tecido esporogénico (D’Arcy 1996).
Em Passiflora apresenta, como principal composto de
reserva, grandes quantidades de amido, normalmente
ausentes em anteras ja deiscentes. Estes graos também
sdo comuns na epiderme e endotécio, concordando com
as observacdes para Passiflora de Amela Garcia et al.
(2002), que também os encontrou nas células médias, em
etapas anteriores do desenvolvimento. Em um cultivar de
Lilium, Clément et al. (1994) relatam a presenca de dois
estagios de assimilacao de amido nas anteras, o primeiro
na fase de crescimento da antera e o segundo durante a
maturacdo dos graos de polen, cujo amido é totalmente
consumido antes da antese. Os autores destacam a grande
importancia do conectivo, que age fisiologicamente como
um tampao, regulando o nivel de agucares soliveis na
antera e disponibilizando-o para o desenvolvimento dos
microsporos.

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

Entre as espécies estudadas, foram observados clara-
mente trés padrdes de vascularizagao, caracteristicos para
cada um dos subgéneros e que pode ser uma importante
caracteristica filogenética para o grupo. Passiflora apre-
senta feixes bastante ramificados e Decaloba apresenta
feixes ndo ramificados. Astrophea apresenta um padrao
que parece ser intermedidrio entre os dois demais subgé-
neros, ramificado, mas com as ramifica¢des concentradas
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na regido central do conectivo. Neste caso, também,
devido a baixa amostragem de taxons, ndo € possivel po-
larizar esta caracteristica, mas esta pode ter relacdo com
o tamanho das anteras, onde anteras menores possuem
vasculariza¢do reduzida.

De acordo com autores de biologia evolutiva
(Puri 1951, Stebbins 1974, Cronquist 1981), os padrdes
mais primitivos de vasculariza¢do dos verticilos florais
seriam proximos ao padrdo folidceo, bastante ramificado
e, em diversos grupos, podem ter sofrido modificagdes,
seja por reducao do nimero de feixes vasculares ou pela
coesdo ou adnacdo entre eles (Puri 1951). Assim, a redu-
¢do extrema da vascularizag¢do pode ter sido um evento
isolado somente em Decaloba, sendo uma apomorfia
deste subgénero, embora também se apresente, de forma
menos intensa na espécie representante de Astrophea.

Grdos de polen

Os graos de polen de Passiflora apresentam, tipica-
mente, grandes quantidades de substancias lipofilicas
junto a exina, na forma de grandes gotas ou de aspecto
fibrilar, entre as columelas livres do reticulo (Souza
& Pereira 2000, Souza et al. 2004). Estas substancias,
denominadas pollenkitt, s3o derivadas da atividade
das células do tapete, liberadas quando ocorre a senes-
céncia deste tecido nas anteras maduras e depositadas
sobre ou entre os espacos existentes na exina (Pacini &
Hesse 2005). O pollenkitt ocorre em grande parte das
Angiospermas, na maioria espécies entomofilas, com
tapete parietal ou amebdide e possui importantes fungdes
durante a dispersdo dos graos de polen, participando da
aderéncia dos pélen ao corpo dos polinizadores, e no
sistema de reconhecimento do pdlen no estigma, pois
também leva moléculas protéicas que participam desta
interacao (Piffanelli et al. 1998, Pacini & Hesse 2005).
Incluindo estas, Pacini & Hesse (2005) enumeram vinte
diferentes func¢des para o pollenkitt depositado sobre a
esporoderme, entre elas, a protec¢@o hidrica e a radiagao,
adesdo dos grios ao estigma, atragdo de polinizadores
pela coloragdo e volatilizagdo de compostos.

A diferenca de tamanho dos graos de polen encontradas
neste estudo também ¢ relatada por outros autores, para
varias espécies de Passiflora (Souza et al. 2003, 2004).
Estes autores atribuem a ocorréncia de pélen de grandes
dimensdes a irregularidades na distribui¢do dos cromos-
somos durante a meiose, sendo relativamente comum a
formagdo especialmente de triades (e ndo de tétrades),
como ocorre em P. edmundoi (Souza et al. 2003), onde
um dos graos da triade atinge aproximadamente o dobro
do tamanho dos outros dois. Em P. coccinea Aubl. e P.
galbana Mast., a frequéncia destes graos pode chegar a
2,9% do total produzido (Souza et al. 2004). Estes graos
de grandes dimensdes e com niimero cromossomico
variavel, de acordo com Caetano-Pereira et al. (1998),
podem ser funcionais e participar da fecundacao, po-
dendo produzir variagdo no nimero cromossomico das
geragdes seguintes.

Os graos de polen menores possuem a esporoderme

nao completamente formada e sdo estéreis. Souza et al.
(2003, 2004) denominam estes graos de T1 e T2, onde
T1 corresponde aos graos vazios, ou com citoplasma
translucidos, e T2 aos graos com citoplasma colapsado.
De acordo com os autores, sao resultantes de diferentes
processos que geram a esterilidade. Os graos vazios
e relativamente menores indicam que a malformagio
ocorreu durante a segregacdo dos cromossomos (mi-
crosporogénese), enquanto que os graos com citoplasma
colapsado e tamanhos relativamente maiores sdo o resul-
tado da expressao génica durante a microgametogénese.
A maior freqiiéncia de graos T1 sobre T2 em espécies de
Passiflora indica que as maiores responsaveis pela perda
de viabilidade nos graos de pdlen destas espécies sao as
alteracdes cromossdmicas (Souza et al. 2004).

Passifloraceae ¢ indicada por Brewbaker (1967) como
um grupo que possui graos de pélen bicelulares, onde
a célula vegetativa engloba em seu citoplasma a célula
generativa e, apds a germinagao, a célula generativa sofre
mitose formando as células gaméticas no tubo polinico
(Johri et al. 1992, Tanaka 1993). As observagdes deste
estudo concordam com esse autor e com outros estudos
em Passiflora (Souza & Pereira 2000, Amela Garcia et
al. 2002, Souza et al. 2002). Segundo Brewbaker (1967),
polens bicelulares ocorrem na maioria das Angiospermas
e sua ocorréncia estd diretamente relacionada com ca-
racteristicas fisioldgicas como alta viabilidade e maior
longevidade. A célula generativa é formada a partir da
primeira divisdo celular assimétrica do microsporo e
possui posigao parietal; posteriormente ¢ englobada pela
célula vegetativa e assume o formato fusiforme e posi¢ao
proxima ao nucleo desta célula (Maheswari 1950, Johri et
al. 1992, Tanaka 1993), podendo associar-se intimamente
ao nucleo e formar a unidade germinativa masculina
(“male germ unit”) (Dumas et al. 1984), como relatado
para varias espécies de Angiospermas com poélens bi ou
tricelulares (Matthys-Rochon et al. 1987, Charzynska
et al. 1989, Santos 1995). Em Passiflora, a formagdo da
unidade germinativa masculina foi observada somente
em P. misera, sendo que nas demais espécies a célula
generativa permanece proxima, mas ndo em contato, do
nucleo da célula vegetativa.

Os graos de polen podem acumular reservas durante
as varias etapas do desenvolvimento, especialmente na
forma de amido, que durante a deiscéncia da antera pode
ser convertido em pectinas, glicose, frutose, sacarose e
varios outros polissacaridios (Franchi ez al. 1996, Pacini
1996, Speranza et al. 1997, Pacini et al. 2006). Durante
a formacao dos grios de pdlen a sintese e degradacgio
das substincias de reserva estdo relacionadas com a
ontogenia dos estratos da esporoderme e a formacao
do microgametofito (Santos & Mariath 1999). Baker &
Baker (1979) relatam que a maioria das Angiospermas
possui o pdlen, no momento da dispersdo, com pouco
amido (“starchless”), enquanto que, em alguns grupos,
o polen € disperso com muito amido no citoplasma da
célula vegetativa (“starchy”). A distribuicao destes tipos
de reserva, segundo os autores, esta relacionada com as
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estratégias ecoldgicas das espécies, como a relacdo com
os tipos de polinizadores, sendo as espécies com graos
menores ¢ sem amido preferencialmente entomofilas.
Passifloraceae ndo foi contemplada no estudo de Baker
& Baker (1979), mas os resultados do presente estudo
indicam que Passiflora se enquadra na categoria “starch-
less”, embora no momento da dispersao possam coexistir
na mesma antera, graos com muito ou pouco amido. Os
graos de polen que possuem pouco ou nenhum amido,
nas espécies estudadas, apresentam sempre citoplasma
PAS-positivo, indicando que o amido foi convertido
em outros polissacaridios insoluveis ou que ndo foram
extraidos durante os procedimentos de preparacdo das
amostras.

A presenga de carboidratos também pode contribuir
para o balango hidrico no interior do pdlen, atuando como
um tampao, de forma que o impacto com o meio exter-
no no momento da dispers@o seja minimizado (Pacini
1996, Pacini et al. 2006). Pacini (1996) cita o pdlen de
P. caerulea como parcialmente desidratado no momento
da dispersdo, portando como carboidrato de reserva o
amido (tendo, também, citoplasma PAS-positivo). Os
graos de polen parcialmente desidratados resistem melhor
as adversidades ambientais, como as altas temperaturas
e baixas taxas de umidade relativa (Pacini ez al. 2006).
Deste modo, os compostos de reserva do pélen de Pas-
siflora sao relevantes na ecologia destas espécies, seja
na forma da polinizacao (entomofilas) e na ocupagao dos
ambientes tropicais.

Esporoderme

Os graos de polen apresentam uma parede protetora
formada conjuntamente pelo esporéfito e pelo gameto-
fito masculino, que pode ser dividida primariamente em
dois estratos quimicamente distintos: a exina e a intina
(Erdtman 1952). A exina representa o extrato externo,
primeiramente formado e composto principalmente por
esporopolenina, um biopolimero extremamente resistente
a acdo bioldgica e a acdo de compostos quimicos nao
oxidativos. A intina é formada posteriormente, interna a
exina, e representa o estrato polissacaridico da esporo-
derme, composto principalmente por pectinas, hemice-
luloses e celulose (Heslop-Harrison 1971).

Apesar de ser um estrato relativamente mais simples
que a exina, a intina apresenta uma estrutura complexa,
normalmente triestratificada, cujas funcdes de cada
estrato estdo relacionadas a importantes eventos desde
a maturacdo dos graos de pdlen até a germinacao do
tubo polinico (Heslop-Harrison 1987, Heslop-Harrison
& Heslop-Harrison 1991). O estrato externo, predomi-
nantemente péctico, possui microfibrilas randomica-
mente dispostas e materiais amorfos incrustados, sendo
importante durante a hidratacdo do pdlen no estigma,
promovendo forgas para a saida do tubo polinico de-
vido ao seu aumento de volume (Heslop-Harrison &
Heslop-Harrison 1991, Sudrez-Cervera et al. 2002). O
estrato intermediario ¢ mais conspicuo e normalmente

melhor visualizado nas aberturas, contém inclusdes que
carregam proteinas embebidas em uma matriz péctica,
possivelmente relacionadas aos processos de reconhe-
cimento do pélen (Knox 1984, Edlund et al. 2004), ¢
também com reconhecidas fungdes enzimaticas (Knox
& Heslop-Harisson 1970). Interno a este, existe um
estrato celuldsico e péctico, responsavel por formar o
tubo polinico (Heslop-Harrison 1987, Heslop-Harrison
& Heslop-Harrison 1991, Ferguson ef al. 1998).

Nas espécies de Passiflora estudadas, também foi
encontrado este padrao de intina triestratificada, como
ocorre na maioria das Angiospermas (Heslop-Harrison
& Heslop-Harrison 1991). Amela Garcia et al. (2002)
relatam, para P. caerulea, a presenca de intina espessa e
formada por somente dois estratos, um externo espesso
e fibrilar e um interno mais fino e homogéneo. Nossas
observacgdes para esta espécie indicam a clara ocorréncia
de trés estratos nos testes histoquimicos, especialmente
para a detec¢do de proteinas totais (Coomasie Blue, ver
Apéndice 1-E), sendo que o estrato péctico-protéico nao
foi detectado pelos autores anteriormente citados no
estudo ultraestrutural.

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

A parte externa da esporoderme, a exina, ¢ complexa
e representa um dos tipos mais elaborados de parede
celular do reino Plantae. E composta principalmente por
esporopolenina, um conjunto de polimeros derivados de
acidos graxos de cadeia longa e menores quantidades
de compostos com anéis aromaticos oxigenados e fe-
nilpropandides, produzida especialmente pelo tapete da
antera, polimerizada a partir do final da meiose 1I dos
microsporos (Piffanelli ef al. 1998).

Do ponto de vista morfologico, apresenta varios estra-
tos (Erdtman 1952, Punt et al. 2007): a sexina € o extrato
mais externo, composta pelas columelas, teto e orna-
mentagdes acima do teto. A nexina representa a porgao
nao “ornamentada’ da exina, abaixo da sexina, podendo
ser distintas duas regides: a nexina 2 mais interna e em
contato com a intina, € a nexina 1, abaixo da sexina.

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

Nas espécies de Passiflora estudadas, € possivel fazer
esta diferenciagdo entre a ectexina e endexina, com base
na coloragdo com Fucsina Basica, especialmente quando
empregadas secdes de graos de polen acetolizados previa-
mente (ver Figs. 13F-G, Apéndice 1-C). A nao coloragdo
do estrato externo da intina pela Fucsina Basica, em graos
nao acetolizados, dificulta a distingdo da endexina, que
também nao cora (Apéndice 1-B). Estes dois componen-
tes possuem reagao diferenciada a autofluorescéncia, que
também revela a presenca de endexina na nexina 1 das
espécies do subgénero Passiflora e P. suberosa.

Além de esporopolenina, a endexina (nexina 2) tam-
bém contém hemiceluloses, nas espécies estudadas.
De acordo com andlises histoquimicas de Southworth
(1973), a endexina também pode possuir tragos de po-
lissacaridios, além da esporopolenina. Em Helianthus
annuus L. (Asteraceae), a endexina também reage posi-
tivamente ao Azul de Anilina e PAS (Horner & Pearson
1978), diferente das espécies estudadas, o que indica
que a natureza quimica da endexina pode ser distinta nos
diversos grupos vegetais. Segundo Hesse (2000), varios
estudos comprovam que a endexina nio ¢ um estrato tao
compacto como antes admitido e que se apresenta bas-
tante elastico, com importantes fungdes nos processos de
desidratag@o e hidratag@o dos graos de pdlen, que levam
a significativas mudangas da morfologia, especialmente
no formato do polen.

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

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

As espécies do subgénero Passiflora também apre-
sentam uma configuragdo similar a encontrada em P,
suberosa, exceto que nestas espécies a nexina 1 nao ¢
granulosa, mas mais homogénea, de modo que somente
as bases das columelas s3o vistas imergindo nesta mis-
tura de endexina e ectexina. Também, neste subgénero, a
superficie interna apresenta-se ondulada, com a formagao
de sulcos que imitam o reticulo externo.

Um estudo detalhado da ultraestrutura da esporoderme
de P, caerulea foi realizado por Larson (1966), que apon-
tou diversas caracteristicas semelhantes as estudadas para
o subgénero a qual esta espécie pertence. Larson (1966)
comprovou a natureza mista de endexina e ectexina de P
caerulea nanexina 1, que chama de estrato iz (“interbed-
ded zone”). De acordo com o autor, ultraestruturalmente a
ectexina € eletrodensa (ap6s a contrastacdo com citrato de
chumbo), enquanto que a endexina € pouco eletrodensa.
Anexina 1, de composi¢do mista, apresenta-se com uma
tonalidade intermediaria e neste estrato sao claramente
visiveis a imersdo das columelas. Estas caracteristicas
concordam com as observadas nos testes histoquimicos
das espécies do subgénero Passiflora, especialmente se
analisadas as se¢cOes com a combinag¢o da reagido de PAS,
Azul de Astra e Fucsina Basica (Figs. 13H-I). Estudos
posteriores da ultraestrutura da esporoderme, como os
de Carreira (1977) e Amela Garcia et al. (2002), em
Passiflora coccinea Aubl. e P. caerulea, respectivamente,
mostram claramente esta mesma configuragdo da exina
nas ilustragdes apresentadas. Porém, os autores nada
comentam sobre a presenga de um estrato de composi-
¢do mista e apenas descrevem a nexina 1 composta por
ectexina.

Larson (1966) também chama a atencdo para uma
mistura da endexina ¢ da intina, numa zona intermediaria,
que na analise de esporodermes acetolizadas, as areas
correspondentes a intina, aparecem com espacos vazios.
Neste estudo ndo foi possivel, por meio de microscopia
oOptica, evidenciar esta caracteristica. Em microscopia
eletronica de varredura da esporoderme de gréos fratu-
rados de Passiflora, foi possivel verificar a existéncia de
pequenos orificios na area correspondente a endexina,
podendo se tratar, possivelmente, dos mesmos espagos
assinalados pelo autor.

A existéncia de zonas intermediarias de natureza mista
leva Larson (1966) a uma extensa discussao de varios
aspectos também discutidos por Erdtman (1952) sobre
a estratificacdo da esporoderme em camadas sempre
concéntricas. Verifica-se, segundo estes autores, que
nem todas as Angiospermas possuem estratos totalmente
diferenciados um do outro e P. caerulea ¢ um exemplo
disso. Também ressaltam a importancia da analise da
composi¢cdo quimica da esporoderme, pois nem sempre
os estratos sao homologos em distintos grupos vegetais.
Erdtman (1952, citado por Larson 1966) cita caracteristi-
cas semelhantes as observadas em Passiflora, em relagao
a imersao das columelas na nexina 1, para Cobaea pen-
duliflora (H. Karst.) Hook. f. (Polemoniaceae), mas nesta
espécie tais caracteristicas sdo evidentes e permitem sua
visualizagdo em microscopia Optica, sem a necessidade
de se¢des. A ocorréncia desta mesma caracteristica, em
grupos ndo taxonomicamente relacionados, ¢ uma indi-
cacdo que esta pode ter surgido varias vezes durante a
evolugdo das Angiospermas (Larson 1966) e possivel-
mente estd relacionada a algum aspecto da fisiologia
desses graos de polen.

Outra observacdo de Larson (1966) é que a nexina

R. bras. Bioci., Porto Alegre, v. 9, s.1, p. 48-74, abr. 2011



Antera e graos de polen de Passifloraceae do Rio Grande do Sul, Brasil 71

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

Deste modo, a “ondula¢do” da superficie interna da
endexina reflete claramente a constitui¢do mista da
nexina 1 e a imersdo das columelas neste estrato, bem
como a inexisténcia de uma camada basal compacta. Os
pontos aparentemente mais compactos correspondem
as insercdes das columelas dos muros, cujo principal
componente ¢ a ectexina, enquanto que nas regides dos
limens a nexina 1 ¢ menos compacta pela presenca de
endexina e, possivelmente, de compostos pécticos tam-
bém associados a este componente. De acordo com Hesse
(2000), algumas espécies podem nao apresentar a camada
basal compacta, como a maioria das Angiospermas, mas
te-la fragmentada ou ausente. Em Passiflora, parece ha-
ver uma tendéncia no subgénero Passiflora a uma perda
desta camada. Em P. suberosa (subgénero Decaloba),
observa-se também a mesma tendéncia, provavelmente
com origem distinta. Hesse (2000) atribui a perda de
camada basal compacta a alguns eventos fisiologicos de
grande importancia para os graos de polen, como a rapida
captacao de agua sobre a superficie estigmatica e adapta-
¢do as mudangas de volume durante o desenvolvimento
e dispersdo do polen. As pressdes sobre esses fatores
podem ter levado as espécies em estudo a desenvolver
este tipo de estratégia.

A superficie interna da endexina ondulada foi relata-
da até o momento somente para espécies de Passiflora
(Presting 1950, Larson 1966) e para uma espécie de
Cucurbitaceae, Borneosicyos simplex De Wilde, espécie
monotipica de um género descrito recentemente para o
Velho Mundo, que apresenta os graos de pélen dispersos
em tétrades (Van der Ham & Van Heuven 2003). No en-
tanto, sdo necessarios estudos detalhados da estrutura da
esporoderme dessa espécie para confirmar se apresenta
similaridades com Passiflora. Por conseguinte, a ocor-
réncia dessa caracteristica para grupos nao relacionados
taxonomicamente, como Passifloraceae e Cucurbitaceae,
indica, como também sugerido por Larson (1966), sur-
gimentos independentes e que, provavelmente, também
ocorra em outros grupos de Angiospermas.

Com relacdo a estrutura das columelas sob o teto, Lar-

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

Ainda na exina, a analise histoquimica demonstrou a
ocorréncia de proteinas sobre as columelas livres, abertu-
ras e nanexina 1. Nas espécies do subgénero Passiflora,
anexina 1 ¢ marcada com maior intensidade. P. suberosa
apresentou menor intensidade e nas demais espécies, a
marcacdo foi fraca. Estas proteinas t€ém possivelmente
origem esporofitica, produzidas pelas células do tapete
e relacionadas com o processo de reconhecimento dos
graos de pdlen no estigma (Knox et al. 1976, Vithanage &
Knox 1976, Clarke et al. 1979, Pacini & Juniper 1979). A
ocorréncia maior destas proteinas parece relacionada com
a estrutura da esporoderme. Nas espécies com camada
basal compacta, s3o quase inexistentes e principalmente
concentradas sobre ou entre as columelas livres e sobre
as aberturas, enquanto que nas demais espécies se con-
centram na nexina 1. Isso leva a crer que uma fungao
adicional possa ser atribuida a estrutura menos compacta
danexina 1 das espécies estudadas: uma via de transporte
de proteinas esporofiticas.

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

Entre as espécies estudadas do subgénero Passiflora,
destoam da maioria apenas P. actinia e P. tenuifila, que
possuem o apice da antera apiculado, ao contrario das
demais espécies que possuem apice lobado, e P. edulis,
que possui compostos fenolicos nas células epidérmicas.
Em Decaloba, diferenciam-se da maioria P. morifolia
e P. capsularis, que apresentam limens amplos ¢ com
varias columelas livres no seu interior, caracteristicas
estas encontradas principalmente no subgénero Passi-
flora. P. capsularis também apresenta o apice da antera
apiculado. A presenc¢a de lumens amplos parece ser mais
derivada no que diz respeito ao grao de polen e indicam
uma posi¢do avancada das espécies no grupo, também
apoiada pela complexidade maior das aberturas em P,
capsularis (Presting 1950, Dettke & Santos 2009). Outra
espécie distinta no grupo € P. suberosa, que possui apice
da antera truncado, células estomiais ndo diferenciadas,
e estrutura da exina (Tipo 3) bastante distinta das demais
espécies de Decaloba.

Em relagdo a Astrophea, a inica espécie analisada
apresenta algumas caracteristicas distintas das demais es-
pécies, como a presenga de tricomas, auséncia de células
estomiais (como P. suberosa) e endotécio desenvolvido
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presente entre as tecas. Entretanto, caracteristicas da
antera a tornam proxima de Passiflora (como o tama-
nho das anteras e tipo de espessamento do endotécio)
e caracteristicas polinica proximas de Decaloba (como
limens reduzidos com poucas columelas livres, superfi-
cie interna do poélen lisa e estrutura da exina do Tipo 1),
embora a forma das aberturas seja similar as encontradas
em Passiflora (Dettke & Santos 2009). Com relagéo a
vascularizagdo, Astrophea parece ter um padrdo inter-
mediario entre Passiflora e Decaloba.

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

Este estudo ¢ o primeiro a evidenciar diferencgas
marcantes na esporoderme de vérias espécies de Pas-
siflora, com a distingdo de trés tipos principais. Estas
caracteristicas, além de importantes como caracteristicas
filogenéticas, certamente tém relacdo com as pressdes
ambientais e dire¢des evolutivas que tomaram os subgé-
neros de Passiflora.
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