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Resumo 

O gênero Passiflora é originário da América do Sul e tem no Centro-Norte do 

Brasil seu maior centro de distribuição geográfica. A família Passifloraceae congrega 

espécies arbóreas, arbustivas, herbáceas, e, sobretudo, lianas que desempenham 

fundamental importância ecológica na dinâmica de regeneração natural de florestas. 

Apesar da importância ecológica das Passifloras, conhecimentos sobre seu modo de 

reprodução são escassos, e pouco se sabe sobre como se dá o mecanismo de 

compatibilidade e incompatibilidade nas espécies do gênero, assim como as alterações 

ocorridas durante a interação entre pólen e pistilo, incluindo a dinâmica da parede 

celular durante esses mecanismos. O presente trabalho foi desenvolvido com duas 

espécies do gênero Passiflora: Passiflora suberosa L. (Clado Decaloba) e Passiflora 

elegans Masters (Clado Passiflora) no intuito de contribuir para o esclarecimento da 

biologia reprodutiva do gênero. Foram realizadas polinizações controladas em botões 

florais de ambas as espécies, tanto em experimentos de polinização cruzada, quanto de 

autopolinização. O material coletado foi submetido à fixação, desidratação etílica 

ascendente e infiltração em resina hidroximetilacrilato para as secções observadas em 

microscopia óptica, bem como inclusões em resina LR White para as reações de 

imunocitoquímica observadas em epifluorescência. Foram utilizados anticorpos 

monoclonais para determinação de epitopos pécticos e para detecção de proteínas 

arabinogalactanos nos tecidos que atuam na interação pólen-pistilo. Anatomicamente o 

estigma é formado por emergências multicelulares constituídas por células da camada 

dérmica e subdérmica que se projetam e expõe a superfície receptora do pólen 

proporcionando um maior direcionamento do tubo polínico na sua trajetória estigmática. 

Essas estruturas são importantes na seleção e no processo de reconhecimento dos grãos 

de pólen depositados durante a polinização, resultando em reações de compatibilidade 
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ou incompatibilidade. O mecanismo de auto-incompatibilidade desencadeado pelo 

contato das proteínas contidas no pólen com as células do estigma, foi observado em P. 

elegans, resultando no bloqueio do crescimento do tubo polínico por deposição de 

calose em sua extremidade. No entanto, nessa espécie, a reação de auto-

incompatibilidade é transposta após dois eventos de autopolinização. A espécie P. 

suberosa mostrou-se ser autocompatível. O crescimento dos tubos polínicos se dá por 

via apoplástica em ambas as espécies. Os estiletes são do tipo sólido e seco, com tecido 

transmissor rico em polissacarídeos, pectinas, proteínas e amido. Os resultados 

comparativos entre as duas espécies analisadas quanto à composição química das 

paredes celulares detectaram diferenças químicas nas paredes dos grãos de pólen. 

Arabinanos e galactanos estão ausentes na intina de P. elegans, ao contrário do 

encontrado em P. suberosa e proteínas arabinogalactanos estão presentes na intina de P. 

elegans e ausentes em P. suberosa, que talvez esteja relacionado com a expansão 

celular, o que sugeriria que os tubos polínicos têm exigências químicas distintas em seu 

desenvolvimento. 
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Abstract 

The Passiflora genus is originated from South America and the Middle-North 

region of Brazil is the great center of its geographical distribution. The Passifloraceae 

family presents trees, bushes, herbs and mostly climbers’ species that play an important 

ecological role in the forest regeneration dynamics. Despite of its ecological 

importance, the knowledge of its reproduction mode is scarce and there are few works 

about compatibility and incompatibility mechanisms in the genus species, as well as, 

information about cell changes during pollen-pistil interaction that includes cell wall 

dynamics during this process. The present work investigated two species of Passiflora 

genus: P. elegans Masters (Passiflora Clade) and P. suberosa L. (Decaloba Clade) with 

the aims to contribute to illuminate the genus reproductive biology knowledge. It was 

made controlled pollination in floral buds of both species, cross-pollination and self-

pollination tests. The collected material was fixed, dehydrated in crescent alcohol series 

and included in hydroxyethilmetacrylate resin to observations in light microscopy, as 

well as, in LR White to make immunocytochemical reactions at fluorescence 

microscopy. It was used monoclonal antibodies to detect arabinogalactan proteins and 

pectin epitops in pollen-pistil tissues. The anatomy of stigma is formed by multicelled 

emergences. Cells from dermal and subdermal layers compose them. These cells project 

and expose the receptive surface, promoting greater pollen tube guidance on its stigma 

trajectory. These structures are important in selection and recognition process of pollen 

grains deposited during pollination, resulting in compatibility or incompatibility 

reactions. Auto-incompatibility mechanisms, unchained by the contact of pollen and 

stigma proteins, were observed in P. elegans and they resulted in blocking of pollen 

tube growth by the callose deposition on its extremity. However, in this species, the 

self-incompatibility reaction fails after two events of self-pollination. P. suberosa 
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species are self-compatibility. The pollen tube growth occurs by apoplastic way in both 

species. Styles are solid and dry, with a rich polysaccharide, pectin, protein and starch 

transmitter tissue. Comparative results between the two analyzed species detected cell 

wall chemical differences in pollen grain. Arabinans and galacturans are absent in P. 

elegans intine and arabinangalactans proteins are present in P. elegans and absent in P. 

suberosa. It may be related with cell expansion and it suggests that pollen tubes have 

different chemical demands in their development. 
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CAPÍTULO 1 

Aspectos gerais e a família Passifloraceae: Antecedentes de 

diversas abordagens 
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1.1 Histórico da família e importância do gênero Passiflora 

O primeiro registro taxonômico de Passiflora que se tem conhecimento foi 

realizado por Nicolae Monardis no ano de 1569 com a espécie hoje conhecida por 

Passiflora incarnata L. sob o nome de “granadilla” devido sua semelhança com o fruto 

da romã, Punica granatum (Hoehne, 1939; Casal, 1976; Ruggiero, 1987). 

No Brasil a primeira referência ao maracujá que se tem registro data de 1587 no 

“Tratado Descritivo do Brasil” como "ervas que dão fruto na Bahia e que não são 

árvores". Porém, os indígenas de origem Tupi a denominavam de murucuya que 

significa: “alimento em forma de cuia” (Salomão & Andrade, 1987; Teixeira et al. 

1995; Bernacci et al. 2003). 

A obra “História do Brasil”, concluída em 1627, é um resumo sobre a história de 

nosso continente sob o domínio de Portugal escrito no primeiro século do 

descobrimento por Frei Vicente Salvador. Nessa obra, as passifloras são descritas 

quanto ao seu habitat e diversidade de forma e cor dos frutos (Teixeira et al. 1995). 

Já os primeiros contatos dos colonizadores com a Passiflora e a propagação de 

sua flor com um sentido religioso e cultural, surgiram com a conquista e exploração 

Espanhola do Novo Mundo durante os séculos XVI e XVII. Devido à beleza, valor 

ornamental e às características estruturais de suas flores, o nome científico da família a 

qual pertencem, Passifloraceae, e do gênero, Passiflora, originaram-se por associação 

da morfologia da flor com os símbolos da "Paixão de Cristo", sendo atribuído o nome 

vulgar de “Flor de la Pasión ou Passionária” em alusão a esse símbolo (Cervi, 1986; 

Salomão & Andrade, 1987; Souza & Meletti, 1997). 

Segundo Cervi (1997) em 1700, Tournefort, em uma tentativa de classificação, 

propôs dois gêneros de passionárias: Granadilla para as espécies com corona 

filamentosa e Murucuja para as espécies de corona tubular. No entanto, o atual gênero 
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Passiflora só foi estabelecido por Linnaeus em 1735 na primeira edição do Systema 

Naturae. No ano de 1828, 145 espécies de Passifloras foram descritas por De Candolle 

na obra Prodromus systematis naturalis regni vegetabilis. Posteriormente, em 1872, 

Masters publica na Flora Brasiliensis, uma das mais importantes e completa obra sobre 

a família Passifloraceae das Américas, enumerando 202 espécies de Passifloras. 

Já no ano de 1925, é publicado um importante trabalho sobre a família 

Passifloraceae, entitulado Die natürlichen Pflanzenfamilien onde Harms divide o gênero 

Passiflora em secções, subsecções e/ou séries (Harms, 1925). 

Em 1938, Killip publica a relevante obra The American Species of 

Passifloraceae, onde o autor divide o gênero Passiflora em 22 subgêneros e estes 

subgêneros são subdivididos em secções e/ou séries. A obra trata de 355 espécies de 

Passifloras citadas para a América, dentro das quais, 101 espécies ocorrem no Brasil. 

Vinte e dois anos depois dessa publicação, uma nota suplementar feita pelo próprio 

autor, veio a ampliar os dados da distribuição geográfica de algumas espécies citadas, 

além de descrever 11 novas espécies Americanas sem nenhuma nova adição, no entanto 

para o Brasil (Killip, 1960). 

Com os estudos de Sacco entre as décadas de 60 e 80, ficou acrescido de 10 o 

número de espécies de Passiflora ocorrentes no país (Sacco 1962, 1980). 

Além de sua importância religiosa e cultural, o cultivo de algumas espécies do 

gênero tem sido bastante difundido nos últimos tempos visando o interesse comercial da 

espécie P. edulis Sims e medicinal das espécies P. incarnata L. e P. alata Dryand 

(Harri, 2002). Várias espécies silvestres ou cultivadas, são tradicionalmente conhecidas 

no âmbito da medicina popular em quase todos os países Ocidentais. O suco do 

maracujá oferece ao organismo que o ingere boa quantidade de vitaminas 

hidrossolúveis, especialmente A, C, sais minerais e fibras, mas o principal valor do 
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maracujá advém de suas propriedades calmantes e sedativas (Freitas, 1987; Cunha & 

Cardoso, 1998; Harri, 2002). Algumas espécies do gênero estão incluídas em 

Farmacopéias ou aceitas oficialmente para uso medicamentoso, como P. alata Dryand 

na Farmacopéia Brasileira (Farmacopéia Brasileira, 1977). 

Os frutos de maracujá são usados na preparação de bebidas refrescantes e o uso 

das folhas na forma de chá, como um calmante e suave indutor do sono (Sacco, 1980; 

Harri, 2002). 

O cultivo do maracujazeiro no Brasil teve seu início em 1970, onde passa a ser 

cultivado em 652 municípios de 23 Estados (Cunha & Cardoso, 1998). Além do grande 

cultivo da espécie P. edulis Sims, são também cultivadas, embora em escala comercial 

menor, e difundidas no país as espécies: P. alata Dryand, P. quadrangularis L., P. 

caerulea L., e P. laurifolia L. e, mais esporadicamente, P. ligularis A. Juss, P. 

maliformis Vell., P. raddiana DC. e P. capsularis L. (Leitão & Aranha, 1974). Esse 

cenário confere ao Brasil o título de maior produtor mundial de maracujá, sendo 

responsável por 85% da produção colhida no mundo, sendo complementada por outros 

dez países (IBGE, 2003; RanckBrasil). O Brasil produz anualmente quase 5.000.000 

toneladas de maracujá, praticamente todo para consumo no mercado interno. A área 

brasileira plantada equivale há 37.252 ha com uma produção média de 13,441 kg/ha 

(IBGE, 2004). Dessa forma o maracujá passa a ser um dos mais importantes cultivos 

intermediários em termos de fruteiras, sendo superado apenas pelos citros, caju, banana, 

manga e abacaxi (Cunha & Cardoso, 1998). 

O histórico apresentado sofre, a cada instante, novas contribuições em diversas 

áreas, contando, por exemplo, com trabalhos realizados na Universidade Federal do Rio 

Grande do Sul pelo Departamento de Genética, envolvendo análises moleculares e 

evolutivas (Lorenz, 2002; Muschner, 2003; Souza-Chies et al. 2005; Koehler-Santos et 
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al. 2006) pelo Departamento de Zoologia, com pesquisas sobre a interação inseto-

plantas (Acioli, 1999 e 2003; Kerpel et al. 2006; Rodrigues et al. 2007) pelo 

Departamento de Ecologia, com estudos da plasticidade fenotípica das folhas de P. 

suberosa L. (Barp et al. 2006) e por parte das pesquisas realizadas em nosso 

Laboratório de Anatomia Vegetal da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, onde 

o “Projeto Universal Passiflora” abrange estudos sobre a embriologia, ontogênese e 

reprodução das espécies ocorrentes de Passifloraceae no Brasil. 

 

1.2 Taxonomia (família Passifloraceae) 

Segundo a classificação de Cronquist (1988) a família está inclusa na ordem 

Violales principalmente por apresentar placentação parietal. No entanto, mais 

recentemente, Passifloraceae passou a ser posicionada dentro da ordem Malpighiales 

devido à classificação de Judd et al. (1999) que afirmam que a monofilia do gênero 

Passiflora é sustentada pela presença de uma corona de filamentos nas flores, de 

gavinhas axilares, flores especializadas em decorrência da co-evolução com insetos 

polinizadores e nectários extraflorais. Atualmente com base em estudos filogenéticos e 

moleculares, a família Passifloraceae continua posicionada na ordem Malpighiales. 

Várias famílias, dentro desta ordem, possuem características em comum como nós 

trilacunares, estigmas secos e exotegma fibroso e algumas famílias compartilham o 

gineceu tricarpelar, entre elas (Euphorbiaceae, Malpighiaceae, Passifloraceae e 

Violaceae) (Sistema APG II, 2003). 

A sistemática de Passifloraceae apresenta frágeis limites de circunscrição entre 

subgêneros, seções e/ou séries (Feuillet & MacDougal, 1999), pois, a última revisão 

abrangente para o grupo, realizada por Killip, data de 1938 e foi baseada principalmente 

em caracteres morfológicos. 
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A família conta com 18 gêneros e aproximadamente 630 espécies distribuídas 

em zonas tropicais e subtropicais do mundo todo (Deginani, 2001). O gênero Passiflora 

é originário da América do Sul e tem no Centro-Norte do Brasil seu maior centro de 

distribuição geográfica (Manica, 1981; Souza & Meletti, 1997). Passifloraceae congrega 

espécies arbóreas, arbustivas, lianas e herbáceas, sendo que o gênero ocorre nas áreas 

mais quentes da América, com algumas espécies na Ásia, Austrália e uma espécie em 

Madagascar (Deginani, 2001). 

A família Passifloraceae está dividida em duas tribos - Paropsieae e 

Passiflorieae (Escobar, 1988). A tribo Passiflorieae é representada no continente latino-

americano por quatro gêneros: Ancistrothyrsus Harms, Dilkea Mast., Mitostemma Mast. 

e Passiflora L. dentre estes destaca-se o gênero Passiflora L. com notável expressão na 

flora brasileira, apresentando cerca de 520 espécies (Feuillet & MacDougal, 2003). 

Segundo Killip (1938), o gênero Passiflora foi subdividido em 22 subgêneros, 

porém, Feuillet & MacDougal (1999) sugerem uma mudança nessa classificação 

diminuindo o número de subgêneros para apenas 4: 

- Astrophea (56 espécies); 

- Deidamioides (16 espécies); 

- Decaloba (+ de 200 espécies); e, 

- Passiflora (+ de 220 espécies). 

Os subgêneros Decaloba e Passiflora substituiram, respectivamente, os antigos 

subgêneros Plectostemma e Granadilla da classificação de Killip (1938). 

Yochteng & Nadot (2004) estabelecem três clados a partir do número 

cromossômico de diferentes espécies analisadas. O Clado 1: Astrophea, contendo 

espécies com x = 12 (composto pelos subgêneros Astrophea e Tryphostemmatoides); 

Clado 2: Plectostemma, com x = 6 (composto pelos subgêneros Astephia, 
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Deidamioides, Murucuja, Plectostemma, Pseudomurucuja e Tetrapathea) e o Clado 3: 

Granadilla, com x = 9 (composto dos subgêneros Calopathanthus,Distephana, 

Dysosmia, Granadilla, Manicata, Psilanthus, Tacsonia e Tacsonioides). As autoras 

estabelecem oito subgêneros (Plectostemma, Granadilla, Astrophea, Deidamioides, 

Polyanthea, Dysosmia, Tetrapathea e Tryphostemmatoides), usando quatro subgêneros 

adicionais à proposta de Feuillet & MacDougal (1999) (Deidamioides, Polyanthea, 

Tryphostemmatoides e Tetrapathea) sendo um subgênero separado (Dysosmia) devido 

ao seu número cromossômico variável. Cabe mencionar que as próprias autoras 

sugerem estudos adicionais utilizando outros marcadores moleculares a fim de 

confirmar os resultados obtidos. 

Muschner et al. (2003) através da utilização de marcadores moleculares 

estabeleceram três clados. O primeiro clado incluindo os subgêneros Distephana, 

Dysosmia, Dysosmioides, Passiflora e Tacsonioides; o segundo os subgêneros 

Adopogyne, Decaloba, Murucuja e Pseudomurucuja, e o terceiro o subgênero 

Astrophea, sendo denominados respectivamente: Clados Passiflora, Decaloba e 

Astrophea. No entanto, as interrelações entre os três clados, entre esses clados e os 

gêneros relacionados, bem como a monofilia do gênero Passiflora ainda permanecem 

não resolvidas. 

Espécies nativas que abrangem os três clados citados na classificação de 

Muschner et al. (2003) são encontradas no Brasil e no estado do Rio Grande do Sul, 

mais especificamente, encontramos espécies representantes dos clados Passiflora e 

Decaloba: 

- P. actinia Hook (subg. Passiflora) 

- P. amethystina Mik (subg. Passiflora) 

- P. caerulea L. (subg. Passiflora) 
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- P. capsularis L. (subg. Decaloba) 

- P. edulis Sims. (subg. Passiflora) 

- P. eichleriana Mast. (subg. Passiflora) 

- P. elegans Mast. (subg. Passiflora) 

- P. foetida L. var. Ingelliflora (Hook.) Mast. (subg. Dysosmia) 

- P. misera H.B.K. (subg. Decaloba) 

- P. morifolia Mast. (subg. Decaloba) 

- P. organensis Gardn. (subg. Decaloba) 

 

1.3 Biologia Floral 

As espécies da família Passifloraceae, em sua grande maioria representada por 

lianas, desempenham fundamental importância ecológica na dinâmica de regeneração 

natural de florestas (Richards, 1952). As lianas permanecem abundantes após a 

exploração ou desmatamento de áreas florestais, pois suas sementes participam do 

banco de sementes do solo podendo germinar após esses distúrbios e encontrar 

condições favoráveis de luz e de suporte em áreas sucessionais (Uhl & Vieira, 1989). 

Ainda com respeito às relações ecológicas, vários estudos têm sido realizados 

sobre os mecanismos de polinização, assim como a existência ou não de 

compatibilidade nas plantas (Semir & Brown Jr., 1975; Sazima & Sazima, 1978; Buzato 

& Franco, 1992; Varassin, 1996). 

Dentre os mecanismos de polinização, muitas angiospermas desenvolveram um 

conjunto de características, incorporadas à flor, relacionado ao tipo de mecanismo de 

transporte do pólen e/ou ao agente polinizador (Weberling, 1989). O processo de 

polinização tem seu início com a exposição e liberação do pólen que porta o gameta 

masculino (Dafni, 1992). Os grãos de pólen podem ser transferidos da antera para o 
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estigma de duas formas: abiótica ou biótica. Na polinização abiótica dois vetores podem 

atuar: a água (hidrofilia) ou o vento (anemofilia). Na polinização biótica os vetores são: 

insetos ou vertebrados (zoofilia) (Mariath & Ayub, 1994). 

Na hidrofilia, o pólen possui adaptações para flutuação e é transportado de uma 

planta a outra através da superfície da água. Estruturalmente, em algumas dessas plantas 

os grãos de pólen formam filamentos (pólen filiforme), ou são ligados entre si, em 

cadeias, aumentando as chances de contatar estigmas receptivos, que por sua vez 

exibem um maior tamanho ou até ramificações no intuito de ampliar sua superfície de 

contato com os grãos de pólen (Weberling, 1989). 

Nos casos de anemofilia, o transporte dos grãos de pólen é efetuado pela ação do 

vento. Flores polinizadas pelo vento usualmente apresentam adaptações morfológicas, a 

fim de obter um maior sucesso na polinização. Os estames são bem expostos para 

facilitar a dispersão dos grãos de pólen, que por sua vez são abundantes, geralmente 

lisos, pequenos e não apresentam aderência uns aos outros. Os estigmas são grandes, 

comumente ramificados ou plumosos e bem adaptados para interceptar o pólen 

transportado pelo vento (Bertin, 1989). 

O mecanismo de zoofilia abrange a maioria das flores e garante uma maior 

eficiência na polinização se comparado com os mecanismos de hidrofilia e anemofilia. 

A polinização, principalmente realizada por insetos, impulsionou a evolução das 

angiospermas envolvendo uma relação de atração e recompensa entre inseto e planta 

(Bertin, 1989). 

Algumas das modificações especializadas das flores surgiram durante o curso da 

evolução em resposta à polinizadores específicos. Um dos eventos que foi favorecido na 

evolução das angiospermas foi a homoicia, flores simultaneamente pistiladas e 

estaminadas. Nas plantas homóicas o polinizador executa tanto a deposição de pólen no 
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estigma, quanto à retirada do pólen das anteras a cada visita realizada (Bittencourt, 

2003). Acredita-se que as plantas com flores surgiram há cerca de 120 milhões de anos 

e adaptaram-se a este tipo de polinização. Os primeiros polinizadores possivelmente 

foram besouros, moscas e vespas pouco especializadas (Proctor, Yeo & Lack, 1996). 

A interação animal-planta tornou imprescindível que as flores apresentassem 

estruturas de maior resistência a fim de suportar o estresse mecânico do contato direto 

entre flor e polinizador, além da necessidade de possuir uma morfologia adaptada à 

anatomia do agente biótico que possibilitasse o contato do mesmo com o pólen e o 

estigma concomitantemente (Figueiredo, 2000). 

A morfologia floral tanto pode excluir visitantes quanto atrair polinizadores 

potenciais, seja pela relação interdependente entre o tamanho das flores e dos 

polinizadores ou pela ocorrência de diferentes tipos de recompensas florais (Frankie et 

al. 1983). O conjunto de atributos florais caracteriza as diferentes síndromes de 

polinização (Faegri & Pjil, 1971). Segundo Mariath & Ayub (1994) cada síndrome é 

caracterizada quanto ao vetor, à cor, ao odor, à forma e ao recurso oferecido pela flor. 

Dentro das síndromes de polinização realizadas por animais (zoofilia), pode-se 

destacar a polinização intermediada por besouros (cantarofilia), por formigas 

(formicofilia), por borboletas (psicofilia) e mariposas (falenofilia). Há também as flores 

que sofrem polinização por moscas (miofilia), por aves (ornitofilia), por morcegos 

(quiropterofilia), por abelhas (melitofilia) e ainda há outros tipos de polinizações 

realizadas por animais sem denominação específica. As flores melitófilas, em geral, 

apresentam um local de pouso para o polinizador e freqüentemente têm algum 

mecanismo de proteção do néctar e possuem odores doces (Howe & Westley, 1988). 

As flores da família Passifloraceae (figura a) são especialmente polinizadas por 

abelhas que são atraídas pelas belas, grandes e coloridas flores aromáticas e com néctar 
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na base da corona (Falleiro, 2000). Os agentes polinizadores mais eficientes são as 

mamangavas do gênero Xylocopa. Insetos menores, como a abelha Apis mellifera, 

podem coletar o néctar sem polinizar o estigma, sendo prejudiciais à polinização 

(Manica, 1981; Hoffmann, 1997; Camillo, 2003), no entanto, também há as espécies 

polinizadas por beija-flores (P. coccinia) e por morcegos (Passiflora mucronata) 

(Sazima & Sazima, 1978; Koschnitzke & Sazima, 1997; Varassin et al. 2001). A 

melitofilia agrupa os mais importantes visitantes florais, sendo responsável pela 

polinização de mais espécies de plantas que qualquer outro mecanismo de polinização. 

 

                                            

Figura a: 1) estigma; 2) ovário; 3) antera; 4) corona de filamentos; 5) pétalas; 6) 

sépalas; 7) câmara nectarífera; 8) opérculo; 9) estilete; (espécie: Passiflora alata). 

 

As flores das Passifloraceae são dependentes da ação de agentes bióticos na 

realização da polinização cruzada, pois além de apresentarem características estruturais 

que dificultam a autopolinização, a ação do vento como agente polinizador é 
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considerada nula, o que determina a dependência da maioria das Passifloraceae aos 

insetos polinizadores (Akamine & Girolami, 1957, 1959; Ruggiero, 1975). 

A disposição das peças florais nas espécies de passifloras, como os estigmas 

situados no ápice de um androginóforo seguidos das anteras basalmente localizadas, 

exige que o polinizador possua uma anatomia adequada para a realização de uma 

polinização efetiva. É necessário que ao coletar o néctar o agente biótico atinja, com seu 

corpo, as anteras e os estigmas, concomitantemente, no intuito de fazer a transferência 

dos grãos de pólen das anteras de uma flor para a superfície estigmática da flor de outra 

planta, obtendo, assim, êxito na polinização cruzada (Semir & Brown, 1975; Ruggiero, 

1980; Manica, 1981; Acioli, 1999). 

O néctar, segundo Dafni (1992) é considerado o mais importante mediador nas 

interações entre plantas e agentes bióticos, sendo produzido pelo floema e secretado 

ativamente (Baker & Baker, 1990). O polinizador ao se direcionar à câmara nectarífera, 

entra em contato com as anteras e, posteriormente, com os estigmas que estão curvados 

para baixo (Endress, 1994). O deslocamento das estruturas reprodutivas durante a antese 

é uma característica do gênero Passiflora. É necessário que os estiletes tenham sofrido 

flexão total para que os polinizadores entrem em contato com os estigmas e depositem, 

neles, o pólen (Ruggiero, 1987; Endress, 1994; Varassin & Silva, 1999). 

 

1.3.1 Estrutura carpelar 

Além do importante papel da curvatura dos estiletes, as características 

morfológicas e anatômicas da estrutura carpelar ou pistilo (estigma, estilete e ovário) 

são de extrema importância no sucesso da polinização. Cada pistilo é formado por um 

ou mais carpelos, que são folhas modificadas, com uma porção basal dilatada 

denominada ovário, que contém os rudimentos seminais no seu interior, um 
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prolongamento superior em forma de haste, mais ou menos alongada, o estilete, por 

onde se dá a penetração do tubo polínico até o ovário e na sua região apical, uma 

expansão receptiva para o pólen denominada estigma (Fahn, 1990; Souza, 2003; 

Mariath et al. 2006). 

O estigma possui uma epiderme papilosa que secreta substâncias que irão 

auxiliar na adesão, hidratação e germinação dos grãos de pólen, estimulando o 

desenvolvimento do tubo polínico (Mariath et al. 2006). 

O estilete, por sua vez, é a haste que propicia a condução dos tubos polínicos em 

crescimento, através da conexão que estabelece entre estigma e ovário. Anatômica e 

morfologicamente, essa estrutura pode ser oca ou sólida, pode apresentar-se longa e 

delgada ou curta e espessa, ou então pode estar praticamente ausente (Shivanna & Johri, 

1985; Lersten, 2004; Mariath et al. 2006). 

Após a germinação do grão de pólen no estigma, o tubo polínico percorrerá o 

estilete em busca do rudimento seminal que se encontra no ovário da flor. Esse caminho 

percorrido pelo tubo se dá através de um tecido especializado do estilete denominado de 

tecido transmissor, que apresenta células alongadas de paredes espessas e ricas em 

substâncias pécticas. O tecido transmissor serve como substrato nutritivo para o 

desenvolvimento e orientação do tubo polínico (Taylor & Hepler, 1997; Souza, 2003; 

Lersten, 2004).  

O estigma e o estilete também são importantes na seleção dos grãos de pólen no 

processo de reconhecimento, durante a reação de compatibilidade ou incompatibilidade 

(Mariath et al. 2006). 

Ainda dentre as funções atribuídas ao estilete estão o provimento de uma 

separação espacial entre estigma e ovário, diminuindo as chances de acidentes com os 

rudimentos seminais por ação mecânica dos polinizadores e a ampliação da zona de 
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ação célula-a-célula através do aumento da distância a ser percorrida pelo tubo polínico, 

onde o contato do tubo incompatível possa ser retardado ou bloqueado antes que o 

mesmo alcance o ovário. E, finalmente, a nutrição do tubo polínico compatível 

(Shivanna, 2003; Lersten, 2004). 

 

1.3.2 Tipos de estigma 

Em relação ao contato e o caminho percorrido pelo tubo polínico, Capus (1878 

apud Heslop-Harrison & Shivanna, 1977) realizou um estudo da anatomia do estilete e 

notou características diferentes que vieram a classificar os tipos de estigmas. O estigma 

classificado como seco, seria aquele com pouca ou nenhuma superfície secretora na 

maturidade, já o estigma úmido teria uma superfície secretora com fluido liberado na 

sua superfície. Entre os estigmas úmidos, assim como nos estigmas secos, foram 

distintas duas categorias: a categoria dos estigmas com a superfície receptiva papilada e 

a dos estigmas não-papiladas. 

Além da classificação dos tipos de superfície estigmática também foram 

realizados estudos sobre a região de transmissão estilar. O maior estudo comparativo da 

superfície do estigma foi publicado por Guéguen (1900 – 1902 apud Heslop-Harrison & 

Shivanna, 1977). 

Vasil & Johri (1964) também publicaram um valioso estudo comparativo sobre 

as características da superfície dos estigmas e o subseqüente caminho seguido pelo tubo 

polínico em Brassica oleracea. 

Segundo Mascarenhas (1993) o caminho a ser percorrido pelo tubo polínico 

depende de reações favoráveis e desfavoráveis que ocorrem entre pólen e tecidos 

carpelares que são denominadas de reações compatíveis ou incompatíveis, 

respectivamente. Essa interação depende da viabilidade do pólen, da receptividade do 
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estigma e da interação genética de ambas as partes, imposta pelo sistema de 

incompatibilidade (Dafni, 1992). 

 

1.3.3 Compatibilidade e Auto-incompatibilidade 

As reações de compatibilidade e incompatibilidade são enquadradas em três 

categorias, a primeira categoria é denominada de interação compatível. Esta interação é 

vista como uma reação favorável, ou seja, o pólen germina e fecunda a oosfera 

resultando em um diásporo viável. Ocorre quando o esporófito apresenta características 

genéticas diferentes e ao mesmo tempo características bioquímicas semelhantes às do 

grão de pólen. O grão de pólen se adere às células papilares do estigma e germina dando 

origem ao tubo polínico (Mascarenhas, 1993). 

Na categoria denominada de incongruência, ocorre na realidade uma “não 

reação” devido ao grão de pólen e estigma apresentar características genéticas e 

bioquímicas muito diferentes. Essas características podem até ser percebidas ou 

simplesmente não serem detectadas. Ainda segundo Mascarenhas (1993), na interação 

incompatível, a incompatibilidade requer a atividade de rejeição baseada em mensagens 

genéticas e bioquímicas liberadas pelo próprio pólen, ou por suas características 

genéticas, mas originadas pela planta-mãe, a tempo suficiente para que o carpelo possa 

reconhecê-lo como incompatível e desencadear então a resposta específica. 

Há casos, no entanto, de auto-incompatibilidade tardia, onde a fecundação chega 

a ocorrer resultando em uma ineficiência reprodutiva. Sutherland & Delph (1984) 

comparando 316 espécies, verificaram que a média de formação de frutos em espécies 

autocompatíveis era de 72,5 % contra 22,1 % em espécies auto-incompatíveis. 

Os sistemas de auto-incompatibilidade ocorrem em uma ampla gama de famílias 

e gêneros de angiospermas, inclusive em várias plantas de interesse econômico 
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(Brewbaker, 1957). 

A auto-incompatibilidade é regida por três sistemas principais: o sistema 

homomórfico gametofítico, o sistema homomórfico esporofítico e o sistema 

heteromórfico esporofítico. 

O sistema de auto-incompatibilidade homomórfico gametofítico é desencadeado 

por determinação do genótipo do grão de pólen. Produtos formados no gametófito 

jovem durante o seu desenvolvimento e estocados na intina são detectados e 

reconhecidos posteriormente com a condução do tubo polínico através do carpelo. Esse 

sistema ocorre com flores morfologicamente homogêneas, ou seja, flores que não 

apresentam variação quanto à altura dos estigmas e das anteras. Essa auto-

incompatibilidade é encontrada em várias famílias, entre elas: Solanaceae, Rosaceae, 

Papaveraceae, Liliaceae, Onagraceae, Leguminosae, Commelinaceae e Amaryllidaceae 

(Bruckner et al. 1995). 

O sistema homomórfico esporofítico é desencadeado pelo contato das proteínas 

esporofíticas com as células do estigma. Essas proteínas são oriundas do tapete da 

antera do esporófito e depositam-se na superfície polínica, resultando no bloqueio do 

crescimento do tubo polínico por deposição de calose na parede interna de sua 

extremidade (Heslop-Harrison, 1975; Heslop-Harrison & Shivanna, 1977). Segundo 

Lersten (2004) há evidências diretas que o “pollenkitt” e os trifinos, substâncias 

originadas pelo exudado do tapete, possam ser fatores de reconhecimento responsáveis 

pela germinação do pólen compatível ou rejeição do pólen incompatível no estigma. 

O sistema homomórfico gametofítico é determinado pelo alelo que o grão de 

pólen carrega, ou seja, seu respectivo genótipo, enquanto que no sistema no 

esporofítico, são as substâncias presentes na superfície do pólen, originadas pelo tecido 

diplóide da planta mãe que o gerou, que determinam a reação (Bruckner et al. 1995; 
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Schifino-Wittmann & Dall’Agnol, 2002). A ocorrência da auto-incompatibilidade 

esporofítica tem sido descrito, nas últimas três décadas, em algumas famílias, entre elas 

Brassicaceae, Asteraceae e, mais recentemente em Passifloraceae (Bruckner et al. 

1995). 

O sistema heteromórfico esporofítico, é um sistema de incompatibilidade 

relacionado à distilia (indivíduos de uma população divididos em dois grupos - estilete 

longo ou curto) ou tristilia (indivíduos de uma população divididos em três diferentes 

grupos – três diferentes comprimentos de estilete). Esse sistema também é conhecido 

como dialélico com apenas dois alelos envolvidos na incompatibilidade, que envolve 

também um mecanismo esporofítico, determinado pelo genótipo do esporófito que o 

produziu (Ganders, 1979). 

Os diferentes sistemas de incompatibilidade, ainda apresentam diversos sítios de 

reações com distintos mecanismos moleculares de ação inibitória (Nettancourt, 1997; 

Takayama & Isogai, 2005). São mais comumente conhecidos três modelos de 

incompatibilidade de acordo com o local e mecanismo molecular utilizado pela planta: 

O Modelo Brassicaceae: Esse modelo apresenta um sistema do tipo esporofítico, 

tendo um lócus-S altamente polimórfico. Segundo Hiscock & Mclnnis (2003) embora o 

lócus-S se expresse somente por um gene, ele é formado na verdade por dois genes, 

sendo que o produto de um deles atua como receptor de membrana, e o outro como um 

fator de ligação determinando a especificidade das papilas estigmáticas (S-locus 

Receptor Kinase ou SRK) e do grão de pólen (Cysteine-Rich, S-locus Protein ou SCR) 

respectivamente. 

A rejeição do pólen incompatível em estigmas de Brassica é precisamente 

controlada e uma única célula papilar permitirá simultaneamente o desenvolvimento do 



 27

grão de pólen compatível rejeitando o grão de pólen incompatível situados lado a lado 

(Hiscock & Mclnnis, 2003). 

No Modelo Solanaceae e Rosaceae a reação de incompatibilidade é comandada 

por uma RNAse (glicoproteína com função enzimática), produto do lócus-S em pistilos 

de algumas espécies de Solanaceae e Rosaceae, que degrada o RNA sintetizado pela 

célula vegetativa resultando na morte do tubo polínico (Elleman & Dickinson, 1994). 

Por fim, no Modelo Papaveraceae, o reconhecimento específico de proteínas 

derivadas do lócus-S, secretadas pelo estigma, é realizado por um receptor 

transmembrana do pólen/tubo polínico. A interação pólen e estigma desencadeia uma 

rota de transdução de sinais, mediada pelo cálcio, resultando na inibição do tubo 

polínico incompatível (Elleman & Dickinson, 1994). 

Em Passifloraceae, segundo Ho & Shi (1986) é a superfície do estigma que 

reconhece ou rejeita o grão de pólen, através de um mecanismo de auto-

incompatibilidade. No entanto, há espécies de passifloras que aceitam o seu próprio 

pólen, sendo então classificadas como autocompatíveis. 

Pesquisas envolvendo a biologia floral ainda são escassas para o gênero 

Passiflora sendo restritas a poucas espécies de interesse econômico. Alguns estudos 

foram realizados com P. suberosa, visando uma maior compreensão ecológica do 

processo de polinização e interação com o agente polinizador (Koschnitzke & Sazima, 

1997; Acioli, 1999 e 2003). 

 

1.4 Objetivos 

Muito pouco se sabe sobre como se dá o mecanismo de auto-incompatibilidade 

nas espécies do gênero, sendo a maior parte dos trabalhos realizados com a espécie P. 

edulis, e praticamente nada se sabe a respeito nas espécies selvagens. 
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Os trabalhos publicados sobre o assunto abrangem aspectos morfológicos, 

fisiológicos, aplicações no melhoramento vegetal, biologia molecular e genética, no 

entanto há uma carência de trabalhos que descrevam as reações imunocitoquímicas 

ocorridas, e as possíveis mudanças estruturais na arquitetura da parede celular 

ocorrentes durante a interação pólen e estigma nos diferentes sistemas de 

compatibilidade e incompatibilidade. 

A abordagem proposta se constituirá nas bases do conhecimento que poderão 

auxiliar na elucidação dos mecanismos de auto-incompatibilidade do subgênero 

Passiflora e de autocompatibilidade do subgênero Decaloba da família Passifloraceae, 

após eventos de autopolinização. 
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Capítulo 2 

Morfologia, anatomia e histoquímica da interação entre pólen e pistilo 

em Passiflora elegans Masters e Passiflora suberosa L. (Passifloraceae) 
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2.1 Introdução 

A interação pólen-pistilo envolve processos de reconhecimento entre pólen e 

estigma. O reconhecimento do grão pólen se dá através da interação das proteínas 

esporofíticas originadas do tapete da antera, que ficam entre as báculas da exina ou na 

superfície do grão de pólen (“pollenkitt” e/ou trifino), com as células das papilas 

estigmáticas, ou através da interação entre o genótipo do grão de pólen e os tecidos 

carpelares (Schifino-Wittmann & Dall’Agnol, 2002; Went & Willemse, 1984; 

Shivanna, 2003; Takaiama & Isogai, 2005). 

Além dos processos de reconhecimento supracitados, a curvatura das peças 

florais exerce importante papel no sucesso dessa interação pólen-pistilo. Ruggiero 

(1973) estudando o maracujazeiro amarelo (Passiflora edulis) constatou três tipos de 

flores na mesma planta com diferentes tipos de curvatura do estilete e posição do 

estigma em relação às anteras, denominando-os de totalmente curvos (TC), 

parcialmente curvos (PC) e sem curvatura (SC) diferenças estas observadas somente 

duas horas após a antese. As flores do tipo (SC) não produzem frutos, mesmo quando 

polinizadas artificialmente. Cada tipo de flor causa reflexos diferentes na polinização, 

que sob condições naturais, apresenta melhores resultados nos de estiletes 

completamente curvos. 

O período efetivo para polinização é compreendido desde a completa curvatura 

dos estiletes até que a flor se feche. Quando os estiletes estão completamente curvos, a 

polinização apresenta melhores resultados, pois não só a superfície estigmática está em 

uma posição mais apropriada para receber o pólen nela colocado mecanicamente pelos 

insetos, como também há um aumento na sua viscosidade, facilitando a retenção do 

grão de pólen (Mariot & Cechet, 2003). De acordo com Ruggiero (1980) o tempo médio 

decorrido desde a antese até a curvatura total do estilete é de 71 minutos. 
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A antese das flores do maracujazeiro, segundo Manica (1981) e Souza (1994) é 

afetada pelo número de horas de insolação, onde o mínimo de 12 horas é requerido para 

que ocorra o florescimento. As condições climáticas definem o período de florescimento 

do maracujá, que pode florescer continuamente como no Norte e Nordeste. Aqui no Sul 

as estações frias diminuem o período de produção da planta. Em dias de chuva há uma 

redução na frutificação, devido à necessidade dos grãos de pólen permanecerem secos 

por pelo menos duas horas na superfície estigmática para que a germinação do tubo 

ocorra (Akamine & Girolami, 1957). 

Usualmente, a hidratação do pólen, a germinação e a penetração no estigma pelo 

tubo polínico são influenciadas pelo exudado nos estigmas do tipo úmido que 

apresentam adesão indiscriminada dos grãos de pólen, contando somente com a tensão 

superficial dos líquidos e, no caso dos estigmas do tipo seco, pelo contato da superfície 

do pólen com o protoplasto das células do estigma. O sucesso da polinização depende 

da interação e reconhecimento entre as proteínas polínicas e estigmáticas, sendo que 

também há o envolvimento de moléculas mais simples como a água, cálcio, lipídios e 

açúcares (Gaude & McCormick, 1999). 

As proteínas agem como fatores de reconhecimento e estão contidas na 

superfície do pólen e do estigma. Os lipídios contribuem para um posterior 

estabelecimento de uma contínua hidratação que proverá o crescimento do tubo polínico 

através do tecido transmissor do estilete (Elleman & Dickinson, 1986, 1994; Wolters-

Arts et al. 1998). 

As flores das espécies Passiflora elegans e Passiflora suberosa, alvos deste 

estudo, possuem três estiletes unidos na base com três estigmas livres no topo e, o 

gênero, é classificado na categoria de estigmas do tipo seco (Capus, 1878 apud Heslop-

Harrison & Shivanna, 1977). 
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A classificação dessas espécies quanto à autocompatibilidade definem que P. 

suberosa é uma espécie autocompatível (Koschnitzke & Sazima, 1997; Acioli, 1999). 

Segundo Acioli (1999) em condições experimentais a espécie P. suberosa produz frutos 

com sementes viáveis tanto por autopolinização, quanto por polinização cruzada. Já a 

espécie P. elegans é presumivelmente auto-incompatível. 

 

2.2 Descrição das espécies 

Passiflora elegans (fig 1) é conhecida popularmente como maracujá-de-estalo. 

Seu nome popular reporta ao fato de “estalar” quando esmagado. Essa espécie floresce e 

frutifica de outubro a dezembro. Suas características diferenciais importantes são: caule 

angular, quando em secção transversal, e lenhoso. Folhas trilobadas no terço superior, 

truncadas na base, lobos suborbiculares, subiguais, arredondados e emarginados no 

ápice, biglandulares nos sínus. Flores brancas, opérculo membranoso de margem 

denticulada; ovário glabro. Fruto globoso, amarelo quando maduro, de fácil abscissão 

natural. Ocorre no interior das florestas. A distribuição geográfica de P. elegans está 

basicamente restrita ao estado do Rio Grande do Sul e a algumas localidades da 

Argentina e Uruguai (Sacco 1980). 

Passiflora suberosa (fig 2) é conhecida popularmente como maracujá-de-

cortiça, floresce a partir de setembro, estendendo o período de floração e frutificação até 

julho, possui como características diferenciais importantes, caules herbáceos a lenhosos 

subangulares espessamente suberificados nas porções inferiores, característica esta que 

deu o nome à espécie. Liana perene com presença de gavinhas, estípulas, pedúnculos, 

brácteas, folhas simples trilobadas, trinervadas, de forma extremamente variável, 

comumente polimórficas no mesmo indivíduo, desde inteiras até profundamente 

trilobadas com um par de glândulas no terço inferior. Flores pequenas, esverdeadas, 
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desprovidas de pétalas, corona bisseriada com filamentos na serie externa e interna. 

Fruto pequeno (em média 2 cm de diâmetro), globoso ou ovóide, púrpuro escuro ou 

preto quando maduro, sementes obovadas com testa foveolada. Crescem em lugares 

geralmente úmidos, em bordas ou interior de bosques. São encontradas como ruderais, 

em cercas e apoiadas sobre árvores e arbustos. No Brasil ocorre desde Pernambuco, 

Minas Gerais, Rio de Janeiro, São Paulo, Paraná, Santa Catarina até Rio Grande do Sul. 

É uma espécie amplamente distribuída. Também é comum encontrá-la em toda a 

América, desde os Estados Unidos (Flórida e Texas) até a Argentina, com exceção das 

Guianas e Andes (Sacco, 1980; Milward-de-Azevedo & Baumgratz, 2004). 

 

2.3 Objetivo 

O presente trabalho tem por objetivo analisar as características morfológicas, 

anatômicas e histoquímicas da dinâmica da interação entre o pólen e o estigma das 

espécies P. suberosa do clado Decaloba, nas reações de autocompatibilidade e P. 

elegans do clado Passiflora, nas reações de auto-incompatibilidade, através de 

importantes questões a serem investigadas: 

 Como são classificados os tecidos carpelares quanto à histoquímica e anatomia 

de suas estruturas? 

 Por onde e como se dá o desenvolvimento do tubo polínico? 

 A partir de qual estádio de desenvolvimento da flor, auto-incompatível, 

desenvolve-se a capacidade de reagir à autopolinização? 

 Realizando-se duas autopolinizações no dia da antese é possível anular o efeito 

da reação de auto-incompatibilidade? 

No intuito de esclarecer a essas e outras questões é que objetivou-se o presente 

trabalho. 
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2.4 Material e Métodos 

 
Os procedimentos de polinização dirigida e coleta dos botões florais de P. 

elegans e P. suberosa foram realizados no estado do Rio Grande do Sul, mais 

especificamente no bairro Agronomia, e em Ipanema, ambos em Porto Alegre (latitude 

30º 02’ e longitude 51º 13’) e na cidade de Gravataí (latitude 29º 56’ e longitude 50º 

59º), situada na região Metropolitana a aproximadamente 30 km de Porto Alegre. Essas 

regiões apresentam clima temperado subtropical úmido, com estações bem 

diferenciadas. A temperatura média em janeiro é de 25º C e em julho é de 14º C. A 

média anual é de aproximadamente 19,5º C (Atlas Geográfico-IBGE, 2002). 

Exemplares de P. elegans foram depositados no Herbário da Universidade Federal do 

Rio Grande do Sul sob o número: 152108 (Ipanema) e 152109 (Campus do Vale - 

Agronomia) e de P. suberosa sob o número 152427(Campus do Vale - Agronomia). 

Os botões de P. elegans foram submetidos a polinização cruzada para a 

avaliação da receptividade estigmática, desde 5 mm até a antese com 23 mm de 

comprimento. As polinizações foram realizadas artificialmente à campo e os botões 

foram coletados três horas depois. Os botões florais da espécie P. suberosa foram 

submetidos ao teste de peróxido de hidrogênio (Dafni, 1992) para receptividade 

estigmática, por possuírem botões muito pequenos para um manuseio adequado na 

realização de polinização artificial. Foram testados botões desde 4 mm até 10 mm de 

comprimento, momento da antese. 

A autopolinização dos botões de ambas as espécies foi realizada na fase de pré-

antese para nos certificarmos que não haveria polinização por nenhum agente natural. 

Após a autopolinização os botões eram protegidos com uma malha de tecido fina e em 

intervalos de tempo de meia em meia hora, os mesmos iam sendo coletados e fixados. 
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As autopolinizações e coletas abrangeram um intervalo de tempo desde 30 minutos até 

24 horas, com pelo menos três exemplares para cada horário de coleta. 

O material coletado foi fixado em Glutaraldeído 1% e Formaldeído 4% em 

solução tampão-fosfato pH 7,2 (McDowell & Trump, 1976), submetidos à pressão 

negativa de 0,6 atm, desidratado em série etílica, emblocado em hidroxietilmetacrilato 

(Gerrits & Smid, 1983) e secionado histologicamente em micrótomo de guias Leitz 

1400 e Microm HM 340 E. 

A análise anatômica foi realizada através de seções transversais e longitudinais 

de 3 a 4 µm de espessura, aderidas a lâminas histológicas e coradas com Azul de 

Toluidina O, 0,05%, pH 4,4 (Feder & O’Brien, 1968). Testes histoquímicos para 

detecção de Amido com Lugol (Johansen, 1940), calose com Azul de Anilina em 

fluorescência (filtro de excitação 340-380 nm) (Smith & McCully, 1978), celulose com 

Calcoflúor White em fluorescência (filtro de excitação 340-380 nm) (Hughes & 

McCully, 1975), pectinas com Alcian Blue (Lillie, 1965) e Vermelho de Rutênio 

(Johansen, 1940), polissacarídeos com Ácido Periódico e Reagente de Schiff (reação de 

PAS) (O’Brien & McCully, 1981), proteínas totais com Azul Brilhante de Coomassie 

(Southworth, 1973) e lipídeos com Sudam III (Sass, 1951) foram realizados em secções 

aderidas às lâminas mantidas sem coloração e com material fresco. 

Para a análise da morfologia externa as amostras foram desidratadas em acetona, 

secas através do método de ponto crítico (Gersterberger & Leins, 1978) (CPD Balzers 

030) e metalizadas com ouro (Sputtering Balzers SCD 050) e observados em 

microscópio eletrônico de varredura (JEOL 6060) no Centro de Microscopia Eletrônica 

da UFRGS. 
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2.5 Resultados e Discussão 

Passiflora elegans apresenta o pico de formação de estruturas reprodutivas entre 

os meses de agosto a dezembro, ampliando o intervalo de floração e frutificação da 

espécie, que segundo Sacco (1980) se concentraria nos meses de outubro a dezembro. 

Ostenta flores brancas vistosas, com aproximadamente 4 cm de diâmetro e corona em 

tons violáceos (fig 3). Fruto globoso, amarelo quando maduro, de fácil abscisão natural, 

com aproximadamente 5 cm de diâmetro (fig 4), cobrindo inteiramente o solo sob a 

ramagem que serve de suporte à planta, que vive naturalmente sobre a copa de outras 

árvores (fig 5). 

Passiflora suberosa floresce a partir de setembro, estendendo o período de 

floração e frutificação até julho, de acordo com os dados da literatura (Sacco, 1980; 

Deginani, 2001). Exibe flores pequenas, esverdeadas, desprovidas de pétalas, em média 

apresentando de 2 cm de diâmetro (fig 6). Fruto pequeno, globoso ou ovóide, púrpuro 

escuro ou preto quando maduro, com 2 cm de diâmetro, em média (fig 7). Possuem 

hábito ruderal, crescem em bordas ou interior de bosques (fig 8). 

As flores do maracujazeiro desabrocham e permanecem abertas durante um 

único dia. No caso da espécie P. elegans, a antese é de ocorrência matinal, por volta das 

8 horas, enquanto que os indivíduos da espécie P. suberosa entram em antese por volta 

das 6 horas da manhã. Ambas as espécies fecham suas flores ao cair da tarde. A flor ao 

se abrir, apresenta os estiletes eretos e estes vão se curvando até que a superfície 

estigmática esteja em uma posição apropriada para a polinização, isto é, ao mesmo nível 

das anteras (figs 9 e 10 - P. elegans) (figs 11 e 12 - P. suberosa). Corroborando, Acioli 

(1999, 2003) e Ruggiero (1980) quanto aos dados apresentados sobre a curvatura das 

peças florais. Durante este período há movimentação dos filetes em direção à base da 

flor assumindo posição perpendicular em relação ao androginóforo. Os estiletes 
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apresentam igual movimento, alcançando a mesma posição somente mais tarde. Garcia 

& Hoc (1998 a, b) descrevem este mesmo padrão de movimentação das peças florais 

para outras espécies de passifloras. 

Os botões de P. elegans entram em antese, aproximadamente, aos 23 mm de 

comprimento. Após polinização cruzada, observamos que seus estigmas apresentaram-

se receptivos a partir de 15 mm (fig 13), onde se pôde visualizar em secção transversal, 

o tubo polínico atravessando por entre as células do tecido transmissor (figs 16a e 16b) 

e longitudinal (fig 37). Apresenta, portanto, um mecanismo de protoginia, ou seja, a 

receptividade do estigma ocorre antes da liberação dos grãos de pólen. 

Ainda em P. elegans, não raramente, no dia anterior à antese pôde-se observar 

uma pequena retração das sépalas (fig 15), deixando à vista o ápice dos estigmas 

mantendo, no entanto, suas anteras indeiscentes, característica que talvez esteja 

relacionada com um dos mecanismos utilizados para priorizar a polinização cruzada. 

Em P. suberosa os estigmas passam a ser receptivos a partir de 4 mm de 

comprimento (fig 14), comprovado através do teste de peróxido de hidrogênio (fig 14a), 

sendo que a antese ocorre aproximadamente aos 10 mm. Quando ocorre polinização 

natural, pode se observar no dia seguinte um ligeiro aumento do ovário e uma mudança 

de cor verde para róseo das sépalas das flores (fig 17). 

Em P. suberosa não ocorre a visualização dos estigmas por retração das sépalas, 

talvez por tratar-se de uma espécie autocompatível que, portanto, não necessita 

exclusivamente de polinização cruzada.  

Sabe-se que o período efetivo para polinização cruzada é quando os estiletes 

estão completamente curvos. Segundo Varassin & Silva (1999) os testes de 

receptividade estigmática em Passiflora alata e P. edulis f. flavicarpa, revelaram que os 

estigmas apresentam-se receptivos durante todo o período diurno da antese estando eles 
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flexionados ou não. Isso significa que potencialmente a flor pode ser polinizada 

artificialmente durante todo o período da antese, pois não depende da interação 

anatômica adequada entre polinizadores naturais e posicionamento das peças florais 

para este evento. Portanto, a polinização artificial pode ser realizada desde o período de 

pré-antese, pois seus estigmas já estão receptivos, até momentos antes do fechamento 

das flores. 

Os botões florais em pré-antese de P. elegans polinizados artificialmente 

somente apresentaram germinação dos grãos de pólen na superfície estigmática após 

duas horas de contato com o pólen sem sofrerem nenhum contato com água (fig 18). O 

material processado antes desse intervalo de tempo não apresentou aderência do pólen 

ao estigma, vindo ao encontro das ponderações de Akamine & Girolami (1957) quanto 

à necessidade dos grãos de pólen permanecerem secos por pelo menos duas horas, em 

contato com a superfície estigmática, para que a germinação do tubo ocorra. No entanto, 

a espécie P. suberosa, apresentou resultados satisfatórios quanto a aderência e 

germinação do tubo polínico em contato com o estigma em um intervalo de tempo mais 

reduzido. Após uma hora e meia de contato pólen-estigma a germinação do tubo 

polínico já pôde ser observada (fig 19). 

Os estiletes tanto de P. elegans quanto de P. suberosa (figs 20 e 21) são do tipo 

sólido, com epiderme simples, parênquima cortical, feixes vasculares e tecido 

transmissor coincidindo com dados obtidos por Souza et al. (2006) com a espécie P. 

edulis. Esses autores observaram que as substâncias intercelulares do tecido transmissor 

e do estigma apresentavam-se ricas em polissacarídeos, entretanto o teste realizado para 

detecção de pectinas reagiu negativamente. No entanto, observamos a presença de 

pectinas nas paredes das células das emergências estigmáticas e também nas células do 
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tecido transmissor de P. elegans (figs 22 e 23) e nas emergências estigmáticas de P. 

suberosa (fig 24). 

A parede celular primária possui uma diversidade de funções, dentre elas: 

proporcionar às células robustez mecânica, manter a morfologia das células, controlar a 

expansão celular e o transporte intercelular, proteger as células contra organismos 

patogênicos, participar na comunicação intercelular e contribuir em alguns casos como 

reserva alimentar (Brett & Waldron, 1990). As pectinas são um dos componentes dessas 

paredes primárias e da lamela média, que auxiliam na regulação da adesão entre as 

paredes das células em relação aos espaços intercelulares. Essas pectinas encontradas 

nas paredes e na lamela média apresentam características estruturais diferentes entre 

elas (Willats et al. 2001). 

Segundo Selvendran (1985) as pectinas presentes na lamela média são menos 

ramificadas e possuem cadeias laterais mais curtas do que as das paredes primárias. 

Essas cadeias laterais estão diretamente relacionadas com o grau de rigidez das paredes 

celulares, ao passo que cadeias com um baixo número de ramificações formam géis 

menos resistentes (Jones et al. 1997). 

Atribuímos a essa menor resistência do gel péctico na zona de lamela média, a 

causa de um maior afrouxamento entre as paredes das células, tanto mecânica quanto 

quimicamente (Willats et al. 2001). Isso permite que o tubo polínico se desenvolva 

apoplasticamente através do material extracelular das emergências estigmáticas e do 

tecido transmissor em ambas as espécies aqui estudadas (fig 35 - P. suberosa - fig 36 - 

P. elegans). 

O tecido transmissor se estrutura logo abaixo do estigma, e em ambas as 

espécies, segue centralmente posicionado por todo o comprimento do estilete até o 

ovário (fig 25) apresentando células alongadas de paredes espessas e ricas em 
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polissacarídeos (fig 26), como em geral é observado, nesse tipo de tecido (Lersten 

2004). 

As células adjacentes à passagem do tubo polínico demonstram alteração no 

conteúdo dos seus vacúolos com acúmulo de substâncias de natureza péctica (figs 16a e 

16b), bem com junto às paredes celulares. As substâncias pécticas são sintetizadas no 

Complexo de Golgi na forma metil-esterificada. A metil-esterificação de grupos 

carboxílicos evita que as pectinas, recentemente secretadas, formem ligações com 

cálcio, proporcionando uma menor rigidez da parede celular, pois quanto maior o grau 

de metil-esterificação mais fluido será o caráter do gel de pectinas, facilitando a 

expansão da parede celular (Taiz & Zeiger, 2004). A presença dessas pectinas, na 

parede celular e nos vacúolos celulares, confere elasticidade à célula, permitindo dessa 

forma a expansão celular, e a manutenção da integridade das estruturas celulares pelas 

propriedades hidrofílicas das pectinas (Taylor & Hepler, 1997). Essas propriedades são 

importantes para promover as alterações, das paredes das células do tecido transmissor, 

necessárias para a passagem do tubo polínico em ambas as espécies estudadas. 

Segundo Heslop-Harrison & Shivanna (1977) o estigma do gênero Passiflora é 

do tipo seco e com papilas unicelulares. Souza et al. (2006) interpretam essa estrutura 

como uma papila estigmática multicelular e multisseriada. Entretanto, em P. elegans e 

em P. suberosa analisadas, essa estrutura é constituída por emergências multicelulares 

constituídas por células da camada dérmica e subdérmica, formando uma projeção que 

expõe a superfície receptora de pólen, além de proporcionar um maior direcionamento 

do tubo polínico no início de sua trajetória (figs 27 e 28). O termo papila, segundo Font 

Quer (1975), se refere ao mais simples dos tricomas, reduzido a uma proeminência da 

parede das células epidérmicas. Uphof (1962) descreve na categoria de emergências 

epidérmicas uma estrutura muito semelhante à encontrada em Passiflora, citando-a 
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como “barbules” (do inglês, sem correspondência em português) e encontradas em 

Begonia manicata. 

A identificação de proteínas no estigma e estilete de ambas as espécies foi 

positiva, concentradas na superfície das células do estigma e nas paredes das células do 

tecido transmissor (figs 29 e 30), bem como na exina e na intina dos grãos de pólen (fig 

43). Em aspectos gerais, segundo Heslop-Harison (1979) as proteínas contidas na exina 

e na intina diferem nas suas funções e origens. As proteínas da exina são originadas do 

esporófito, enquanto que as da intina têm sua origem no gametófito. Essas proteínas 

participam do reconhecimento entre pólen e estigma durante as reações de auto-

incompatibilidade esporofítica e gametofítica, respectivamente (Shivanna, 2003). A 

relação das proteínas com as reações de auto-incompatibilidade foi detectada e 

caracterizada, pela primeira vez na espécie Brassica oleraceae, por Nasrallah & 

Wallace (1967). 

Observou-se também que as substâncias do tecido transmissor e do estigma são 

ricas em polissacarídeos (fig 26 - P. elegans - fig 31 - P. suberosa) de acordo com o 

observado no trabalho de Souza et al. (2006) com a espécie Passiflora edulis. Além 

dessas substâncias, foi observado que há uma visível concentração de amido nas células 

do tecido transmissor, se comparado à quantidade de amido nesse mesmo tecido em um 

estilete não polinizado (fig 32), evidenciando a função de nutrição do tubo polínico por 

esse tecido (fig 33), de acordo com Cheung (1996) a matriz extracelular do tecido 

transmissor é composta por polissacarídeos, proteínas, dentre outras substâncias, que 

são utilizadas pela demanda metabólica do tubo polínico em crescimento. 

Quanto aos testes histoquímicos com pólen, há uma deposição de calose na 

extremidade do tubo polínico nos casos de autopolinização em P. elegans (fig 34). 

Alguns autores sugerem que a camada de calose poderia agir como obstrução mecânica, 
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ou como uma barreira à permeabilidade para impedir o desenvolvimento dos tubos 

polínicos incompatíveis (Heslop-Harrison, 1975a; Takayama & Isogai, 2005). É 

possível que essa deposição seja a causa do fracasso no desenvolvimento desse tubo 

polínico (Bell, 1995). 

Em P. suberosa, espécie autocompatível, não foi observado bloqueio do 

crescimento do tubo após autopolinização, conseqüentemente não houve deposição de 

calose na extremidade do tubo polínico. 

Quanto à morfologia do pólen, na espécie P. elegans, o mesmo apresenta-se com 

6 a 12 colpos (figs 38 e 39). Na espécie P. suberosa o pólen é 12 colpado (figs 40 e 41) 

de acordo com o observado por Milward-de-Azevedo & Baumgratz (2004). Segundo a 

classificação de Erdtman (1952) para a família Passifloraceae, o pólen apresenta de 3 a 

12 colporos, estes por sua vez fundem-se dois a dois, nos pólos, formando um colpóide. 

A sexina é reticulada, na qual se percebe a presença de báculas em seu interior. Segundo 

Corbet et al. (1982) grãos de pólen com exina reticulada têm um importante papel na 

polinização por insetos devido à maior atração eletrostática entre o corpo do polinizador 

e a superfície reticulada do grão de pólen. Trabalhos sobre biologia floral para o gênero 

Passiflora, principalmente para o maracujá amarelo (Passiflora edulis), relatam a 

ocorrência de insetos do grupo dos Himenópteros como os seus principais polinizadores 

(Souza et al. 2004). Desse modo, a forma reticulada em adição às substâncias presentes 

na superfície do pólen poderia desempenhar a função de aderência dos grãos ao corpo 

do polinizador, bem como participar da aderência à superfície do estigma. 

Na espécie P. elegans, foram observados grãos contendo 8 e 12 colpos, 

mantendo sua junção nos pólos, enquanto que em Passiflora suberosa não houve 

variação no número de colpos. 
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A morfologia polínica em Passifloraceae é considerada similar à encontrada em 

famílias como Cucurbitaceae, e alguns gêneros de Flacourtiaceae e particularmente 

Turneraceae, famílias essas pertencentes à mesma Ordem Violales (Cronquist, 1988). 

Vale ressaltar que a família Turneraceae foi incorporada recentemente à Passifloraceae 

devido às características em comum, como as variações na transmissão de plastídios 

(APG II, 2003). Dessa forma a análise polínica acaba fortalecendo esse posicionamento 

taxonômico. 

Além da morfologia externa apresentada, o pólen do gênero Passiflora é bem 

característico pela estrutura e espessura de sua parede. A esporoderme das espécies 

analisadas apresentou-se bem característica pela sua espessura. A exina é facilmente 

visualizada como dois estratos distintos. A mais externa, denominada sexina, é 

semitectada e menos densa que a camada mais interna, a nexina (Erdtman, 1952). 

Os testes histoquímicos revelaram a presença de proteínas depositadas sobre a 

superfície externa e entre os espaços formados pelas báculas da sexina dos grãos de 

pólen de ambas as espécies. Uma menor quantidade de proteínas foi detectada na intina 

do pólen de P. elegans (fig 43) o que não foi observado nessa mesma camada no pólen 

de P. suberosa. Também foram observadas substâncias de natureza lipídica envolvendo 

os grãos de ambas as espécies (fig 46). Essas substâncias costumam ter origem a partir 

do citoplasma de tecidos esporofíticos, como o tapete, que se desprendem após a lise 

celular e ficam depositadas sobre a superfície dos grãos de pólen, localizados na 

cavidade locular da antera, constituindo o “pollenkitt” e/ou trifino (Nepi & Franchi, 

2000). 

De acordo com Dobson (1988) o “pollenkitt” é composto de uma mistura de 

substâncias hidrofóbicas que recobre a superfície do pólen de muitas angiospermas. A 

presença dessas substâncias costuma estar relacionada às espécies com polinização 
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entomófila (Nepi & Franchi, 2000) e são vitais na interação com estigmas secos sendo 

responsáveis pela adesão e hidratação do grão de pólen quando em contato com o 

estigma, assim como pela conservação das proteínas esporofíticas dentro das cavidades 

da exina (Dickinson & Lewis, 1973; Pacini & Hesse, 2005). 

Pacini & Hesse (2005) relatam a dificuldade em diferenciar o “pollenkitt” de 

outros tipos de materiais aderidos à superfície do grão, dentre eles o trifino. Esses 

materiais diferem em sua composição, origem, desenvolvimento e função. Dessa forma 

somente um estudo durante as etapas do desenvolvimento possibilitaria a correta 

denominação do material depositado sobre a parede do pólen nas espécies aqui 

analisadas. 

Anatomicamente, o pólen apresenta-se no estádio bicelular no momento da 

dispersão em ambas as espécies (fig 42) de acordo com o descrito para a família 

Passiflorarceae (Johri et al. 1992). Segundo alguns autores (Brewbaker, 1957, 1967; 

Nettancourt, 1997) há características que apontam certa correlação entre o tipo de pólen 

e o sistema de auto-incompatibilidade. O pólen binucleado ocorreria no sistema de auto-

incompatibilidade gametofítica, com a inibição do tubo polínico ocorrendo na altura do 

estilete ou do ovário. Já o pólen trinucleado faria parte do sistema de auto-

incompatibilidade esporofítica, com inibição do tubo na superfície estigmática. Em P. 

elegans, a inibição do tubo polínico ocorre na superfície estigmática e há presença de 

proteínas na exina, o que caracterizaria uma reação de auto-incompatibilidade 

esporofitica, porém, o pólen apresenta-se binucleado no momento da dispersão e 

também há presença de proteínas na intina do grão de pólen, o que poderia sugerir uma 

reação de auto-incompatibilidade gametofítica. É importante salientar que P. suberosa é 

uma espécie autocompatível e que não foi observada a presença de proteínas na intina 

de seus grãos de pólen. Portanto, a função de reconhecimento do pólen auto-



 52

incompatível em P. elegans é atribuída às proteínas presentes na intina, caracterizando 

uma provável reação do tipo gametofítica. 

Polissacarídeos e pectinas estão presentes na intina (figs 44 e 45). Shivanna 

(2003) compara a intina à parede primária das outras células das plantas, tendo como 

principais componentes a celulose, hemicelulose e pectinas. No entanto, um estrato 

celulósico não foi detectado, mas não se pode descartar em definitivo a presença de 

celulose. Adaptações nas técnicas e/ou outros testes para possível detecção desse 

polissacarídeo devem ser realizados futuramente. 
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Capítulo 3 

Auto-incompatibilidade e Imunocitoquímica 
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3.1 Introdução 

A auto-incompatibilidade é o mecanismo de inibição do crescimento do tubo 

polínico procedente de autopolinização, estimulando assim, a polinização cruzada. Esse 

mecanismo de reconhecimento entre pólen e estigma, em angiospermas, pode ocorrer na 

superfície estigmática, no interior do estilete ou no próprio rudimento seminal 

denominado então de ação tardia (Went & Willemse, 1984; Shivanna, 2003). 

Segundo Schifino-Wittmann & Dall’Agnol (2002) a auto-incompatibilidade 

resume-se na incapacidade de uma planta fértil formar sementes quando polinizada por 

seu próprio pólen favorecendo a polinização cruzada e promovendo assim, uma maior 

variabilidade genética. 

O mecanismo de auto-incompatibilidade em plantas seria análogo ao da resposta 

imune em animais, a diferença é que no sistema imune dos animais o “não-próprio” é 

rejeitado, enquanto nas plantas ocorre exatamente o contrário, as células rejeitadas são 

as “próprias” (Bodanese-Zanettini, 2003). 

Existem duas formas distintas de rejeição do próprio pólen, denominadas de 

auto-incompatibilidade gametofítica e auto-incompatibilidade esporofítica. 

Na reação de auto-incompatibilidade gametofítica a rejeição do pólen auto-

incompatível é determinada através do reconhecimento de substâncias formadas no 

próprio pólen e estocadas na intina, que serão detectadas posteriormente, através do 

desenvolvimento e condução do tubo polínico, pelos tecidos do estilete. Enquanto que 

na auto-incompatibilidade esporofítica a reação de rejeição é desencadeada pelo contato 

do pólen auto-incompatível, que tem seu fenótipo determinado pelo genoma diplóide do 

esporófito que o originou, com a superfície do estigma. Nessa reação, ocorre o 

reconhecimento dos produtos originados pelos tecidos diplóides da antera da planta-

mãe, geralmente de origem protéica, que se encontram depositados nas cavidades da 
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exina ou sobre as aberturas do grão de pólen, pelas paredes das emergências 

estigmáticas (Heslop-Harrison et al., 1973; Heslop-Harrison, 1975; Shivanna, 2003). 

A reação de auto-incompatibilidade se dá gradualmente desde o impedimento da 

hidratação ou da germinação do pólen até o rompimento do tubo polínico (Schifino-

Wittmann & Dall’Agnol, 2002). O tipo de estigma é muito importante no momento da 

hidratação do pólen. Segundo Ho & Shi (1986) e Takaiama & Isogai (2005) a absorção 

da água por parte do grão de pólen auto-incompatível se torna ainda mais difícil sobre o 

estigma do tipo seco, por ter que ser capaz de hidratar-se apenas com a água do 

protoplasto das células do estigma. No momento da hidratação, através do contato entre 

pólen e estigma, ocorre uma interação entre a parede das células das emergências 

estigmáticas e a superfície do pólen. Até que essa interação seja completada, muitos 

pólens incompatíveis germinam e penetram no estigma sofrendo inibição somente no 

decorrer do desenvolvimento do tubo (Hiscock et al. 2002). 

Em Rêgo et al. (2000) foram investigadas as interações entre pólen e pistilo em 

polinizações e cruzamentos compatíveis e incompatíveis, assim como a existência de 

proteínas no estigma e na parte superior do estilete, responsáveis pela reação de 

incompatibilidade. Segundo o Rêgo (1997) essas proteínas apresentam um aumento 

gradativo da sua concentração desde dois dias antes da abertura da flor até o dia da 

antese. 

Estudos histoquímicos apontam proteínas, que são secretadas por células do 

tapete da antera e translocadas para a camada superficial do pólen, substâncias essas que 

estabeleceriam uma relação tipo chave-fechadura entre as emergências estigmáticas e as 

proteínas presentes sobre a exina dos grãos de pólen no caso de auto-incompatibilidade 

esporofítica (Richards, 1997). 
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Segundo Fernandes et al. (1996) provavelmente esse efeito das proteínas de 

auto-incompatibilidade possa ser anulado realizando-se dois eventos de autopolinização 

no dia da antese, sendo provável que a primeira autopolinização anule a ação dessas 

proteínas permitindo que os rudimentos seminais sejam, em parte, fecundados por um 

segundo evento de autopolinização. 

Além de a auto-incompatibilidade envolver o reconhecimento de proteínas, 

Bruckner et al. (1995) ainda relacionam uma característica anatômica dos grãos de 

pólen ao tipo de reação auto-incompatível desenvolvida, onde as espécies que sofrem a 

reação de auto-incompatibilidade gametofítica liberariam grãos de pólen na forma 

binucleada e as espécies que desenvolvem aauto-incompatibilidade esporofítica 

liberariam grãos de pólen na forma trinucleada. 

Quando a planta não sofre os mecanismos de auto-incompatibilidade 

gametofítica ou esporofítica, ela é denominada uma planta autocompatível. 

Se a interação entre pólen e estigma for favorável, ou seja, se o esporófito for 

compatível ao pólen depositado na superfície estigmática, ocorrerá a germinação desse 

pólen dando origem ao tubo polínico, que terá um crescimento restrito a sua zona apical 

(Mascarenhas 1993). O grão de pólen, por sua vez, é formado por camadas de 

constituição química variável. Em geral, as pectinas são os principais componentes 

químicos da camada externa da parede do tubo polínico, o que confere elasticidade e 

permite a expansão das células. As pectinas, com suas propriedades hidrofílicas, ainda 

preservam a integridade e a estabilidade das membranas celulares. Já a camada interna 

do tubo polínico é constituída principalmente por calose, que se deposita 

secundariamente na superfície interna da camada externa do tubo com exceção da zona 

apical de crescimento (Taylor & Hepler, 1997; Bittencourt, 2003). 
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Segundo Nettancourt (2000) os tubos polínicos compatíveis apresentam 

deposição reticulada de calose enquanto que os auto-incompatíveis desenvolvem um 

depósito irregular dessa substância química na extremidade do tubo, mas ainda não está 

claro se a deposição de calose na região apical da parede do tubo é que ocasiona o 

bloqueio de seu desenvolvimento, ou se essa deposição seria uma conseqüência 

posterior à reação de incompatibilidade. À medida que o tubo polínico compatível 

cresce em comprimento, tampões de calose vão sendo deixados para trás (Martin, 

1959). 

Dentro do gênero Passiflora, são relatadas espécies autocompatíveis e auto-

incompatíveis. Análises sobre as mudanças ocorridas na parede celular durante esses 

processos reprodutivos são escassas, particularmente para a família Passifloraceae, o 

que justifica o uso de anticorpos monoclonais na marcação de epitopos pécticos no 

intuito de contribuir com os estudos da dinâmica de parede celular na interação pólen-

estigma. 

 

3.1.1 O uso da imunocitoquímica no esclarecimento da dinâmica da parede 

celular 

As pectinas e as proteínas arabinogalactanos são importantes componentes das 

paredes celulares. As alterações nas moléculas pécticas e a expressão dessas proteínas 

são importantes na definição da função dessas paredes (Knox, 1997). 

As pectinas, em geral, possuem um importante papel fisiológico, contribuindo 

para a hidratação, força e flexibilidade das paredes celulares de órgãos não-lignificados, 

amadurecimento dos frutos, sinalização em resposta a ferimentos e à interação 

hospedeiro-patógeno, efeitos morfogenéticos (efeito regulatório na ação hormonal e 

síntese) e adesão intercelular (Van Cutsem & Messiaen, 1994, Jarvis et al. 2003). 
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As proteínas arabinogalactanos são diferentemente expressadas durante o 

desenvolvimento celular e estão envolvidas em processos fundamentais tais como a 

expansão celular (Knox et al. 1989), reconhecimento e diferenciação (Knox et al. 1991, 

Knox, 2006), morte celular programada (Dolan et al. 1995), reprodução sexuada e 

embriogênese (Kreuger & Van Holst, 1996; Serpe & Nothnagel, 1994; Borderies et al. 

2004). Essas proteínas estruturais parecem estar envolvidas nos processos de 

polinização. Há uma hipótese de que as proteínas arabinogalactanos no pistilo teriam a 

função de reconhecimento, adesão, nutrição e orientação do tubo polínico (Cheung & 

Wu, 1995). 

Anticorpos monoclonais e policlonais são utilizados como ferramentas precisas 

na detecção e localização espacial de diferentes componentes químicos da parede 

celular (Knox, 1997). Segundo Willats et al. (2000) o uso destes anticorpos seria a 

maneira mais direta de compreender a arquitetura molecular das paredes celulares sendo 

visualizados sob microscopia óptica de fluorescência. 

A imunocitoquímica tem como princípio básico a detecção de uma molécula 

alvo utilizando um anticorpo marcado com compostos químicos que emitam cor ou luz. 

Estes compostos químicos, quando excitados por luz ultravioleta, passam a emitir luz 

visível ao serem observados sob microscopia óptica (Souto-Padrón, 1998). 

 

3.1.2 Os componentes químicos da matriz de pectinas (parede celular) 

Segundo Brett & Waldron (1990) a matriz de pectinas é composta por ácidos 

poligalaturônicos, ramnogalacturonanos I e II, arabinanos, galactanos e proteínas 

arabinogalactanos. 

Existem três domínios polissacarídicos encontrados nas pectinas. O primeiro 

domínio, é composto pelos ácidos poligalacturônicos, também referidos como ácidos 
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homogalacturônicos quando se apresentam na forma de polímeros não-ramificados. 

Esses ácidos são encontrados em quantidade considerável em muitas frutas e também 

estão presentes nas paredes primárias das células. O segundo domínio é o dos 

ramnogalacturonanos I (RG-I), os quais são os maiores componentes químicos da 

lamela média e das paredes primárias de dicotiledôneas (Brett & Waldron, 1990). Os 

RG-I contêm um número variado de cadeias laterais que são compostas principalmente 

por arabinoses e galactoses. Essas cadeias laterais estão diretamente relacionadas com o 

grau de rigidez das paredes celulares, sendo que, quanto maior o número de ligações de 

cadeias laterais à cadeia principal, maior será a rigidez da parede. Ao passo que cadeias 

que apresentam um baixo número de ramificações formam géis menos resistentes 

(Jones et al. 1997). E o terceiro, o domínio dos ramnogalacturonanos II (RG-II), são 

polissacarídeos pécticos altamente ramificados, que contém ao menos dez açúcares 

diferentes em um padrão complexo de ligações. Os RG-II também são componentes das 

paredes primárias, porém encontrados em menor quantidade em células de 

dicotiledôneas (Brett & Waldron, 1990; Krishnamurthy, 1999; Scheller et al. 1999; 

Perez et al. 2000). 

Os três domínios polissacarídicos podem ser covalentemente ligados para formar 

a rede de pectinas, estrutura essa considerada importante para a modulação e ação das 

enzimas baseadas nas paredes das células, conferindo a essa rede um aspecto de gel 

rígido (O’Neill et al. 1990). 

Morris et al. (2000) observaram que as pectinas estão sujeitas à modificações 

que podem alterar a sua conformação. Visto que, a rigidez da parede celular apresenta-

se menor, quanto maior for o grau de metil-esterificação das pectinas, facilitando a 

expansão da parede durante o crescimento, a metil-esterificação de grupos carboxílicos 

evita que as pectinas, recentemente secretadas, formem ligações com cálcio. Muitos dos 
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resíduos ácidos são esterificados com metil, acetil e outros grupos durante a síntese no 

complexo de Golgi. Tal esterificação mascara as cargas de grupo carboxila e impede as 

ligações de cálcio entre pectinas, tornando o caráter de gel mais fluido. Ao passo que, a 

redução ou perda da esterificação induz a capacitação dessas ligações, aumentando a 

rigidez do gel péctico (Jarvis, 1984; Taiz & Zeiger, 2004). 

O grau de esterificação das pectinas pode variar de 0 a 100 %, e também varia 

muito na mesma parede celular. Em uma única célula há vários domínios onde esse grau 

pode ser modificado. Pectinas que apresentam de 0 a 50 % de metil-esterificação são 

consideradas pouco metil-esterificadas, enquanto que as de valores acima de 50 % 

altamente metil-esterificadas (Morris et al. 2000). 

Além dos polissacarídeos supracitados que compõem aproximadamente 90 % da 

matriz de pectinas da parede celular, cabe às proteínas os 10 % restantes (Brett & 

Waldron, 1990). Dentre as classes de proteínas presentes na matriz péctica, as AGP’s 

são componentes abundantes na parede celular, na membrana plasmática e nas 

secreções extracelulares. Elas são classificadas como proteoglicanos encontradas em 

todos os órgãos das plantas desde briófitas até angiospermas (Majewska-Sawka & 

Nothnagel, 2000, Letarte et al. 2006) e estão envolvidas nos processos de expansão 

celular, reconhecimento, diferenciação (Knox, 1991, 2006), morte celular programada 

(Dolan et al. 1995), reprodução sexuada e embriogênese (Kreuger & Van Holst, 1996).  

Segundo Abreu & Oliveira (2004) a presença de proteínas arabinogalactanos e 

pectinas na parede celular são vitais na manutenção da forma da célula, crescimento do 

tubo polínico, adesão e interação entre pólen e estigma. Esse fato justifica o uso da 

imunocitoquímica como ferramenta na análise dessa interação nas espécies de 

Passiflora, estudadas nesse trabalho. A relevância do uso dessa técnica é salientada na 
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comparação entre espécies compatíveis e incompatíveis e as possíveis alterações da 

parede celular nesses processos. 

 

3.2 Objetivo 

O objetivo desse trabalho foi comparar a dinâmica da parede celular durante a 

interação entre pólen, estigma e estilete no momento da autopolinização e germinação 

do tubo polínico, através da utilização de anticorpos monoclonais, nas reações de 

compatibilidade e incompatibilidade em duas espécies de passifloras, com o objetivo de 

responder as seguintes questões: 

Há diferenças na arquitetura da parede celular do pólen e do pistilo que possam 

esclarecer o mecanismo ocorrido durante sua interação resultando em reações de 

compatibilidade e incompatibilidade? 

A quebra da auto-incompatibilidade após dois eventos de autopolinização pode 

ser atribuída às alterações da parede celular?  

Baseado no esclarecimento dessas e de outras questões relacionadas ao modo de 

reprodução, de espécies do gênero Passiflora, é que se realizou o presente trabalho. 

 

3.3 Material e Métodos 

Os botões e as flores em antese de P. suberosa e P. elegans (figs 1 e 2) foram 

coletadas no Rio Grande do Sul, especificamente na zona Sul de Porto Alegre. Os 

estigmas das flores, após autopolinização, foram fixados em Glutaraldeído 1 % e 

Formaldeído 4 % em solução tampão-fosfato pH 7,2 (McDowell & Trump, 1976), 

lavados em tampão fosfato pH 7,2, desidratados em série etílica ascendente, pré-

infiltrados, infiltrados e emblocados em hidroxietilmetacrilato (Gerrits & Smid, 1983) 

para análise em microscopia óptica. 
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Material a fresco foi utilizado para os testes de detecção de calose com Azul de 

Anilina em fluorescência (filtro de excitação 340-380 nm) (Smith & McCully, 1978). 

Autopolinizações e polinizações cruzadas foram realizadas com estigmas das flores de 

P. suberosa e P. elegans para avaliar o crescimento ou bloqueio dos tubos polínicos. 

O material usado para a análise imunocitoquímica, foi fixado em Glutaraldeído 

1 % e Formaldeído 4 % em tampão-fosfato pH 7,2 (McDowell & Trump, 1976) 

submetido à pressão negativa e em seguida lavado em tampão fosfato de sódio pH 7,2 e 

posteriormente, em água destilada. O material foi desidratado em série etílica 

ascendente (de 20 até 100 %) infiltrado numa solução 1:1 de etanol absoluto e LR 

White “Hard Grade” (London Resin Company) por 8 horas. Para a infiltração 

realizaram-se três trocas de LR White 100 %, por um período de 8 horas para cada 

etapa, deixando-o polimerizar em cápsulas de gelatina em estufa a 60ºC por até 24 

horas. 

Lâminas histológicas foram confeccionadas com secções de 2 a 4 µm, para 

ambas as técnicas,com MICROM HM 340 E. 

Cinco anticorpos monoclonais primários foram utilizados para examinar a 

distribuição dos componentes de parede, sob microscopia óptica de fluorescência. Os 

Mabs utilizados: JIM 5, JIM 7 e JIM 13 que reconhecem homogalacturanos com 

reduzida metil-esterificação, homogalacturanos de alta metil-esterificação e proteínas 

arabinogalactanos, respectivamente; e os anticorpos LM 5 e LM 6 que reconhecem 

galactanos e arabinanos, os quais são cadeias laterias das pectinas. Os anticorpos 

utilizados foram cedidos pelo Professor J. Paul Knox (Centre for Plant Sciences, 

University of Leeds, UK). 

Foram analisados os seguintes estádios: 

1 - Um evento de autopolinização nas duas espécies, com botões em pré-antese; 
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2 - Dois eventos de autopolinização com botões em pré-antese na espécie P. 

elegans; 

As seções foram hidratadas com PBS - tampão fosfato salino pH 7,1 (Harris, 

1994) por 10 minutos, bloqueadas com uma solução centrifugada de leite em pó 

desnatado 3 % em PBS por 45 minutos e tratadas com anticorpos primários diluídos em 

PBS (1:1) com incubação de 1-2 horas. Posteriormente aplicou-se os anticorpos 

secundários diluídos em PBS (1:100) com incubação de 1-2 horas em câmara escura. 

Utilizou-se Goat anti-rat FITC (Sigma). A montagem com lamínula em um meio 

constituído por para-fenilediamina (PPD) a 0,1% em 10% de tampão fosfato de sódio 

10 mM e NaCl a 0,15 M e 90% de glicerol. 

As seções foram analisadas em epifluorescência no microscópio Leica DM R 

(filtro de excitação 340-380 nm) e em campo claro com corante azul de toluidina O 1%, 

pH 8-9 (Souza, 1998). 

Para a análise da morfologia externa, as amostras foram desidratadas em 

acetona, secas através do método de ponto crítico (CPD Balzers 030), metalizadas com 

ouro (Sputtering Balzers SCD 050) e observadas em microscópio eletrônico de 

varredura (JEOL SEM 6060) no Centro de Microscopia Eletrônica da UFRGS. 

 
3.4 Resultados e Discussão 

Segundo Schifino-Wittmann & Dall’Agnol (2002) a reação de auto-

incompatibilidade se dá desde o impedimento da germinação do pólen até o 

rompimento do tubo polínico. No entanto,em Passiflora elegans não foi observada a 

ocorrência de rompimento do tubo polínico, mas sim um bloqueio do mesmo por 

deposição de calose em sua extremidade. Esse tubo é bloqueado na altura da superfície 

estigmática, mais precisamente na base das células da emergência epidérmica do 

estigma (fig 3). 
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Segundo Hiscock e McInnis (2003) as flores se tornam incompatíveis 

exatamente nos momentos antes da antese, assim, somente quando as flores 

desabrocham é que estas se tornam aptas a discriminar entre pólens próprios ou 

provenientes de fecundação cruzada. No entanto, as autopolinizações, em P. elegans, 

foram realizadas com botões em pré-antese e observou-se que o reconhecimento e 

rejeição do próprio pólen por parte do estigma já ocorrem nessa fase, através de um 

bloqueio com calose na extremidade do tubo polínico, mostrando que a capacidade de 

reconhecimento do próprio e não-próprio é anterior à abertura das flores (fig 3) de 

acordo com Rêgo et al. (2000) no estudo de cruzamentos com maracujá amarelo (P. 

edulis). Igualmente na espécie autocompatível, P. suberosa, os botões em pré-antese 

autopolinizados reconheceram e viabilizaram o desenvolvimento do tubo polínico 

através das emergências estigmáticas e tecido transmissor. Pode-se observar que não há 

deposição de calose na extremidade do tubo polínico, mas sim tampões de calose no 

decorrer do desenvolvimento desse tubo isolando a parte vacuolada da parte da 

extremidade que contém o citoplasma, da mesma forma que ocorre com os tubos 

polínicos em P. elegans quando o estigma é submetido à fecundação cruzada com pólen 

de outra planta (figs 4 e 5). 

Quando a autopolinização é realizada duas vezes no mesmo estigma, a reação de 

auto-incompatibilidade é quebrada e o tubo polínico não sofre bloqueio por deposição 

de calose atravessando as emergências estigmáticas e o tecido transmissor (fig 6) 

corroborando a suposição de Fernandes et al. (1996) que afirmam que a fecundação 

provavelmente poderia ser alcançada realizando-se dois eventos de autopolinização no 

dia da antese. 

Segundo Koschnitzke & Sazima (1997) e Acioli (1999) P. suberosa evidenciou 

ser uma espécie autocompatível quanto à receptividade do pólen da mesma flor, sendo 
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capaz de produzir frutos com sementes, ainda que em menor quantidade, por 

autopolinização em condições naturais. Em nossos experimentos a autocompatibilidade 

da espécie em questão foi comprovada. 

Foram analisados eventos de autopolinização e dupla autopolinização em P. 

elegans e autopolinização em P. suberosa utilizando-se cinco anticorpos para marcação 

das seguintes estruturas: tecido transmissor, estigma, tubo polínico, e pólen observados 

nas tabelas 1, 2 e 3 em anexo. 

 
3.4.1 Reconhecimento de epitopos pécticos 

3.4.1.1 Estigma 

Nas células das emergências estigmáticas de P. suberosa (fig 7 - controle) 

observou-se intensa marcação, após uma autopolinização, com os anticorpos para 

pectinas com baixo grau de metil-esterificação (fig 8) e com anticorpos para pectinas 

com alto grau de metil-esterificação (fig 9). Com anti-galactanos essa marcação foi mais 

acentuada na superfície das emergências estigmáticas (fig 10). O anticorpo para 

arabinanos apresentou uma moderada marcação em todo o tecido das emergências 

estigmáticas da espécie supracitada (fig 11). Em P. elegans (fig 12 - controle) após uma 

autopolinização, a marcação para pectinas desterificadas foi fraca (fig 13), porém a 

marcação para pectinas altamente metil-esterificadas (fig 14) e galactanos foi intensa 

(fig 15). Não houve marcação para arabinanos com a espécie P. elegans (tabelas 2 e 3). 

A marcação para galactanos foi mais acentuada na superfície das emergências 

estigmáticas, como o observado em P. suberosa. Em P. elegans após dois eventos de 

autopolinização, constatou-se uma fraca marcação para pectinas desterificadas (fig 16), 

moderada marcação para pectinas altamente metil-esterificadas (fig 17) e intensa 

marcação com o anticorpo para galactanos (fig 18) na superfície das emergências 

estigmáticas, bem como a ausência de marcação para arabinanos (tabelas 2 e 3). 
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Segundo Jauh e Lord (1996) as pectinas desterificadas são responsáveis pela 

adesão do tubo polínico, o que explicaria a grande intensidade de marcação que 

encontramos nas emergências estigmáticas da espécie autocompatível (P. suberosa). 

Em P. elegans, após uma e duas autopolinizações observou-se fraca marcação para as 

pectinas desterificadas nas células da superfície do estigma, demonstrando que a 

desterificação do estigma nessa espécie não estaria influenciando a adesão do tubo 

polínico. 

Com o anticorpo para galactanos a marcação foi intensa na superfície das 

emergências estigmáticas em ambas as espécies. Considerando-se que essas células 

estão diretamente relacionadas com a passagem do tubo polínico, sugerimos que a 

presença de galactanos na parede dessas células contribua para a passagem apoplástica 

do tubo, corroborando os estudos de Matheson e Saini (1977), McCartney et al. (2000) 

e McCartney e Knox (2002) sobre a atuação mecânica dos galactanos nas paredes 

celulares, relacionados à elasticidade celular. Além disso, de acordo com Elleman et al. 

(1988) a presença de galactanos na superfície das emergências estigmáticas seria a 

comprovação de que as paredes celulares dessas células estariam sofrendo expansão, o 

que garantiria a entrada do tubo polínico na região da lamela média. 

A marcação para pectinas altamente metil-esterificadas foi intensa em P. 

suberosa e em P. elegans após uma autopolinização, sendo que após dois eventos de 

autopolinização a marcação para esse epitopo apresentou-se moderada. Ocorreram 

marcações intensas e concomitantes dos dois anticorpos para pectinas desterificadas e 

metil-esterificadas, demonstrando que esse grau de metil-esterificação ocorreria de 

forma extremamente variável no decorrer do desenvolvimento dos tecidos conforme 

observado por Knox et al. (1990) e Liners et al. (1992). Segundo Knox (1997) os 

homogalacturonanos de alta e reduzida metil-esterificação são cadeias 
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predominantemente formadas por pectinas que são sintetizadas e secretadas na forma 

altamente metil-esterificada. Estas cadeias podem ou não sofrer desterificação. A 

regulação espacial dessas cadeias varia de acordo com a arquitetura da parede celular e 

formação de espaços intercelulares, resultado da desterificação das pectinas. 

Não houve marcação para arabinanos no estigma de P. elegans, mas este epitopo 

estava presente nas emergências estigmáticas de P. suberosa. Isso indica que há uma 

diferença química nas paredes celulares desta região entre as espécies analisadas, 

entretanto, é difícil explicar sua função. De acordo com Iwai et al. (2001) as funções 

desempenhadas pelos arabinanos ainda são discutidas, mas é possível destacar que a 

ausência deles possa promover uma fraca adesão celular. Embora presente, esse epitopo 

não está relacionado com a reação de auto-incompatibilidade na espécie P. elegans, 

pois, após dois eventos de autopolinização onde se observa a quebra da auto-

incompatibilidade, a marcação com anti-arabinanos continua ausente do mesmo modo 

que o observado em uma autopolinização. 

 

3.4.1.2 Tecido Transmissor 

Foram observadas pectinas desterificadas nas paredes celulares do tecido 

transmissor de ambas as espécies analisadas. Em P. suberosa após autopolinização (fig 

19) foram observadas intensas marcações nos vértices das células do tecido transmissor 

(figs 20a e 20b). Jarvis (1992, 1998) afirma que um dos papéis das pectinas é suportar a 

pressão da separação celular imposta pela pressão de turgescência. Caracteristicamente 

as pectinas desterificadas se ligam mais fortemente com o íon cálcio nas junções 

(vértices) entre as paredes celulares onde esse estresse é maior, promovendo uma maior 

coesão do gel péctico. 

Em P. elegans (fig 21) a marcação para pectinas desterificadas foi fraca após 
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uma autopolinização (fig 22) e após dois eventos de autopolinização a marcação 

apresentou-se intensa com esse anticorpo (fig 23), corroborando Lenartowska et al. 

(2001). Os autores afirmam que no tecido transmissor de pistilos polinizados há um alto 

grau de desterificação e conseqüentemente uma forte ligação com cálcio constituindo 

um estoque natural desse íon considerado indispensável para o bom desenvolvimento do 

gametófito masculino. Carpita & Gibeaut (1993) relacionam a maior coesão do gel 

péctico com a presença de pectinas desterificadas, provendo uma estrutura para suportar 

a penetração do tubo polínico através das células do tecido transmissor, resultados esses 

que estão de acordo com o aumento de pectinas desterificadas, observado em P. elegans 

após dois eventos de autopolinização. Em P. elegans após uma autopolinização 

observou-se uma marcação fraca para pectinas desterificadas, o que talvez possa ser 

atribuída à reação de auto-incompatibilidade dessa espécie, tendo em vista que o tubo 

polínico sofrerá bloqueio na base das emergências estigmáticas, local de contato com o 

tecido transmissor. Observamos que o nível de pectinas desterificadas foi igualmente 

baixo no estigma de P.elegans após uma autopolinização e após dois eventos de 

autopolinização. Em contrapartida, observou-se uma intensa marcação desse epitopo no 

tecido transmissor da espécie somente após dois eventos de autopolinização. Com isso 

atribui-se a esse tecido transmissor juntamente ao estigma, a função de reconhecimento 

e seleção dos tubos polínicos. 

As pectinas metil-esterificadas também foram evidenciadas nas paredes das 

células do tecido transmissor de ambas as espécies. Em P. suberosa (fig 24 - controle), 

após uma autopolinização foi observada uma moderada marcação para esse epitopo (fig 

25) e em P. elegans (fig 26 - controle), após uma autopolinização a marcação foi 

moderada (fig 27), mas após dois eventos de autopolinização essa marcação foi intensa 

(fig 28). Carpita & Gibeaut (1993) afirmam que a presença de metil-esterificação 
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previne a maior coesão do gel péctico, permitindo uma maior integridade dos tecidos. 

Ao contrário, Khosravi et al. (2003) descreveram que o nível de pectinas metil-

esterificadas é consideravelmente baixo no tecido transmissor de estiletes, curtos e 

longos autopolinizados, da espécie Turnera subulata. Para P. elegans acredita-se que se 

trata de um tecido que necessita de elasticidade para permitir a passagem do tubo 

polínico, portanto a presença desse epitopo no tecido transmissor vem ao encontro do 

que foi observado por Carpita & Gibeaut (2003) no estudo das paredes celulares de 

plantas com flores. 

Em P. elegans a desterificação aumentou após dois eventos de polinização, ao 

contrário do reportado por Lenartowska et al. (1997, 2001) com Petunia hibrida. Os 

autores observaram uma redução na desterificação das pectinas no tecido transmissor de 

pistilos polinizados de Petunia hibrida, indicando um aumento do cálcio livre no tecido 

transmissor como uma forma de disponibilização de cálcio para o crescimento dos tubos 

polínicos. 

A detecção de arabinanos diminuiu em direção a base do tecido transmissor de 

P. suberosa (fig 11) após autopolinização e contatou-se a ausência de marcação para 

arabinanos nas paredes desse tecido na espécie P. elegans (tabela 2 e 3). Segundo Orfila 

et al. (2001) a diminuição ou a ausência de arabinanos provoca o afrouxamento das 

paredes celulares do tecido transmissor, o que poderia facilitar a passagem do tubo 

polínico. Entretanto, o mesmo não foi observado em P. elegans mesmo após dois 

eventos de autopolinização (tabela 3). Logo, supõe-se que esse epitopo não tem relação 

com a passagem do tubo polínico pelo tecido transmissor. 

 

3.4.1.3 Tubo Polínico 

Em P. suberosa após autopolinização foi detectada uma moderada desterificação 
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ao longo da parede do tubo polínico (fig 29) concordando com Khosravi et al. (2003) os 

quais afirmam que o epitopo para pectinas desterificadas é encontrado na parede fibrilar 

externa dos tubos polínicos. Em P. elegans este epitopo não foi encontrado nesta mesma 

estrutura (tabelas 2 e 3), de acordo com o que foi observado por Li et al. (1995) com 

Nicotiana tabacum. 

Houve fraca marcação para pectinas altamente metil-esterificadas na espécie P. 

suberosa ao longo da parede do tubo polínico (fig 30), o mesmo observou-se em P. 

elegans (fig 31b - controle) após uma autopolinização (fig 31a), sendo que após dois 

eventos de autopolinização não houve marcação ao longo do tubo polínico dessa espécie 

para esse epitopo (fig 32). Segundo Khosravi et al. (2003) os epitopos para pectinas 

altamente metil-esterificadas estão localizados principalmente nas vesículas 

citoplasmáticas da extremidade do tubo polínico, cujo local é de expansão celular, o que 

não foi observado nas espécies de Passiflora desse estudo, devido a dificuldade da 

observação da extremidade do tubo polínico in vivo. A adequação de um meio de 

cultura para germinação dos grãos de pólen in vitro tornaria possível uma melhor 

observação da extremidade do tubo em desenvolvimento, porém não poderíamos 

observar as alterações naturais, causadas nessa estrutura, durante a interação com o 

pistilo. 

O tubo polínico, de P. suberosa após autopolinização, apresentou uma fraca 

marcação para arabinanos com uma distribuição não homogênea (fig 33) e foi ausente 

em P. elegans (tabela 2). Segundo Iwai et al. (2001) os arabinanos podem atuar no 

processo de adesão celular. A presença desse anticorpo foi observada somente no tubo 

polínico, assim como no estigma, de P. suberosa, confirmando o que sugerimos 

anteriormente quanto à falta de relação dos arabinanos com a reação de auto-

incompatibilidade em P. elegans. 
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3.4.1.4 Pólen 

A marcação para pectinas desterificadas e para pectinas com alta metil-

esterificação foi semelhante no pólen das duas espécies analisadas, sendo classificada de 

forte a moderada na intina e ausente na exina. A exina teve ausência de marcação em 

todos os anticorpos testados nas duas espécies. 

Em P. suberosa, a intina apresentou marcação moderada para pectinas 

desterificadas (fig 34) e forte para pectinas altamente metil-esterificadas (fig 35). Os 

galactanos (fig 36) e os arabinanos (fig 37) apresentaram marcação moderada nessa 

camada do grão de pólen (tabela 1). 

Em P. elegans, após um evento de autopolinização, a marcação na intina foi bem 

evidente para pectinas desterificadas (fig 38) e para pectinas com alta metil-

esterificação (fig 39). Observou-se a ausência de marcação para galactanos e arabinanos 

(tabela 2). Nessa mesma espécie, após dois eventos de autopolinização, também houve 

uma evidente marcação na intina para desterificação (fig 40) e para metil-esterifcação 

de pectinas (fig 41). Observou-se ausência de marcação para as cadeias laterais de 

galactanos e arabinanos (tabela 3). Não foram observadas diferenças na marcação com 

os anticorpos para pectinas desterificadas e metil-esterificadas, nem diferenças 

relacionadas ao grau de cadeias laterais como arabinanos e galactanos nos grãos de 

pólen de P. elegans com um ou dois eventos de autopolinização. Isso indica que a 

arquitetura das paredes do pólen dessa espécie não teria influência na reação de auto-

incompatibilidade. Pôde-se observar diferenças na arquitetura da parede na intina do 

pólen de P. suberosa com uma moderada marcação utilizando anticorpos para 

galactanos e arabinanos se comparadas à ausência de marcação na intina de P. elegans, 

após uma autopolinização e após dois eventos de autopolinização (tabelas 1, 2 e 3). 

Porém, essa diferença química não é suficiente para influenciar no processo de adesão 
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do pólen nos eventos de compatibilidade e incompatibilidade. 

 

3.4.2 Reconhecimento de epitopos para proteínas arabinogalactanos 

3.4.2.1 Estigma 

No estigma encontram-se presentes os epitopos pécticos e proteínas 

arabinogalactanos nas duas espécies testadas. O anticorpo para proteínas 

arabinogalactanos apresentou uma moderada marcação nas células estigmáticas de P. 

suberosa (fig 42) e uma fraca marcação em P. elegans após uma autopolinização (fig 

43). Entretanto, observou-se uma forte marcação nessas células após dois eventos de 

autopolinização (fig 44), comprovando a existência de proteínas arabinogalactanos 

nesse tecido tanto em plantas autocompatíveis como em plantas auto-incompatíveis. 

Portanto, a presença de proteínas arabinogalactanos na superfície estigmática é atribuída 

a um papel importante de reconhecimento e seleção dos grãos pólen de acordo com 

Cheung et al. (1995) e Knox (2006). 

 

3.4.2.2 Tecido Transmissor 

No tecido transmissor não houve detecção de proteínas arabinogalactanos em 

nenhum dos tecidos analisados em ambas as espécies (tabelas 1, 2 e 3). 

 

3.4.2.3 Tubo Polínico 

No tubo polínico, o epitopo para proteínas arabinogalactanos está ausente nas 

duas espécies analisadas (tabelas 1, 2 e 3). Provavelmente esse epitopo ocorra na 

extremidade do tubo polínico de acordo com Mollet et al. (2002), o que não foi 

confirmado nesse trabalho devido à dificuldade de observação da extremidade do tubo 

polínico in vivo, das espécies de Passiflora. A adequação de um meio de cultura para 
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germinação do pólen in vitro possibilitaria melhor observação da extremidade dessa 

estrutura, porém não poderíamos observar as alterações causadas durante a interação 

entre pólen e estigma em seu ambiente natural. 

 

3.4.2.4 Pólen 

Tanto a intina, quanto a exina apresentaram idênticas marcações em P. elegans 

após um ou dois eventos de autopolinização (figs 43 e 44). A intina teve uma forte 

marcação para proteínas arabinogalactanos enquanto que a exina não foi reagente à 

marcação para esse epitopo. No citoplasma do pólen pôde-se observar uma fraca 

marcação após dois eventos de polinização em P. elegans (fig 45). Em P. suberosa 

observou-se ausência de marcação para o epitopo de proteínas arabinogalactanos tanto 

na intina quanto na exina (fig 42 - tabela 1). 

É interessante ressaltar que arabinanos e galactanos estão ausentes e proteínas 

arabinogalactanos estão presentes na intina de P. elegans, ao contrário de P. suberosa, 

onde a intina se constitui de arabinanos e galactanos, mas as proteínas 

arabinogalactanos estão ausentes nesta estrutura (tabelas 1, 2 e 3). Como tais 

componentes químicos estão relacionados com a expansão celular, conferindo também 

força mecânica como é o caso de arabinanos e galactanos, é possível que os recursos 

utilizados para o crescimento do tubo polínico se diferenciem entre estas duas espécies. 
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CONCLUSÕES 

Passiflora elegans, apresenta o pico de formação de estruturas reprodutivas 

entre os meses de agosto a dezembro, antecipando e ampliando o intervalo de 

frutificação e floração da espécie. 

Em P. elegans, os botões em pré-antese reconhecem e rejeitam o pólen auto-

incompatível, através de um bloqueio com calose na extremidade do tubo polínico. Este 

bloqueio ocorre entre a base das emergências estigmáticas e o início do tecido 

transmissor, demostrando que a capacidade de reconhecimento do próprio e não-próprio 

é anterior à antese das flores. Entretanto, quando a autopolinização é realizada duas 

vezes no mesmo estigma, a reação de auto-incompatibilidade é quebrada e o tubo 

polínico não sofre bloqueio por deposição de calose atravessando as emergências 

estigmáticas e o tecido transmissor. 

O desenvolvimento do tubo polínico ocorre ao longo da parede, ou através do 

material extracelular das células das emergências e do tecido transmissor, que comunica 

a superfície estigmática ao ovário através de um longo estilete, não ocorrendo por 

penetração do protoplasto das células, em ambas as espécies. 

A polinização artificial de ambas as espécies pode ser realizada desde o período 

de pré-antese, pois seus estigmas estão receptivos, até momentos antes do fechamento 

das flores. 

O pólen de ambas as espécies apresentam-se na forma binucleada no momento 

da dispersão. P. elegans sofre inibição do tubo polínico na base das emergências 

estigmáticas por apresentar uma reação de auto-incompatibilidade. Observou-se a 

presença de proteínas arabinogalactanos na intina do grão de pólen de P. elegans, o que 

poderia sugerir uma reação de auto-incompatibilidade do tipo gametofítica. É 
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importante salientar que P. suberosa é uma espécie autocompatível e que não foi 

observada a presença de proteínas na intina de seus grãos de pólen. 

A distribuição de galactanos é idêntica em ambas as espécies, exceto por sua 

ausência na intina do pólen de P. elegans, todos os outros tecidos apresentaram 

marcação com o anticorpo LM 5, com reflexos na modulação mecânica das paredes 

celulares, e maior distribuição em áreas restritas das células da superfície do estigma. 

Os arabinanos não estão relacionados com a reação de auto-incompatibilidade 

em P. elegans, pois, após dois eventos de autopolinização onde se observa a quebra da 

auto-incompatibilidade, a marcação para esse epitopo continua ausente do mesmo modo 

que o observado em uma autopolinização. 

As principais diferenças químicas foram encontradas nas paredes dos grãos de 

pólen de P. suberosa e P. elegans. Arabinanos e galactanos estão ausentes na intina de 

P. elegans, ao contrario do encontrado em P. suberosa. Proteínas arabinogalactanos 

estão presentes na intina de P. elegans e ausentes em P. suberosa. 

É conhecido que arabinoses e galactoses são destacadas das pectinas para 

constituirem proteínas arabinogalactanos e hemiceluloses. Acredita-se que este fato 

tenha relação com a expansão celular, o que sugeriria que os tubos polínicos das 

espécies estudadas têm exigências químicas distintas em seu desenvolvimento. Cabe 

ressaltar que P. suberosa apresenta uma flor muito menor do que a de P. elegans, o que 

poderia justificar esse comportamento da parede do tubo polínico. 
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Tabela 1. Passiflora suberosa (um evento de autopolinização): 
Tecido 

Mab’s

Estigma Tecido Transmissor Tubo Polínico Pólen 

 
JIM 7 

 
+ + + 

 
+ +  

 
+ 

+ + + intina 
      -   exina 

 
JIM 13 

 
+ +  

 
- 

 
- 

      -   intina 
      -   exina 

 
LM5 

 
+ + + superfície 

 
+ + decrescente 

 
- 

     + + intina 
        -   exina 

 
LM6 

 
+ +  

 
+ + 

 
+ não homogênea 

      + + intina 
        -   exina 

 
Tabela 2. Passiflora elegans: (um evento de autopolinização) 

Tecido 
Mab’s

Estigma Tecido Transmissor Tubo Polínico Pólen 

 
JIM 7 

 
+ + + 

 
+ +  

 
+ 

     + + + intina 
 -   exina 

 
JIM 13 

 
+  

 
- 

 
- 

     + + + intina 
 -   exina 

 
LM5 

 
+ + + superfície 

 
+ +  

 
- 

-  intina 
-   exina 

 
LM6 

 
- 

 
- 

 
- 

-   intina 
-   exina 

 
Tabela 3. Passiflora elegans: (dois eventos de autopolinização) 

Tecido 
Mab’s

Estigma Tecido Transmissor Tubo Polínico Pólen 

 
JIM 7 

 
+ + 

 
+ + + 

 
- 

    + + + intina 
          -   exina 

 
JIM 13 

 
+ + + 

 
- 

 
- 

     + + + intina 
           -   exina 

 
LM5 

 
+ + + superfície 

 
+ + superfície 

 
- 

            -  intina 
  -   exina 

 
LM6 

 
- 

 
- 

 
- 

  -   intina 
   -   exina 

 
- (não reativo)   + (pouco reativo)   + + (reação moderada)   + + + (altamente reativo) 
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