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Resumo

O género Passiflora é originario da América do Sul e tem no Centro-Norte do
Brasil seu maior centro de distribuicdo geografica. A familia Passifloraceae congrega
espécies arboreas, arbustivas, herbéceas, e, sobretudo, lianas que desempenham
fundamental importancia ecoldgica na dindmica de regeneracdo natural de florestas.
Apesar da importancia ecoldgica das Passifloras, conhecimentos sobre seu modo de
reproducdo sdo escassos, € pouco se sabe sobre como se da o mecanismo de
compatibilidade e incompatibilidade nas espécies do género, assim como as alteracoes
ocorridas durante a interagdo entre polen e pistilo, incluindo a dindmica da parede
celular durante esses mecanismos. O presente trabalho foi desenvolvido com duas
espécies do género Passiflora: Passiflora suberosa L. (Clado Decaloba) e Passiflora
elegans Masters (Clado Passiflora) no intuito de contribuir para o esclarecimento da
biologia reprodutiva do género. Foram realizadas polinizagdes controladas em botdes
florais de ambas as espécies, tanto em experimentos de polinizacdo cruzada, quanto de
autopolinizacdo. O material coletado foi submetido & fixagdo, desidratacdo etilica
ascendente e infiltracdo em resina hidroximetilacrilato para as secgfes observadas em
microscopia Optica, bem como inclusdes em resina LR White para as reaces de
imunocitoquimica observadas em epifluorescéncia. Foram utilizados anticorpos
monoclonais para determinacdo de epitopos pécticos e para deteccdo de proteinas
arabinogalactanos nos tecidos que atuam na interacdo pélen-pistilo. Anatomicamente o
estigma é formado por emergéncias multicelulares constituidas por células da camada
dérmica e subdérmica que se projetam e expde a superficie receptora do pdlen
proporcionando um maior direcionamento do tubo polinico na sua trajetéria estigmatica.
Essas estruturas séo importantes na sele¢do e no processo de reconhecimento dos graos

de polen depositados durante a polinizacdo, resultando em reacdes de compatibilidade



ou incompatibilidade. O mecanismo de auto-incompatibilidade desencadeado pelo
contato das proteinas contidas no pélen com as células do estigma, foi observado em P.
elegans, resultando no bloqueio do crescimento do tubo polinico por deposicdo de
calose em sua extremidade. No entanto, nessa espécie, a reacdo de auto-
incompatibilidade é transposta apds dois eventos de autopolinizacdo. A espécie P.
suberosa mostrou-se ser autocompativel. O crescimento dos tubos polinicos se da por
via apopléstica em ambas as espécies. Os estiletes sdo do tipo sélido e seco, com tecido
transmissor rico em polissacarideos, pectinas, proteinas e amido. Os resultados
comparativos entre as duas espécies analisadas quanto a composi¢do quimica das
paredes celulares detectaram diferencas quimicas nas paredes dos grdos de polen.
Arabinanos e galactanos estdo ausentes na intina de P. elegans, ao contrério do
encontrado em P. suberosa e proteinas arabinogalactanos estdo presentes na intina de P.
elegans e ausentes em P. suberosa, que talvez esteja relacionado com a expansao
celular, o que sugeriria que os tubos polinicos tém exigéncias quimicas distintas em seu

desenvolvimento.



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



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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CAPITULO 1

Aspectos gerais e a familia Passifloraceae: Antecedentes de

diversas abordagens
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1.1 Historico da familia e importincia do género Passiflora

O primeiro registro taxondmico 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 o0 nome de “granadilla” devido sua semelhanca com o fruto
da roma, Punica granatum (Hoehne, 1939; Casal, 1976; Ruggiero, 1987).

No Brasil a primeira referéncia ao maracuja que se tem registro data de 1587 no
“Tratado Descritivo do Brasil” como "ervas que dao fruto na Bahia e que ndo séo
arvores". Porém, os indigenas de origem Tupi a denominavam de murucuya que
significa: “alimento em forma de cuia” (Salomdo & Andrade, 1987; Teixeira et al.
1995; Bernacci et al. 2003).

A obra “Historia do Brasil”, concluida em 1627, € um resumo sobre a historia de
nosso continente sob o dominio de Portugal escrito no primeiro século do
descobrimento por Frei Vicente Salvador. Nessa obra, as passifloras sdo descritas
quanto ao seu habitat e diversidade de forma e cor dos frutos (Teixeira et al. 1995).

J& os primeiros contatos dos colonizadores com a Passiflora e a propagacéo de
sua flor com um sentido religioso e cultural, surgiram com a conquista e exploracéo
Espanhola do Novo Mundo durante os séculos XVI e XVII. Devido a beleza, valor
ornamental e as caracteristicas estruturais de suas flores, o nome cientifico da familia a
qual pertencem, Passifloraceae, e do género, Passiflora, originaram-se por associacdo
da morfologia da flor com os simbolos da "Paixdo de Cristo", sendo atribuido o nome
vulgar de “Flor de la Pasion ou Passionaria” em alusdo a esse simbolo (Cervi, 1986;
Salomédo & Andrade, 1987; Souza & Meletti, 1997).

Segundo Cervi (1997) em 1700, Tournefort, em uma tentativa de classificacao,
propds dois géneros de passionarias: Granadilla para as espécies com corona

filamentosa e Murucuja para as espécies de corona tubular. No entanto, o atual género
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Passiflora so foi estabelecido por Linnaeus em 1735 na primeira edi¢do 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 familia Passifloraceae das Américas, enumerando 202 espécies de Passifloras.

Jad no ano de 1925, é publicado um importante trabalho sobre a familia
Passifloraceae, entitulado Die natirlichen Pflanzenfamilien onde Harms divide o género
Passiflora em secc@es, subseccBes e/ou séries (Harms, 1925).

Em 1938, Killip publica a relevante obra The American Species of
Passifloraceae, onde o autor divide o género Passiflora em 22 subgéneros e estes
subgéneros sdo subdivididos em sec¢des 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 publicacdo, uma nota suplementar feita pelo proprio
autor, veio a ampliar os dados da distribuicdo geogréafica de algumas espécies citadas,
além de descrever 11 novas espécies Americanas sem nenhuma nova adi¢do, no entanto
para o Brasil (Killip, 1960).

Com os estudos de Sacco entre as décadas de 60 e 80, ficou acrescido de 10 o
namero de espécies de Passiflora ocorrentes no pais (Sacco 1962, 1980).

Além de sua importancia religiosa e cultural, o cultivo de algumas espécies do
género tem sido bastante difundido nos ultimos tempos visando o interesse comercial da
espécie P. edulis Sims e medicinal das espécies P. incarnata L. e P. alata Dryand
(Harri, 2002). Varias espécies silvestres ou cultivadas, sdo tradicionalmente conhecidas
no ambito da medicina popular em quase todos os paises Ocidentais. O suco do
maracuja oferece ao organismo que o ingere boa quantidade de vitaminas

hidrossoluveis, especialmente A, C, sais minerais e fibras, mas o principal valor do
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maracuja advém de suas propriedades calmantes e sedativas (Freitas, 1987; Cunha &
Cardoso, 1998; Harri, 2002). Algumas espécies do género estdo incluidas em
Farmacopéias ou aceitas oficialmente para uso medicamentoso, como P. alata Dryand
na Farmacopéia Brasileira (Farmacopéia Brasileira, 1977).

Os frutos de maracuja sdo usados na preparagdo de bebidas refrescantes e 0 uso
das folhas na forma de cha, como um calmante e suave indutor do sono (Sacco, 1980;
Harri, 2002).

O cultivo do maracujazeiro no Brasil teve seu inicio em 1970, onde passa a ser
cultivado em 652 municipios de 23 Estados (Cunha & Cardoso, 1998). Além do grande
cultivo da espécie P. edulis Sims, sdo também cultivadas, embora em escala comercial
menor, e difundidas no pais 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. (Leitdo & Aranha, 1974). Esse
cenario confere ao Brasil o titulo de maior produtor mundial de maracuja, sendo
responsavel por 85% da produc¢éo colhida no mundo, sendo complementada por outros
dez paises (IBGE, 2003; RanckBrasil). O Brasil produz anualmente quase 5.000.000
toneladas de maracuja, praticamente todo para consumo no mercado interno. A area
brasileira plantada equivale ha 37.252 ha com uma producdo média de 13,441 kg/ha
(IBGE, 2004). Dessa forma o maracuja passa a ser um dos mais importantes cultivos
intermediarios em termos de fruteiras, sendo superado apenas pelos citros, caju, banana,
manga e abacaxi (Cunha & Cardoso, 1998).

O histdrico apresentado sofre, a cada instante, novas contribui¢cGes em diversas
areas, contando, por exemplo, com trabalhos realizados na Universidade Federal do Rio
Grande do Sul pelo Departamento de Genética, envolvendo analises 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 interacdo inseto-
plantas (Acioli, 1999 e 2003; Kerpel et al. 2006; Rodrigues et al. 2007) pelo
Departamento de Ecologia, com estudos da plasticidade fenotipica das folhas de P.
suberosa L. (Barp et al. 2006) e por parte das pesquisas realizadas em nosso
Laboratdrio de Anatomia Vegetal da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, onde
0 “Projeto Universal Passiflora” abrange estudos sobre a embriologia, ontogénese e

reproducado das espécies ocorrentes de Passifloraceae no Brasil.

1.2 Taxonomia (familia Passifloraceae)

Segundo a classificacdo de Cronquist (1988) a familia estd inclusa na ordem
Violales principalmente por apresentar placentacdo parietal. No entanto, mais
recentemente, Passifloraceae passou a ser posicionada dentro da ordem Malpighiales
devido a classificagdo de Judd et al. (1999) que afirmam que a monofilia do género
Passiflora é sustentada pela presenca de uma corona de filamentos nas flores, de
gavinhas axilares, flores especializadas em decorréncia da co-evolugdo com insetos
polinizadores e nectérios extraflorais. Atualmente com base em estudos filogenéticos e
moleculares, a familia Passifloraceae continua posicionada na ordem Malpighiales.
Vaérias familias, dentro desta ordem, possuem caracteristicas em comum como nos
trilacunares, estigmas secos e exotegma fibroso e algumas familias compartilham o
gineceu tricarpelar, entre elas (Euphorbiaceae, Malpighiaceae, Passifloraceae e
Violaceae) (Sistema APG I, 2003).

A sistemética de Passifloraceae apresenta frageis limites de circunscri¢do entre
subgéneros, secdes e/ou séries (Feuillet & MacDougal, 1999), pois, a Ultima revisao
abrangente para o grupo, realizada por Killip, data de 1938 e foi baseada principalmente

em caracteres morfoldgicos.
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A familia conta com 18 géneros e aproximadamente 630 espécies distribuidas
em zonas tropicais e subtropicais do mundo todo (Deginani, 2001). O género Passiflora
é originario da América do Sul e tem no Centro-Norte do Brasil seu maior centro de
distribuicdo geografica (Manica, 1981; Souza & Meletti, 1997). Passifloraceae congrega
espécies arboreas, arbustivas, lianas e herbaceas, sendo que o género ocorre nas areas
mais quentes da América, com algumas espécies na Asia, Australia e uma espécie em
Madagascar (Deginani, 2001).

A familia Passifloraceae estd dividida em duas tribos - Paropsieae e
Passiflorieae (Escobar, 1988). A tribo Passiflorieae é representada no continente latino-
americano por quatro géneros: Ancistrothyrsus Harms, Dilkea Mast., Mitostemma Mast.
e Passiflora L. dentre estes destaca-se o género Passiflora L. com notével expressédo na
flora brasileira, apresentando cerca de 520 espécies (Feuillet & MacDougal, 2003).

Segundo Killip (1938), o género Passiflora foi subdividido em 22 subgéneros,
porém, Feuillet & MacDougal (1999) sugerem uma mudanca nessa classificacdo
diminuindo o nimero de subgéneros para apenas 4:

- Astrophea (56 espécies);

- Deidamioides (16 espécies);

- Decaloba (+ de 200 espécies); e,

- Passiflora (+ de 220 espécies).

Os subgéneros Decaloba e Passiflora substituiram, respectivamente, os antigos
subgéneros Plectostemma e Granadilla da classificagéo de Killip (1938).

Yochteng & Nadot (2004) estabelecem trés clados a partir do ndmero
cromossémico de diferentes espécies analisadas. O Clado 1: Astrophea, contendo
espécies com x = 12 (composto pelos subgéneros Astrophea e Tryphostemmatoides);

Clado 2: Plectostemma, com x = 6 (composto pelos subgéneros Astephia,
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Deidamioides, Murucuja, Plectostemma, Pseudomurucuja e Tetrapathea) e o Clado 3:
Granadilla, com x = 9 (composto dos subgéneros Calopathanthus,Distephana,
Dysosmia, Granadilla, Manicata, Psilanthus, Tacsonia e Tacsonioides). As autoras
estabelecem oito subgéneros (Plectostemma, Granadilla, Astrophea, Deidamioides,
Polyanthea, Dysosmia, Tetrapathea e Tryphostemmatoides), usando quatro subgéneros
adicionais a proposta de Feuillet & MacDougal (1999) (Deidamioides, Polyanthea,
Tryphostemmatoides e Tetrapathea) sendo um subgénero separado (Dysosmia) devido
ao seu numero cromossdmico varidvel. Cabe mencionar que as proprias autoras
sugerem estudos adicionais utilizando outros marcadores moleculares a fim de
confirmar os resultados obtidos.

Muschner et al. (2003) através da utilizacdo de marcadores moleculares
estabeleceram trés clados. O primeiro clado incluindo os subgéneros Distephana,
Dysosmia, Dysosmioides, Passiflora e Tacsonioides; o segundo o0s subgéneros
Adopogyne, Decaloba, Murucuja e Pseudomurucuja, e o0 terceiro o subgénero
Astrophea, sendo denominados respectivamente: Clados Passiflora, Decaloba e
Astrophea. No entanto, as interrelagfes entre os trés clados, entre esses clados e 0s
géneros relacionados, bem como a monofilia do género Passiflora ainda permanecem
n&o resolvidas.

Espécies nativas que abrangem os trés clados citados na classificacdo de
Muschner et al. (2003) sdo 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 familia Passifloraceae, em sua grande maioria representada por
lianas, desempenham fundamental importéncia ecolégica na dindmica de regeneracao
natural de florestas (Richards, 1952). As lianas permanecem abundantes apds a
exploracdo ou desmatamento de &reas florestais, pois suas sementes participam do
banco de sementes do solo podendo germinar apds esses distdrbios e encontrar
condicGes favoraveis de luz e de suporte em areas sucessionais (Uhl & Vieira, 1989).

Ainda com respeito as relagdes ecoldgicas, varios estudos tém sido realizados
sobre 0s mecanismos de polinizagdo, assim como a existéncia ou ndo de
compatibilidade nas plantas (Semir & Brown Jr., 1975; Sazima & Sazima, 1978; Buzato
& Franco, 1992; Varassin, 1996).

Dentre os mecanismos de polinizagdo, muitas angiospermas desenvolveram um
conjunto de caracteristicas, incorporadas a flor, relacionado ao tipo de mecanismo de
transporte do pdlen e/ou ao agente polinizador (Weberling, 1989). O processo de
polinizagdo tem seu inicio com a exposicdo e liberacdo do pdlen que porta o gameta

masculino (Dafni, 1992). Os grdos de polen podem ser transferidos da antera para o
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estigma de duas formas: abiotica ou bidtica. Na polinizacdo abidtica dois vetores podem
atuar: a agua (hidrofilia) ou o vento (anemofilia). Na polinizacdo bidtica os vetores séo:
insetos ou vertebrados (zoofilia) (Mariath & Ayub, 1994).

Na hidrofilia, o p6len possui adaptagdes para flutuagdo e é transportado de uma
planta a outra através da superficie da 4gua. Estruturalmente, em algumas dessas plantas
os grdos de pdlen formam filamentos (polen filiforme), ou sdo ligados entre si, em
cadeias, aumentando as chances de contatar estigmas receptivos, que por sua vez
exibem um maior tamanho ou até ramificagfes no intuito de ampliar sua superficie de
contato com os graos de pdlen (Weberling, 1989).

Nos casos de anemofilia, o transporte dos graos de polen é efetuado pela agéo do
vento. Flores polinizadas pelo vento usualmente apresentam adapta¢Ges morfoldgicas, a
fim de obter um maior sucesso na polinizacdo. Os estames sdo bem expostos para
facilitar a dispersdo dos grdos de pdlen, que por sua vez sao abundantes, geralmente
lisos, pequenos e ndo apresentam aderéncia uns aos outros. Os estigmas sdo grandes,
comumente ramificados ou plumosos e bem adaptados para interceptar o pdlen
transportado pelo vento (Bertin, 1989).

O mecanismo de zoofilia abrange a maioria das flores e garante uma maior
eficiéncia na polinizagdo se comparado com 0s mecanismos de hidrofilia e anemofilia.
A polinizagdo, principalmente realizada por insetos, impulsionou a evolucdo das
angiospermas envolvendo uma relagdo de atragéo e recompensa entre inseto e planta
(Bertin, 1989).

Algumas das modificacGes especializadas das flores surgiram durante o curso da
evolucdo em resposta a polinizadores especificos. Um dos eventos que foi favorecido na
evolugdo das angiospermas foi a homoicia, flores simultaneamente pistiladas e

estaminadas. Nas plantas homoicas o polinizador executa tanto a deposicao de pdlen no
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estigma, quanto a retirada do pdlen das anteras a cada visita realizada (Bittencourt,
2003). Acredita-se que as plantas com flores surgiram héa cerca de 120 milhdes de anos
e adaptaram-se a este tipo de polinizagdo. Os primeiros polinizadores possivelmente
foram besouros, moscas e vespas pouco especializadas (Proctor, Yeo & Lack, 1996).

A interacdo animal-planta tornou imprescindivel que as flores apresentassem
estruturas de maior resisténcia a fim de suportar o estresse mecanico do contato direto
entre flor e polinizador, além da necessidade de possuir uma morfologia adaptada a
anatomia do agente bidtico que possibilitasse o contato do mesmo com o poélen e o
estigma concomitantemente (Figueiredo, 2000).

A morfologia floral tanto pode excluir visitantes quanto atrair polinizadores
potenciais, seja pela relagcdo interdependente entre o tamanho das flores e dos
polinizadores ou pela ocorréncia de diferentes tipos de recompensas florais (Frankie et
al. 1983). O conjunto de atributos florais caracteriza as diferentes sindromes de
polinizagdo (Faegri & Pjil, 1971). Segundo Mariath & Ayub (1994) cada sindrome é
caracterizada quanto ao vetor, a cor, ao odor, a forma e ao recurso oferecido pela flor.

Dentro das sindromes de polinizacao realizadas por animais (zoofilia), pode-se
destacar a polinizacdo intermediada por besouros (cantarofilia), por formigas
(formicofilia), por borboletas (psicofilia) e mariposas (falenofilia). Ha também as flores
que sofrem polinizagdo por moscas (miofilia), por aves (ornitofilia), por morcegos
(quiropterofilia), por abelhas (melitofilia) e ainda h& outros tipos de polinizagdes
realizadas por animais sem denominagdo especifica. As flores melitofilas, em geral,
apresentam um local de pouso para o polinizador e freqientemente tém algum
mecanismo de protecdo do néctar e possuem odores doces (Howe & Westley, 1988).

As flores da familia Passifloraceae (figura a) sdo especialmente polinizadas por

abelhas que sdo atraidas pelas belas, grandes e coloridas flores aromaticas e com néctar
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na base da corona (Falleiro, 2000). Os agentes polinizadores mais eficientes sdo as
mamangavas do género Xylocopa. Insetos menores, como a abelha Apis mellifera,
podem coletar o néctar sem polinizar o estigma, sendo prejudiciais a polinizacéo
(Manica, 1981; Hoffmann, 1997; Camillo, 2003), no entanto, também h& 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 responsavel pela

polinizacdo de mais espécies de plantas que qualquer outro mecanismo de polinizacéo.

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

sépalas; 7) camara nectarifera; 8) opérculo; 9) estilete; (espécie: Passiflora alata).

As flores das Passifloraceae sdo dependentes da acdo de agentes biodticos na
realizacdo da polinizacdo cruzada, pois além de apresentarem caracteristicas estruturais

que dificultam a autopolinizacdo, a acdo do vento como agente polinizador é
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considerada nula, o que determina a dependéncia da maioria das Passifloraceae aos
insetos polinizadores (Akamine & Girolami, 1957, 1959; Ruggiero, 1975).

A disposicdo das pecas florais nas espécies de passifloras, como os estigmas
situados no apice de um androgin6foro seguidos das anteras basalmente localizadas,
exige que o polinizador possua uma anatomia adequada para a realizacdo de uma
polinizacio efetiva. E necessario que ao coletar o néctar o agente biotico atinja, com seu
corpo, as anteras e 0s estigmas, concomitantemente, no intuito de fazer a transferéncia
dos graos de polen das anteras de uma flor para a superficie estigmatica da flor de outra
planta, obtendo, assim, éxito na polinizacdo cruzada (Semir & Brown, 1975; Ruggiero,
1980; Manica, 1981; Acioli, 1999).

O néctar, segundo Dafni (1992) é considerado o mais importante mediador nas
interacGes entre plantas e agentes bioticos, sendo produzido pelo floema e secretado
ativamente (Baker & Baker, 1990). O polinizador ao se direcionar a camara nectarifera,
entra em contato com as anteras e, posteriormente, com 0s estigmas que estdo curvados
para baixo (Endress, 1994). O deslocamento das estruturas reprodutivas durante a antese
é uma caracteristica do género Passiflora. E necessario que os estiletes tenham sofrido
flex&o total para que os polinizadores entrem em contato com os estigmas e depositem,

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

1.3.1 Estrutura carpelar

Além do importante papel da curvatura dos estiletes, as caracteristicas
morfoldgicas e anatbmicas da estrutura carpelar ou pistilo (estigma, estilete e ovario)
sdo de extrema importancia no sucesso da polinizagcdo. Cada pistilo é formado por um
ou mais carpelos, que sdo folhas modificadas, com uma por¢do basal dilatada

denominada ovario, que contém o0s 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 da a penetracdo do tubo polinico até o ovario e na sua regido apical, uma
expansao receptiva para o polen denominada estigma (Fahn, 1990; Souza, 2003;
Mariath et al. 2006).

O estigma possui uma epiderme papilosa que secreta substancias que iréo
auxiliar na adesdo, hidratacdo e germinacdo dos grdos de pdlen, estimulando o
desenvolvimento do tubo polinico (Mariath et al. 2006).

O estilete, por sua vez, € a haste que propicia a conducéo dos tubos polinicos em
crescimento, através da conexdo que estabelece entre estigma e ovario. Anatbmica e
morfologicamente, essa estrutura pode ser oca ou solida, pode apresentar-se longa e
delgada ou curta e espessa, ou entdo pode estar praticamente ausente (Shivanna & Johri,
1985; Lersten, 2004; Mariath et al. 2006).

Apos a germinacdo do grdo de polen no estigma, o tubo polinico percorrera o
estilete em busca do rudimento seminal que se encontra no ovario da flor. Esse caminho
percorrido pelo tubo se da através de um tecido especializado do estilete denominado de
tecido transmissor, que apresenta células alongadas de paredes espessas e ricas em
substancias pécticas. O tecido transmissor serve como substrato nutritivo para o
desenvolvimento e orientagdo do tubo polinico (Taylor & Hepler, 1997; Souza, 2003;
Lersten, 2004).

O estigma e o estilete também sdo importantes na sele¢do dos gréos de polen no
processo de reconhecimento, durante a reagcdo de compatibilidade ou incompatibilidade
(Mariath et al. 2006).

Ainda dentre as funcBes atribuidas ao estilete estdo o provimento de uma
separagdo espacial entre estigma e ovario, diminuindo as chances de acidentes com 0s

rudimentos seminais por acdo mecanica dos polinizadores e a ampliagdo da zona de
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acao célula-a-célula através do aumento da distancia a ser percorrida pelo tubo polinico,
onde o contato do tubo incompativel possa ser retardado ou bloqueado antes que o
mesmo alcance o ovério. E, finalmente, a nutricio do tubo polinico compativel

(Shivanna, 2003; Lersten, 2004).

1.3.2 Tipos de estigma

Em relagdo ao contato e o caminho percorrido pelo tubo polinico, Capus (1878
apud Heslop-Harrison & Shivanna, 1977) realizou um estudo da anatomia do estilete e
notou caracteristicas diferentes que vieram a classificar os tipos de estigmas. O estigma
classificado como seco, seria aquele com pouca ou nenhuma superficie secretora na
maturidade, j& o estigma umido teria uma superficie secretora com fluido liberado na
sua superficie. Entre os estigmas umidos, assim como nos estigmas secos, foram
distintas duas categorias: a categoria dos estigmas com a superficie receptiva papilada e
a dos estigmas ndo-papiladas.

Além da classificacdo dos tipos de superficie estigmatica também foram
realizados estudos sobre a regido de transmissao estilar. O maior estudo comparativo da
superficie do estigma foi publicado por Guéguen (1900 — 1902 apud Heslop-Harrison &
Shivanna, 1977).

Vasil & Johri (1964) também publicaram um valioso estudo comparativo sobre
as caracteristicas da superficie dos estigmas e o subseqiiente caminho seguido pelo tubo
polinico em Brassica oleracea.

Segundo Mascarenhas (1993) o caminho a ser percorrido pelo tubo polinico
depende de reacdes favoraveis e desfavoraveis que ocorrem entre pélen e tecidos
carpelares que sdo denominadas de reagdes compativeis ou incompativeis,

respectivamente. Essa interacdo depende da viabilidade do pdlen, da receptividade do
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estigma e da interagdo genética de ambas as partes, imposta pelo sistema de

incompatibilidade (Dafni, 1992).

1.3.3 Compatibilidade e Auto-incompatibilidade

As reacOes de compatibilidade e incompatibilidade sdo enquadradas em trés
categorias, a primeira categoria é denominada de interacdo compativel. Esta interacdo é
vista como uma reacdo favoravel, ou seja, o pdlen germina e fecunda a oosfera
resultando em um diasporo viavel. Ocorre quando o espordfito apresenta caracteristicas
genéticas diferentes e ao mesmo tempo caracteristicas bioquimicas semelhantes as do
grdo de pdélen. O grdo de pdlen se adere as células papilares do estigma e germina dando
origem ao tubo polinico (Mascarenhas, 1993).

Na categoria denominada de incongruéncia, ocorre na realidade uma “ndo
reacdo” devido ao grdo de pdlen e estigma apresentar caracteristicas genéticas e
bioquimicas muito diferentes. Essas caracteristicas podem até ser percebidas ou
simplesmente ndo serem detectadas. Ainda segundo Mascarenhas (1993), na interacdo
incompativel, a incompatibilidade requer a atividade de rejeicdo baseada em mensagens
genéticas e bioquimicas liberadas pelo proprio polen, ou por suas caracteristicas
genéticas, mas originadas pela planta-mae, a tempo suficiente para que o carpelo possa
reconhecé-lo como incompativel e desencadear entdo a resposta especifica.

Hé casos, no entanto, de auto-incompatibilidade tardia, onde a fecundacdo chega
a ocorrer resultando em uma ineficiéncia reprodutiva. Sutherland & Delph (1984)
comparando 316 espécies, verificaram que a média de formacdo de frutos em espécies
autocompativeis era de 72,5 % contra 22,1 % em espécies auto-incompativeis.

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

e géneros de angiospermas, inclusive em varias plantas de interesse econdmico
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(Brewbaker, 1957).

A auto-incompatibilidade € regida por trés sistemas principais: o sistema
homomdrfico gametofitico, o sistema homomdrfico esporofitico e o sistema
heteromorfico esporofitico.

O sistema de auto-incompatibilidade homomorfico gametofitico é desencadeado
por determinacdo do gendtipo do grdo de pdlen. Produtos formados no gametofito
jovem durante o seu desenvolvimento e estocados na intina sdo detectados e
reconhecidos posteriormente com a condug¢éo do tubo polinico através do carpelo. Esse
sistema ocorre com flores morfologicamente homogéneas, ou seja, flores que néo
apresentam variacdo quanto a altura dos estigmas e das anteras. Essa auto-
incompatibilidade é encontrada em varias familias, entre elas: Solanaceae, Rosaceae,
Papaveraceae, Liliaceae, Onagraceae, Leguminosae, Commelinaceae e Amaryllidaceae
(Bruckner et al. 1995).

O sistema homomorfico esporofitico é desencadeado pelo contato das proteinas
esporofiticas com as células do estigma. Essas proteinas sdo oriundas do tapete da
antera do espordfito e depositam-se na superficie polinica, resultando no bloqueio do
crescimento do tubo polinico por deposicdo de calose na parede interna de sua
extremidade (Heslop-Harrison, 1975; Heslop-Harrison & Shivanna, 1977). Segundo
Lersten (2004) h& evidéncias diretas que o “‘pollenkitt” e os trifinos, substancias
originadas pelo exudado do tapete, possam ser fatores de reconhecimento responsaveis
pela germinagdo do pdlen compativel ou rejeicdo do polen incompativel no estigma.

O sistema homomorfico gametofitico é determinado pelo alelo que o grdo de
polen carrega, ou seja, seu respectivo gendtipo, enquanto que no sistema no
esporofitico, sdo as substancias presentes na superficie do pdlen, originadas pelo tecido

dipléide da planta mae que o gerou, que determinam a reacdo (Bruckner et al. 1995;
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Schifino-Wittmann & Dall’Agnol, 2002). A ocorréncia da auto-incompatibilidade
esporofitica tem sido descrito, nas ultimas trés décadas, em algumas familias, entre elas
Brassicaceae, Asteraceae e, mais recentemente em Passifloraceae (Bruckner et al.
1995).

O sistema heteromdrfico esporofitico, € um sistema de incompatibilidade
relacionado a distilia (individuos de uma populagdo divididos em dois grupos - estilete
longo ou curto) ou tristilia (individuos de uma populacdo divididos em trés diferentes
grupos — trés diferentes comprimentos de estilete). Esse sistema também é conhecido
como dialélico com apenas dois alelos envolvidos na incompatibilidade, que envolve
também um mecanismo esporofitico, determinado pelo genétipo do esporéfito que o
produziu (Ganders, 1979).

Os diferentes sistemas de incompatibilidade, ainda apresentam diversos sitios de
reacbes com distintos mecanismos moleculares de acdo inibitéria (Nettancourt, 1997;
Takayama & Isogai, 2005). Sdo mais comumente conhecidos trés modelos de
incompatibilidade de acordo com o local e mecanismo molecular utilizado pela planta:

O Modelo Brassicaceae: Esse modelo apresenta um sistema do tipo esporofitico,
tendo um l6cus-S altamente polimorfico. Segundo Hiscock & Mclnnis (2003) embora o
I6cus-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 0 outro como um
fator de ligacdo determinando a especificidade das papilas estigmaticas (S-locus
Receptor Kinase ou SRK) e do grdo de pélen (Cysteine-Rich, S-locus Protein ou SCR)
respectivamente.

A rejeicdo do pdlen incompativel em estigmas de Brassica é precisamente

controlada e uma Unica célula papilar permitira simultaneamente o desenvolvimento do
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grdo de pdlen compativel rejeitando o grao de polen incompativel situados lado a lado
(Hiscock & Mclnnis, 2003).

No Modelo Solanaceae e Rosaceae a reacdo de incompatibilidade é comandada
por uma RNAse (glicoproteina com funcéo enzimaética), produto do l6cus-S em pistilos
de algumas espécies de Solanaceae e Rosaceae, que degrada o RNA sintetizado pela
celula vegetativa resultando na morte do tubo polinico (Elleman & Dickinson, 1994).

Por fim, no Modelo Papaveraceae, o reconhecimento especifico de proteinas
derivadas do l6cus-S, secretadas pelo estigma, é realizado por um receptor
transmembrana do polen/tubo polinico. A interacdo polen e estigma desencadeia uma
rota de transducdo de sinais, mediada pelo calcio, resultando na inibi¢cdo do tubo
polinico incompativel (Elleman & Dickinson, 1994).

Em Passifloraceae, segundo Ho & Shi (1986) é a superficie do estigma que
reconhece ou rejeita o grdo de podlen, através de um mecanismo de auto-
incompatibilidade. No entanto, ha espécies de passifloras que aceitam o seu proprio
polen, sendo entdo classificadas como autocompativeis.

Pesquisas envolvendo a biologia floral ainda s@o escassas para 0 género
Passiflora sendo restritas a poucas espécies de interesse econémico. Alguns estudos
foram realizados com P. suberosa, visando uma maior compreensdo ecoldgica do
processo de polinizacdo e interacdo com o agente polinizador (Koschnitzke & Sazima,

1997; Acioli, 1999 e 2003).

1.4 Objetivos
Muito pouco se sabe sobre como se da 0 mecanismo de auto-incompatibilidade
nas espécies do género, 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 morfoldgicos,
fisioldgicos, aplicagbes no melhoramento vegetal, biologia molecular e genética, no
entanto hd uma caréncia de trabalhos que descrevam as rea¢fes imunocitoquimicas
ocorridas, e as possiveis mudancas estruturais na arquitetura da parede celular
ocorrentes durante a interacdo pdlen e estigma nos diferentes sistemas de
compatibilidade e incompatibilidade.

A abordagem proposta se constituird nas bases do conhecimento que poderao
auxiliar na elucidacdo dos mecanismos de auto-incompatibilidade do subgénero
Passiflora e de autocompatibilidade do subgénero Decaloba da familia Passifloraceae,

apos eventos de autopolinizagdo.
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Capitulo 2

Morfologia, anatomia e histoquimica da interacdo entre polen e pistilo

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

A interacdo polen-pistilo envolve processos de reconhecimento entre pélen e
estigma. O reconhecimento do grdo pélen se da através da interacdo das proteinas
esporofiticas originadas do tapete da antera, que ficam entre as baculas da exina ou na
superficie do grdo de polen (“pollenkitt” e/ou trifino), com as células das papilas
estigmaticas, ou através da interacdo entre o gendtipo do grdo de pdlen 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 pecas
florais exerce importante papel no sucesso dessa interacdo pdlen-pistilo. Ruggiero
(1973) estudando o maracujazeiro amarelo (Passiflora edulis) constatou trés tipos de
flores na mesma planta com diferentes tipos de curvatura do estilete e posicdo do
estigma em relacdo as anteras, denominando-os de totalmente curvos (TC),
parcialmente curvos (PC) e sem curvatura (SC) diferencas estas observadas somente
duas horas ap0s a antese. As flores do tipo (SC) ndo produzem frutos, mesmo quando
polinizadas artificialmente. Cada tipo de flor causa reflexos diferentes na polinizacéo,
que sob condigbes naturais, apresenta melhores resultados nos de estiletes
completamente curvos.

O periodo efetivo para polinizagdo é compreendido desde a completa curvatura
dos estiletes até que a flor se feche. Quando os estiletes estdo completamente curvos, a
polinizagdo apresenta melhores resultados, pois ndo so a superficie estigmatica estd em
uma posi¢do mais apropriada para receber o pélen nela colocado mecanicamente pelos
insetos, como também ha um aumento na sua viscosidade, facilitando a retencdo do
grdo de pélen (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 numero de horas de insolagdo, onde o minimo de 12 horas é requerido para
que ocorra o florescimento. As condic@es climaticas definem o periodo de florescimento
do maracuja, que pode florescer continuamente como no Norte e Nordeste. Aqui no Sul
as estacOes frias diminuem o periodo de producdo da planta. Em dias de chuva h4d uma
reducdo na frutificacdo, devido a necessidade dos grdos de polen permanecerem secos
por pelo menos duas horas na superficie estigmatica para que a germinagdo do tubo
ocorra (Akamine & Girolami, 1957).

Usualmente, a hidratacdo do polen, a germinacao e a penetracdo no estigma pelo
tubo polinico sdo influenciadas pelo exudado nos estigmas do tipo Umido que
apresentam adesao indiscriminada dos graos de pélen, contando somente com a tensdo
superficial dos liquidos e, no caso dos estigmas do tipo seco, pelo contato da superficie
do pblen com o protoplasto das células do estigma. O sucesso da polinizacdo depende
da interacdo e reconhecimento entre as proteinas polinicas e estigméticas, sendo que
também ha o envolvimento de moléculas mais simples como a agua, célcio, lipidios e
acucares (Gaude & McCormick, 1999).

As proteinas agem como fatores de reconhecimento e estdo contidas na
superficie do pdlen e do estigma. Os lipidios contribuem para um posterior
estabelecimento de uma continua hidratagdo que provera o crescimento do tubo polinico
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 trés estiletes unidos na base com trés estigmas livres no topo e, o
género, ¢ classificado na categoria de estigmas do tipo seco (Capus, 1878 apud Heslop-

Harrison & Shivanna, 1977).
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A classificacdo dessas espécies quanto a autocompatibilidade definem que P.
suberosa € uma espécie autocompativel (Koschnitzke & Sazima, 1997; Acioli, 1999).
Segundo Acioli (1999) em condigdes experimentais a espécie P. suberosa produz frutos
com sementes viaveis tanto por autopolinizacdo, quanto por polinizacdo cruzada. J& a

espécie P. elegans € presumivelmente auto-incompativel.

2.2 Descricao das espécies

Passiflora elegans (fig 1) é conhecida popularmente como maracuja-de-estalo.
Seu nome popular reporta ao fato de “estalar” quando esmagado. Essa espécie floresce e
frutifica de outubro a dezembro. Suas caracteristicas diferenciais importantes sdo: caule
angular, quando em seccédo transversal, e lenhoso. Folhas trilobadas no terco superior,
truncadas na base, lobos suborbiculares, subiguais, arredondados e emarginados no
apice, biglandulares nos sinus. Flores brancas, opérculo membranoso de margem
denticulada; ovério glabro. Fruto globoso, amarelo quando maduro, de facil abscissdo
natural. Ocorre no interior das florestas. A distribuicdo geogréfica de P. elegans esta
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 maracuja-de-
cortica, floresce a partir de setembro, estendendo o periodo de floracéo e frutificacdo até
julho, possui como caracteristicas diferenciais importantes, caules herbaceos a lenhosos
subangulares espessamente suberificados nas porcdes inferiores, caracteristica esta que
deu 0 nome a espécie. Liana perene com presenca de gavinhas, estipulas, pedunculos,
bracteas, folhas simples trilobadas, trinervadas, de forma extremamente variavel,
comumente polimorficas no mesmo individuo, desde inteiras até profundamente

trilobadas com um par de glandulas no terco 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 diametro), globoso ou ovéide, purpuro escuro ou
preto quando maduro, sementes obovadas com testa foveolada. Crescem em lugares
geralmente Umidos, em bordas ou interior de bosques. S&o encontradas como ruderais,
em cercas e apoiadas sobre arvores e arbustos. No Brasil ocorre desde Pernambuco,
Minas Gerais, Rio de Janeiro, S8o Paulo, Parang, Santa Catarina até Rio Grande do Sul.
E uma espécie amplamente distribuida. Também é comum encontra-la em toda a
América, desde os Estados Unidos (Florida e Texas) até a Argentina, com exce¢do das

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

2.3 Objetivo
O presente trabalho tem por objetivo analisar as caracteristicas morfoldgicas,
anatdmicas e histoquimicas da dindmica da interacdo entre o pdlen e o estigma das
espécies P. suberosa do clado Decaloba, nas reacdes de autocompatibilidade e P.
elegans do clado Passiflora, nas reacdes de auto-incompatibilidade, através de
importantes questdes a serem investigadas:
» Como sdo classificados os tecidos carpelares quanto a histoquimica e anatomia
de suas estruturas?
» Por onde e como se d& o desenvolvimento do tubo polinico?
» A partir de qual estddio de desenvolvimento da flor, auto-incompativel,
desenvolve-se a capacidade de reagir a autopolinizacao?
» Realizando-se duas autopoliniza¢fes no dia da antese é possivel anular o efeito
da reacédo de auto-incompatibilidade?
No intuito de esclarecer a essas e outras questdes é que objetivou-se 0 presente

trabalho.
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2.4 Material e Métodos

Os procedimentos de polinizacdo dirigida e coleta dos botdes 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
30° 02’ e longitude 51° 13’) e na cidade de Gravatai (latitude 29° 56’ e longitude 50°
599), situada na regido Metropolitana a aproximadamente 30 km de Porto Alegre. Essas
regibes apresentam clima temperado subtropical Umido, com estacBes bem
diferenciadas. A temperatura média em janeiro é de 25° C e em julho € de 14° C. A
média anual é de aproximadamente 19,5° C (Atlas Geografico-IBGE, 2002).
Exemplares de P. elegans foram depositados no Herbario da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul sob o numero: 152108 (Ipanema) e 152109 (Campus do Vale -
Agronomia) e de P. suberosa sob o nimero 152427(Campus do Vale - Agronomia).

Os botbes de P. elegans foram submetidos a polinizagdo cruzada para a
avaliacdo da receptividade estigmatica, desde 5 mm até a antese com 23 mm de
comprimento. As polinizacdes foram realizadas artificialmente a campo e os botdes
foram coletados trés horas depois. Os botbes florais da espécie P. suberosa foram
submetidos ao teste de peroxido de hidrogénio (Dafni, 1992) para receptividade
estigmatica, por possuirem botdes muito pequenos para um manuseio adequado na
realizacdo de polinizacdo artificial. Foram testados botes desde 4 mm até 10 mm de
comprimento, momento da antese.

A autopolinizacdo dos botdes de ambas as especies foi realizada na fase de pré-
antese para nos certificarmos que ndo haveria polinizacdo por nenhum agente natural.
Apds a autopolinizacdo os botbes 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 autopolinizagdes e coletas abrangeram um intervalo de tempo desde 30 minutos até
24 horas, com pelo menos trés exemplares para cada horario de coleta.

O material coletado foi fixado em Glutaraldeido 1% e Formaldeido 4% em
solucdo tampdo-fosfato pH 7,2 (McDowell & Trump, 1976), submetidos a presséo
negativa de 0,6 atm, desidratado em série etilica, emblocado em hidroxietilmetacrilato
(Gerrits & Smid, 1983) e secionado histologicamente em micrétomo de guias Leitz
1400 e Microm HM 340 E.

A analise anatémica foi realizada através de secGes transversais e longitudinais
de 3 a 4 um de espessura, aderidas a laminas histolégicas e coradas com Azul de
Toluidina O, 0,05%, pH 4,4 (Feder & O’Brien, 1968). Testes histoquimicos para
deteccdo de Amido com Lugol (Johansen, 1940), calose com Azul de Anilina em
fluorescéncia (filtro de excitacdo 340-380 nm) (Smith & McCully, 1978), celulose com
Calcofluor White em fluorescéncia (filtro de excitagdo 340-380 nm) (Hughes &
McCully, 1975), pectinas com Alcian Blue (Lillie, 1965) e Vermelho de Ruténio
(Johansen, 1940), polissacarideos com Acido Periédico e Reagente de Schiff (reacéo de
PAS) (O’Brien & McCully, 1981), proteinas totais com Azul Brilhante de Coomassie
(Southworth, 1973) e lipideos com Sudam 111 (Sass, 1951) foram realizados em secgdes
aderidas as 1dminas mantidas sem coloracéo e com material fresco.

Para a analise da morfologia externa as amostras foram desidratadas em acetona,
secas através do método de ponto critico (Gersterberger & Leins, 1978) (CPD Balzers
030) e metalizadas com ouro (Sputtering Balzers SCD 050) e observados em
microscopio eletrdnico de varredura (JEOL 6060) no Centro de Microscopia Eletrénica

da UFRGS.



43

2.5 Resultados e Discussao

Passiflora elegans apresenta o pico de formacéo de estruturas reprodutivas entre
0S meses de agosto a dezembro, ampliando o intervalo de floracdo e frutificacdo da
espécie, que segundo Sacco (1980) se concentraria nos meses de outubro a dezembro.
Ostenta flores brancas vistosas, com aproximadamente 4 cm de didmetro e corona em
tons violaceos (fig 3). Fruto globoso, amarelo quando maduro, de facil abscisdo natural,
com aproximadamente 5 cm de diametro (fig 4), cobrindo inteiramente o solo sob a
ramagem que serve de suporte a planta, que vive naturalmente sobre a copa de outras
arvores (fig 5).

Passiflora suberosa floresce a partir de setembro, estendendo o periodo de
floracdo e frutificagdo 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 diametro (fig 6). Fruto pequeno, globoso ou ovéide, purpuro
escuro ou preto quando maduro, com 2 cm de didmetro, em meédia (fig 7). Possuem
habito ruderal, crescem em bordas ou interior de bosques (fig 8).

As flores do maracujazeiro desabrocham e permanecem abertas durante um
unico dia. No caso da espécie P. elegans, a antese é de ocorréncia matinal, por volta das
8 horas, enquanto que os individuos da espécie P. suberosa entram em antese por volta
das 6 horas da manha. Ambas as espécies fecham suas flores ao cair da tarde. A flor ao
se abrir, apresenta os estiletes eretos e estes vdo se curvando até que a superficie
estigmatica esteja em uma posicéo apropriada para a polinizacao, isto €, ao mesmo nivel
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
pecas florais. Durante este periodo ha movimentagdo dos filetes em direcdo a base da

flor assumindo posicdo perpendicular em relacdo ao androgindforo. Os estiletes
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apresentam igual movimento, alcangando a mesma posi¢do somente mais tarde. Garcia
& Hoc (1998 a, b) descrevem este mesmo padrdo de movimentacdo das pecas florais
para outras espécies de passifloras.

Os botdes de P. elegans entram em antese, aproximadamente, aos 23 mm de
comprimento. Apds polinizacdo cruzada, observamos que seus estigmas apresentaram-
se receptivos a partir de 15 mm (fig 13), onde se pdde visualizar em sec¢éo transversal,
0 tubo polinico 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 liberagdo dos gréos de pélen.

Ainda em P. elegans, ndo raramente, no dia anterior a antese pdde-se observar
uma pequena retracdo das sépalas (fig 15), deixando a vista o &pice dos estigmas
mantendo, no entanto, suas anteras indeiscentes, caracteristica que talvez esteja
relacionada com um dos mecanismos utilizados para priorizar a polinizagdo cruzada.

Em P. suberosa os estigmas passam a ser receptivos a partir de 4 mm de
comprimento (fig 14), comprovado através do teste de peréxido de hidrogénio (fig 14a),
sendo que a antese ocorre aproximadamente aos 10 mm. Quando ocorre polinizagcdo
natural, pode se observar no dia seguinte um ligeiro aumento do ovario e uma mudanca
de cor verde para roseo das sépalas das flores (fig 17).

Em P. suberosa ndo ocorre a visualiza¢do dos estigmas por retragdo das sepalas,
talvez por tratar-se de uma espécie autocompativel que, portanto, ndo necessita
exclusivamente de polinizagdo cruzada.

Sabe-se que o periodo efetivo para polinizagdo cruzada é quando os estiletes
estdo completamente curvos. Segundo Varassin & Silva (1999) os testes de
receptividade estigmatica em Passiflora alata e P. edulis f. flavicarpa, revelaram que os

estigmas apresentam-se receptivos durante todo o periodo diurno da antese estando eles
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flexionados ou n&o. Isso significa que potencialmente a flor pode ser polinizada
artificialmente durante todo o periodo da antese, pois ndo depende da interacdo
anatdmica adequada entre polinizadores naturais e posicionamento das pecas florais
para este evento. Portanto, a polinizacdo artificial pode ser realizada desde o periodo de
pré-antese, pois seus estigmas ja estdo receptivos, até momentos antes do fechamento
das flores.

Os botdes florais em pré-antese de P. elegans polinizados artificialmente
somente apresentaram germinacdo dos grdos de pélen na superficie estigmética apos
duas horas de contato com o polen sem sofrerem nenhum contato com &gua (fig 18). O
material processado antes desse intervalo de tempo ndo apresentou aderéncia do pdélen
ao estigma, vindo ao encontro das ponderagdes de Akamine & Girolami (1957) quanto
a necessidade dos grdos de pdlen permanecerem secos por pelo menos duas horas, em
contato com a superficie estigmatica, para que a germinacao do tubo ocorra. No entanto,
a espécie P. suberosa, apresentou resultados satisfatérios quanto a aderéncia e
germinacdo do tubo polinico em contato com o estigma em um intervalo de tempo mais
reduzido. Ap6s uma hora e meia de contato polen-estigma a germinacdo do tubo
polinico ja pode ser observada (fig 19).

Os estiletes tanto de P. elegans quanto de P. suberosa (figs 20 e 21) sdo do tipo
solido, com epiderme simples, parénquima 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 substancias intercelulares do tecido transmissor
e do estigma apresentavam-se ricas em polissacarideos, entretanto o teste realizado para
deteccdo de pectinas reagiu negativamente. No entanto, observamos a presenca de

pectinas nas paredes das células das emergéncias estigmaticas e também nas células do
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tecido transmissor de P. elegans (figs 22 e 23) e nas emergéncias estigmaticas de P.
suberosa (fig 24).

A parede celular priméria possui uma diversidade de funcgdes, dentre elas:
proporcionar as celulas robustez mecénica, manter a morfologia das células, controlar a
expansao celular e o transporte intercelular, proteger as células contra organismos
patogénicos, participar na comunicacao intercelular e contribuir em alguns casos como
reserva alimentar (Brett & Waldron, 1990). As pectinas s&o um dos componentes dessas
paredes priméarias e da lamela média, que auxiliam na regulacdo da adesdo entre as
paredes das células em relacdo aos espacgos intercelulares. Essas pectinas encontradas
nas paredes e na lamela média apresentam caracteristicas estruturais diferentes entre
elas (Willats et al. 2001).

Segundo Selvendran (1985) as pectinas presentes na lamela média sdo menos
ramificadas e possuem cadeias laterais mais curtas do que as das paredes primarias.
Essas cadeias laterais estdo diretamente relacionadas com o grau de rigidez das paredes
celulares, ao passo que cadeias com um baixo numero de ramificagfes formam geéis
menos resistentes (Jones et al. 1997).

Atribuimos a essa menor resisténcia do gel péctico na zona de lamela média, a
causa de um maior afrouxamento entre as paredes das células, tanto mecénica quanto
quimicamente (Willats et al. 2001). Isso permite que o tubo polinico se desenvolva
apoplasticamente através do material extracelular das emergéncias estigmaticas 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

ovario (fig 25) apresentando células alongadas de paredes espessas e ricas em
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polissacarideos (fig 26), como em geral é observado, nesse tipo de tecido (Lersten
2004).

As células adjacentes a passagem do tubo polinico demonstram alteragdo no
contetido dos seus vacuolos com acumulo de substancias de natureza péctica (figs 16a e
16b), bem com junto as paredes celulares. As substancias pécticas sdo sintetizadas no
Complexo de Golgi na forma metil-esterificada. A metil-esterificacdo de grupos
carboxilicos evita que as pectinas, recentemente secretadas, formem ligacdes com
calcio, proporcionando uma menor rigidez da parede celular, pois quanto maior o grau
de metil-esterificacdo mais fluido serd o carater do gel de pectinas, facilitando a
expansdo da parede celular (Taiz & Zeiger, 2004). A presenga dessas pectinas, na
parede celular e nos vacuolos celulares, confere elasticidade a célula, permitindo dessa
forma a expanséo celular, e a manutencdo da integridade das estruturas celulares pelas
propriedades hidrofilicas das pectinas (Taylor & Hepler, 1997). Essas propriedades sdo
importantes para promover as alteragdes, das paredes das células do tecido transmissor,
necessarias para a passagem do tubo polinico em ambas as espécies estudadas.

Segundo Heslop-Harrison & Shivanna (1977) o estigma do género Passiflora é
do tipo seco e com papilas unicelulares. Souza et al. (2006) interpretam essa estrutura
como uma papila estigmatica multicelular e multisseriada. Entretanto, em P. elegans e
em P. suberosa analisadas, essa estrutura é constituida por emergéncias multicelulares
constituidas por células da camada dérmica e subdérmica, formando uma projecao que
expde a superficie receptora de pdlen, além de proporcionar um maior direcionamento
do tubo polinico no inicio de sua trajetoria (figs 27 e 28). O termo papila, segundo Font
Quer (1975), se refere ao mais simples dos tricomas, reduzido a uma proeminéncia da
parede das células epidérmicas. Uphof (1962) descreve na categoria de emergéncias

epidérmicas uma estrutura muito semelhante & encontrada em Passiflora, citando-a
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como “barbules” (do inglés, sem correspondéncia em portugués) e encontradas em
Begonia manicata.

A identificacdo de proteinas no estigma e estilete de ambas as espécies foi
positiva, concentradas na superficie das células do estigma e nas paredes das células do
tecido transmissor (figs 29 e 30), bem como na exina e na intina dos grédos de polen (fig
43). Em aspectos gerais, segundo Heslop-Harison (1979) as proteinas contidas na exina
e na intina diferem nas suas func@es e origens. As proteinas da exina sdo originadas do
esporofito, enquanto que as da intina tém sua origem no gametéfito. Essas proteinas
participam do reconhecimento entre pdlen e estigma durante as reacdes de auto-
incompatibilidade esporofitica e gametofitica, respectivamente (Shivanna, 2003). A
relacdo das proteinas com as reacBes de auto-incompatibilidade foi detectada e
caracterizada, pela primeira vez na espécie Brassica oleraceae, por Nasrallah &
Wallace (1967).

Observou-se também que as substancias do tecido transmissor e do estigma sdo
ricas em polissacarideos (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 substancias, foi observado que hd uma visivel concentragdo de amido nas células
do tecido transmissor, se comparado a quantidade de amido nesse mesmo tecido em um
estilete ndo polinizado (fig 32), evidenciando a fungdo de nutricdo do tubo polinico por
esse tecido (fig 33), de acordo com Cheung (1996) a matriz extracelular do tecido
transmissor é composta por polissacarideos, proteinas, dentre outras substancias, que
sdo utilizadas pela demanda metabdlica do tubo polinico em crescimento.

Quanto aos testes histoquimicos com polen, ha uma deposicdo de calose na
extremidade do tubo polinico nos casos de autopolinizacdo em P. elegans (fig 34).

Alguns autores sugerem que a camada de calose poderia agir como obstru¢do mecénica,
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ou como uma barreira a permeabilidade para impedir o desenvolvimento dos tubos
polinicos incompativeis (Heslop-Harrison, 1975a; Takayama & lIsogai, 2005). E
possivel que essa deposicdo seja a causa do fracasso no desenvolvimento desse tubo
polinico (Bell, 1995).

Em P. suberosa, espécie autocompativel, ndo foi observado bloqueio do
crescimento do tubo ap6s autopolinizagdo, consequientemente ndo houve deposicao de
calose na extremidade do tubo polinico.

Quanto a morfologia do pdlen, na espécie P. elegans, 0 mesmo apresenta-se com
6 a 12 colpos (figs 38 e 39). Na espécie P. suberosa o pdlen é 12 colpado (figs 40 e 41)
de acordo com o observado por Milward-de-Azevedo & Baumgratz (2004). Segundo a
classificacdo de Erdtman (1952) para a familia Passifloraceae, o pdlen apresenta de 3 a
12 colporos, estes por sua vez fundem-se dois a dois, nos pélos, formando um colpdide.
A sexina € reticulada, na qual se percebe a presenca de baculas em seu interior. Segundo
Corbet et al. (1982) grdos de polen com exina reticulada tém um importante papel na
polinizagdo por insetos devido a maior atracdo eletrostatica entre o corpo do polinizador
e a superficie reticulada do grdo de polen. Trabalhos sobre biologia floral para o género
Passiflora, principalmente para o maracuja amarelo (Passiflora edulis), relatam a
ocorréncia de insetos do grupo dos Himendpteros como os seus principais polinizadores
(Souza et al. 2004). Desse modo, a forma reticulada em adi¢do as substancias presentes
na superficie do pdlen poderia desempenhar a funcdo de aderéncia dos gréos ao corpo
do polinizador, bem como participar da aderéncia a superficie do estigma.

Na espécie P. elegans, foram observados grdos contendo 8 e 12 colpos,
mantendo sua juncdo nos polos, enquanto que em Passiflora suberosa ndo houve

variagdo no nimero de colpos.
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A morfologia polinica em Passifloraceae € considerada similar & encontrada em
familias como Cucurbitaceae, e alguns géneros de Flacourtiaceae e particularmente
Turneraceae, familias essas pertencentes @ mesma Ordem Violales (Cronquist, 1988).
Vale ressaltar que a familia Turneraceae foi incorporada recentemente a Passifloraceae
devido as caracteristicas em comum, como as variagdes na transmissdo de plastidios
(APG I, 2003). Dessa forma a analise polinica acaba fortalecendo esse posicionamento
taxonémico.

Além da morfologia externa apresentada, o pélen do género Passiflora é bem
caracteristico pela estrutura e espessura de sua parede. A esporoderme das espécies
analisadas apresentou-se bem caracteristica 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 histoquimicos revelaram a presenca de proteinas depositadas sobre a
superficie externa e entre os espagos formados pelas béaculas da sexina dos grdos de
polen de ambas as espécies. Uma menor quantidade de proteinas foi detectada na intina
do pdlen de P. elegans (fig 43) o que ndo foi observado nessa mesma camada no pélen
de P. suberosa. Também foram observadas substancias de natureza lipidica envolvendo
o0s grdos de ambas as espécies (fig 46). Essas substancias costumam ter origem a partir
do citoplasma de tecidos esporofiticos, como o tapete, que se desprendem apdés a lise
celular e ficam depositadas sobre a superficie dos grdos de polen, localizados na
cavidade locular da antera, constituindo o “pollenkitt” e/ou trifino (Nepi & Franchi,
2000).

De acordo com Dobson (1988) o “pollenkitt” ¢ composto de uma mistura de
substancias hidrofdbicas que recobre a superficie do poélen de muitas angiospermas. A

presenca dessas substancias costuma estar relacionada as espécies com polinizacéo
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entomdfila (Nepi & Franchi, 2000) e sdo vitais na interacdo com estigmas secos sendo
responsaveis pela adesdo e hidratacdo do grdo de pélen quando em contato com o
estigma, assim como pela conservacao das proteinas esporofiticas 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 a superficie do grdo, dentre eles o trifino. Esses
materiais diferem em sua composic¢éo, origem, desenvolvimento e funcdo. Dessa forma
somente um estudo durante as etapas do desenvolvimento possibilitaria a correta
denominacdo do material depositado sobre a parede do polen nas espécies aqui
analisadas.

Anatomicamente, o pélen apresenta-se no estadio bicelular no momento da
dispersdo em ambas as espécies (fig 42) de acordo com o descrito para a familia
Passiflorarceae (Johri et al. 1992). Segundo alguns autores (Brewbaker, 1957, 1967;
Nettancourt, 1997) ha caracteristicas que apontam certa correlacdo entre o tipo de pdlen
e o sistema de auto-incompatibilidade. O p6len binucleado ocorreria no sistema de auto-
incompatibilidade gametofitica, com a inibi¢do do tubo polinico ocorrendo na altura do
estilete ou do ovario. JA o polen trinucleado faria parte do sistema de auto-
incompatibilidade esporofitica, com inibi¢cdo do tubo na superficie estigmatica. Em P.
elegans, a inibi¢do do tubo polinico ocorre na superficie estigmatica e ha presenca de
proteinas na exina, 0 que caracterizaria uma reacdo de auto-incompatibilidade
esporofitica, porém, o polen apresenta-se binucleado no momento da dispersdo e
também hé& presenca de proteinas na intina do grdo de polen, o que poderia sugerir uma
reacdo de auto-incompatibilidade gametofitica. E importante salientar que P. suberosa é
uma espécie autocompativel e que ndo foi observada a presenca de proteinas na intina

de seus grdos de polen. Portanto, a funcdo de reconhecimento do polen auto-
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incompativel em P. elegans é atribuida as proteinas presentes na intina, caracterizando
uma provavel reacdo do tipo gametofitica.

Polissacarideos e pectinas estdo presentes na intina (figs 44 e 45). Shivanna
(2003) compara a intina a parede priméria das outras células das plantas, tendo como
principais componentes a celulose, hemicelulose e pectinas. No entanto, um estrato
celulésico ndo foi detectado, mas ndo se pode descartar em definitivo a presenca de
celulose. Adaptacbes nas técnicas e/ou outros testes para possivel deteccdo desse

polissacarideo devem ser realizados futuramente.
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3.1 Introducio

A auto-incompatibilidade ¢ o mecanismo de inibi¢cdo do crescimento do tubo
polinico procedente de autopolinizagdo, estimulando assim, a polinizagdo cruzada. Esse
mecanismo de reconhecimento entre pdlen e estigma, em angiospermas, pode ocorrer na
superficie estigmatica, no interior do estilete ou no proprio rudimento seminal
denominado ent&o de acdo 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 préprio pélen favorecendo a polinizacdo cruzada e promovendo assim, uma maior
variabilidade genética.

O mecanismo de auto-incompatibilidade em plantas seria analogo ao da resposta
imune em animais, a diferenca é que no sistema imune dos animais o “ndo-proprio” é
rejeitado, enquanto nas plantas ocorre exatamente o contrario, as células rejeitadas séo
as “proprias” (Bodanese-Zanettini, 2003).

Existem duas formas distintas de rejeicdo do proprio pélen, denominadas de
auto-incompatibilidade gametofitica e auto-incompatibilidade esporofitica.

Na reagdo de auto-incompatibilidade gametofitica a rejeicdo do pdlen auto-
incompativel é determinada através do reconhecimento de substancias formadas no
préprio polen e estocadas na intina, que serdo detectadas posteriormente, através do
desenvolvimento e condugdo do tubo polinico, pelos tecidos do estilete. Enquanto que
na auto-incompatibilidade esporofitica a reagdo de rejeicdo é desencadeada pelo contato
do polen auto-incompativel, que tem seu fenotipo determinado pelo genoma dipldide do
esporofito que o originou, com a superficie do estigma. Nessa reacdo, ocorre 0
reconhecimento dos produtos originados pelos tecidos diploides da antera da planta-

mae, geralmente de origem protéica, que se encontram depositados nas cavidades da
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exina ou sobre as aberturas do grdo de pdlen, pelas paredes das emergéncias
estigmaticas (Heslop-Harrison et al., 1973; Heslop-Harrison, 1975; Shivanna, 2003).

A reacdo de auto-incompatibilidade se da gradualmente desde o impedimento da
hidratacdo ou da germinacdo do polen até o rompimento do tubo polinico (Schifino-
Wittmann & Dall’Agnol, 2002). O tipo de estigma é muito importante no momento da
hidratacdo do pdlen. Segundo Ho & Shi (1986) e Takaiama & Isogai (2005) a absor¢do
da &gua por parte do grdo de pdlen auto-incompativel se torna ainda mais dificil sobre o
estigma do tipo seco, por ter que ser capaz de hidratar-se apenas com a &gua do
protoplasto das células do estigma. No momento da hidratac&o, através do contato entre
polen e estigma, ocorre uma interacdo entre a parede das células das emergéncias
estigmaticas e a superficie do polen. Até que essa interacdo seja completada, muitos
polens incompativeis germinam e penetram no estigma sofrendo inibicdo somente no
decorrer do desenvolvimento do tubo (Hiscock et al. 2002).

Em Régo et al. (2000) foram investigadas as interacdes entre polen e pistilo em
polinizagdes e cruzamentos compativeis e incompativeis, assim como a existéncia de
proteinas no estigma e na parte superior do estilete, responsaveis pela reacdo de
incompatibilidade. Segundo o Régo (1997) essas proteinas apresentam um aumento
gradativo da sua concentracdo desde dois dias antes da abertura da flor até o dia da
antese.

Estudos histoquimicos apontam proteinas, que sdo secretadas por células do
tapete da antera e translocadas para a camada superficial do polen, substancias essas que
estabeleceriam uma relagdo tipo chave-fechadura entre as emergéncias estigmaticas e as
proteinas presentes sobre a exina dos grdos de pdlen no caso de auto-incompatibilidade

esporofitica (Richards, 1997).
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Segundo Fernandes et al. (1996) provavelmente esse efeito das proteinas de
auto-incompatibilidade possa ser anulado realizando-se dois eventos de autopolinizacdo
no dia da antese, sendo provavel que a primeira autopolinizacdo anule a acdo dessas
proteinas permitindo que os rudimentos seminais sejam, em parte, fecundados por um
segundo evento de autopolinizacao.

Além de a auto-incompatibilidade envolver o reconhecimento de proteinas,
Bruckner et al. (1995) ainda relacionam uma caracteristica anatémica dos gréos de
polen ao tipo de reacdo auto-incompativel desenvolvida, onde as espécies que sofrem a
reacdo de auto-incompatibilidade gametofitica liberariam grdos de pdlen na forma
binucleada e as espécies que desenvolvem aauto-incompatibilidade esporofitica
liberariam grdos de p6len na forma trinucleada.

Quando a planta ndo sofre os mecanismos de auto-incompatibilidade
gametofitica ou esporofitica, ela € denominada uma planta autocompativel.

Se a interagdo entre pdlen e estigma for favoravel, ou seja, se o espordéfito for
compativel ao pélen depositado na superficie estigmética, ocorrera a germinacao desse
polen dando origem ao tubo polinico, que tera um crescimento restrito a sua zona apical
(Mascarenhas 1993). O grdo de polen, por sua vez, é formado por camadas de
constituicdo quimica varidvel. Em geral, as pectinas sdo os principais componentes
qguimicos da camada externa da parede do tubo polinico, o que confere elasticidade e
permite a expansdo das células. As pectinas, com suas propriedades hidrofilicas, ainda
preservam a integridade e a estabilidade das membranas celulares. J& a camada interna
do tubo polinico é -constituida principalmente por calose, que se deposita
secundariamente na superficie interna da camada externa do tubo com exce¢édo da zona

apical de crescimento (Taylor & Hepler, 1997; Bittencourt, 2003).
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Segundo Nettancourt (2000) os tubos polinicos compativeis apresentam
deposicao reticulada de calose enquanto que os auto-incompativeis desenvolvem um
depdsito irregular dessa substancia quimica na extremidade do tubo, mas ainda néo esta
claro se a deposicdo de calose na regido apical da parede do tubo é que ocasiona o
bloqueio de seu desenvolvimento, ou se essa deposicdo seria uma consequiéncia
posterior & reacdo de incompatibilidade. A medida que o tubo polinico compativel
cresce em comprimento, tampdes de calose vdo sendo deixados para trds (Martin,
1959).

Dentro do género Passiflora, sdo relatadas espécies autocompativeis e auto-
incompativeis. Analises sobre as mudancgas ocorridas na parede celular durante esses
processos reprodutivos sdo escassas, particularmente para a familia Passifloraceae, o
que justifica o uso de anticorpos monoclonais na marcacdo de epitopos pécticos no
intuito de contribuir com os estudos da dindmica de parede celular na interagdo polen-

estigma.

3.1.1 O uso da imunocitoquimica no esclarecimento da dinamica da parede
celular

As pectinas e as proteinas arabinogalactanos sdo importantes componentes das
paredes celulares. As alteracdes nas moléculas pécticas e a expressdo dessas proteinas
sdo importantes na definicdo da funcdo dessas paredes (Knox, 1997).

As pectinas, em geral, possuem um importante papel fisiolégico, contribuindo
para a hidratacédo, forca e flexibilidade das paredes celulares de érgdos ndo-lignificados,
amadurecimento dos frutos, sinalizagdo em resposta a ferimentos e a interacéo
hospedeiro-patogeno, efeitos morfogenéticos (efeito regulatério na agdo hormonal e

sintese) e adesdo intercelular (Van Cutsem & Messiaen, 1994, Jarvis et al. 2003).
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As proteinas arabinogalactanos sdo diferentemente expressadas durante o
desenvolvimento celular e estdo envolvidas em processos fundamentais tais como a
expansdo celular (Knox et al. 1989), reconhecimento e diferenciacdo (Knox et al. 1991,
Knox, 2006), morte celular programada (Dolan et al. 1995), reprodugdo sexuada e
embriogénese (Kreuger & Van Holst, 1996; Serpe & Nothnagel, 1994; Borderies et al.
2004). Essas proteinas estruturais parecem estar envolvidas nos processos de
polinizacdo. Ha uma hip6tese de que as proteinas arabinogalactanos no pistilo teriam a
funcdo de reconhecimento, adesdo, nutricdo e orientacdo do tubo polinico (Cheung &
Wu, 1995).

Anticorpos monoclonais e policlonais séo utilizados como ferramentas precisas
na deteccdo e localizacdo espacial de diferentes componentes quimicos 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 dptica de fluorescéncia.

A imunocitoquimica tem como principio basico a detec¢do de uma molécula
alvo utilizando um anticorpo marcado com compostos quimicos que emitam cor ou luz.
Estes compostos quimicos, quando excitados por luz ultravioleta, passam a emitir luz

visivel ao serem observados sob microscopia éptica (Souto-Padrén, 1998).

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

Segundo Brett & Waldron (1990) a matriz de pectinas é composta por acidos
poligalaturdnicos, ramnogalacturonanos | e Il, arabinanos, galactanos e proteinas
arabinogalactanos.

Existem trés dominios polissacaridicos encontrados nas pectinas. O primeiro

dominio, é composto pelos acidos poligalacturénicos, também referidos como &cidos
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homogalacturénicos quando se apresentam na forma de polimeros ndo-ramificados.
Esses &cidos sdo encontrados em quantidade consideravel em muitas frutas e também
estdo presentes nas paredes primarias das células. O segundo dominio é o dos
ramnogalacturonanos | (RG-1), os quais sdo 0s maiores componentes quimicos da
lamela média e das paredes primarias de dicotiledéneas (Brett & Waldron, 1990). Os
RG-I contém um namero variado de cadeias laterais que sdo compostas principalmente
por arabinoses e galactoses. Essas cadeias laterais estdo diretamente relacionadas com o
grau de rigidez das paredes celulares, sendo que, quanto maior o nimero de ligagdes de
cadeias laterais a cadeia principal, maior sera a rigidez da parede. Ao passo que cadeias
que apresentam um baixo ndmero de ramificagdes formam géis menos resistentes
(Jones et al. 1997). E o terceiro, o0 dominio dos ramnogalacturonanos Il (RG-II), sdo
polissacarideos pécticos altamente ramificados, que contém ao menos dez agucares
diferentes em um padrdo complexo de liga¢fes. Os RG-1l também sdo componentes das
paredes primérias, porém encontrados em menor quantidade em células de
dicotiledOneas (Brett & Waldron, 1990; Krishnamurthy, 1999; Scheller et al. 1999;
Perez et al. 2000).

Os trés dominios polissacaridicos podem ser covalentemente ligados para formar
a rede de pectinas, estrutura essa considerada importante para a modulagdo e agéo das
enzimas baseadas nas paredes das células, conferindo a essa rede um aspecto de gel
rigido (O’Neill et al. 1990).

Morris et al. (2000) observaram que as pectinas estdo sujeitas a modificacGes
que podem alterar a sua conformacdo. Visto que, a rigidez da parede celular apresenta-
se menor, quanto maior for o grau de metil-esterificacdo das pectinas, facilitando a
expansao da parede durante o crescimento, a metil-esterificacdo de grupos carboxilicos

evita que as pectinas, recentemente secretadas, formem ligagcdes com célcio. Muitos dos
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residuos acidos sdo esterificados com metil, acetil e outros grupos durante a sintese no
complexo de Golgi. Tal esterificacdo mascara as cargas de grupo carboxila e impede as
ligacOes de célcio entre pectinas, tornando o carater de gel mais fluido. Ao passo que, a
reducdo ou perda da esterificacdo induz a capacitagdo dessas ligagdes, aumentando a
rigidez do gel péctico (Jarvis, 1984; Taiz & Zeiger, 2004).

O grau de esterificacdo das pectinas pode variar de 0 a 100 %, e também varia
muito na mesma parede celular. Em uma Unica celula ha varios dominios onde esse grau
pode ser modificado. Pectinas que apresentam de 0 a 50 % de metil-esterificacdo sdo
consideradas pouco metil-esterificadas, enquanto que as de valores acima de 50 %
altamente metil-esterificadas (Morris et al. 2000).

Além dos polissacarideos supracitados que compdem aproximadamente 90 % da
matriz de pectinas da parede celular, cabe as proteinas os 10 % restantes (Brett &
Waldron, 1990). Dentre as classes de proteinas presentes na matriz péctica, as AGP’s
sd0 componentes abundantes na parede celular, na membrana plasméatica e nas
secrecOes extracelulares. Elas sdo classificadas como proteoglicanos encontradas em
todos os 6rgdos das plantas desde briodfitas até angiospermas (Majewska-Sawka &
Nothnagel, 2000, Letarte et al. 2006) e estdo envolvidas nos processos de expansao
celular, reconhecimento, diferenciacdo (Knox, 1991, 2006), morte celular programada
(Dolan et al. 1995), reproducdo sexuada e embriogénese (Kreuger & Van Holst, 1996).

Segundo Abreu & Oliveira (2004) a presenga de proteinas arabinogalactanos e
pectinas na parede celular sdo vitais na manutencdo da forma da célula, crescimento do
tubo polinico, adesdo e interagdo entre pdlen e estigma. Esse fato justifica o uso da
imunocitoquimica como ferramenta na andlise dessa interacdo nas espécies de

Passiflora, estudadas nesse trabalho. A relevancia do uso dessa técnica é salientada na
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comparacao entre espécies compativeis e incompativeis e as possiveis alteracGes da

parede celular nesses processos.

3.2 Objetivo

O objetivo desse trabalho foi comparar a dindmica da parede celular durante a
interacdo entre pélen, estigma e estilete no momento da autopolinizacdo e germinacao
do tubo polinico, através da utilizacdo de anticorpos monoclonais, nas rea¢Ges de
compatibilidade e incompatibilidade em duas espécies de passifloras, com o objetivo de
responder as seguintes questdes:

Ha diferencas na arquitetura da parede celular do polen e do pistilo que possam
esclarecer o mecanismo ocorrido durante sua interagcdo resultando em reacOes de
compatibilidade e incompatibilidade?

A quebra da auto-incompatibilidade ap6s dois eventos de autopolinizacdo pode
ser atribuida as alteragdes da parede celular?

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

reproducdo, de espécies do género Passiflora, é que se realizou o presente trabalho.

3.3 Material e Métodos

Os botdes 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, ap6s autopolinizagdo, foram fixados em Glutaraldeido 1 % e
Formaldeido 4 % em solucdo tampéo-fosfato pH 7,2 (McDowell & Trump, 1976),
lavados em tampdo fosfato pH 7,2, desidratados em série etilica ascendente, pré-
infiltrados, infiltrados e emblocados em hidroxietilmetacrilato (Gerrits & Smid, 1983)

para anélise em microscopia Optica.
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Material a fresco foi utilizado para os testes de deteccdo de calose com Azul de
Anilina em fluorescéncia (filtro de excitacdo 340-380 nm) (Smith & McCully, 1978).
Autopolinizagdes e polinizagOes cruzadas foram realizadas com estigmas das flores de
P. suberosa e P. elegans para avaliar o crescimento ou bloqueio dos tubos polinicos.

O material usado para a analise imunocitoquimica, foi fixado em Glutaraldeido
1 % e Formaldeido 4 % em tampdo-fosfato pH 7,2 (McDowell & Trump, 1976)
submetido a pressdo negativa e em seguida lavado em tampao fosfato de sédio pH 7,2 e
posteriormente, em A&gua destilada. O material foi desidratado em série etilica
ascendente (de 20 até 100 %) infiltrado numa solucdo 1:1 de etanol absoluto e LR
White “Hard Grade” (London Resin Company) por 8 horas. Para a infiltracdo
realizaram-se trés trocas de LR White 100 %, por um periodo de 8 horas para cada
etapa, deixando-o polimerizar em cépsulas de gelatina em estufa a 60°C por até 24
horas.

Laminas histologicas foram confeccionadas com secgfes de 2 a 4 um, para
ambas as técnicas,com MICROM HM 340 E.

Cinco anticorpos monoclonais priméarios foram utilizados para examinar a
distribuicdo dos componentes de parede, sob microscopia Optica de fluorescéncia. Os
Mabs utilizados: JIM 5, JIM 7 e JIM 13 que reconhecem homogalacturanos com
reduzida metil-esterificacdo, homogalacturanos de alta metil-esterificacdo e proteinas
arabinogalactanos, respectivamente; e os anticorpos LM 5 e LM 6 que reconhecem
galactanos e arabinanos, os quais sdo cadeias laterias das pectinas. Os anticorpos
utilizados foram cedidos pelo Professor J. Paul Knox (Centre for Plant Sciences,
University of Leeds, UK).

Foram analisados 0s seguintes estadios:

1 - Um evento de autopolinizacdo nas duas espécies, com botbes em pré-antese;
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2 - Dois eventos de autopolinizacdo com botdes em pré-antese na espécie P.
elegans;

As secOes foram hidratadas com PBS - tampéo fosfato salino pH 7,1 (Harris,
1994) por 10 minutos, blogueadas com uma solucdo centrifugada de leite em pé
desnatado 3 % em PBS por 45 minutos e tratadas com anticorpos primarios diluidos em
PBS (1:1) com incubagdo de 1-2 horas. Posteriormente aplicou-se os anticorpos
secundarios diluidos em PBS (1:100) com incubagdo de 1-2 horas em camara escura.
Utilizou-se Goat anti-rat FITC (Sigma). A montagem com laminula em um meio
constituido por para-fenilediamina (PPD) a 0,1% em 10% de tampdo fosfato de sédio
10 mM e NaCl a 0,15 M e 90% de glicerol.

As se¢des foram analisadas em epifluorescéncia no microscépio Leica DM R
(filtro de excitagdo 340-380 nm) e em campo claro com corante azul de toluidina O 1%,
pH 8-9 (Souza, 1998).

Para a andlise da morfologia externa, as amostras foram desidratadas em
acetona, secas através do método de ponto critico (CPD Balzers 030), metalizadas com
ouro (Sputtering Balzers SCD 050) e observadas em microscopio eletrdnico de

varredura (JEOL SEM 6060) no Centro de Microscopia Eletrénica da UFRGS.

3.4 Resultados e Discussao

Segundo Schifino-Wittmann & Dall’Agnol (2002) a reacdo de auto-
incompatibilidade se da desde o impedimento da germinacdo do pdlen até o
rompimento do tubo polinico. No entanto,em Passiflora elegans ndo foi observada a
ocorréncia de rompimento do tubo polinico, mas sim um bloqueio do mesmo por
deposicéo de calose em sua extremidade. Esse tubo € bloqueado na altura da superficie
estigmatica, mais precisamente na base das celulas da emergéncia epidérmica do

estigma (fig 3).
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Segundo Hiscock e Mclnnis (2003) as flores se tornam incompativeis
exatamente nos momentos antes da antese, assim, somente quando as flores
desabrocham é que estas se tornam aptas a discriminar entre pdlens proprios ou
provenientes de fecundacdo cruzada. No entanto, as autopolinizacdes, em P. elegans,
foram realizadas com botbes em pré-antese e observou-se que o reconhecimento e
rejeicdo do prdprio pélen por parte do estigma ja ocorrem nessa fase, através de um
blogueio com calose na extremidade do tubo polinico, mostrando que a capacidade de
reconhecimento do proprio e nao-proprio € anterior a abertura das flores (fig 3) de
acordo com Régo et al. (2000) no estudo de cruzamentos com maracuja amarelo (P.
edulis). Igualmente na espécie autocompativel, P. suberosa, os botdes em pré-antese
autopolinizados reconheceram e viabilizaram o desenvolvimento do tubo polinico
através das emergéncias estigmaticas e tecido transmissor. Pode-se observar que ndo ha
deposicdo de calose na extremidade do tubo polinico, mas sim tampdes 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 0s tubos
polinicos em P. elegans quando o estigma é submetido a fecundagdo cruzada com pélen
de outra planta (figs 4 e 5).

Quando a autopolinizacdo € realizada duas vezes no mesmo estigma, a reacdo de
auto-incompatibilidade é quebrada e o tubo polinico ndo sofre blogueio por deposicéo
de calose atravessando as emergéncias estigmaticas e o tecido transmissor (fig 6)
corroborando a suposicdo de Fernandes et al. (1996) que afirmam que a fecundagéo
provavelmente poderia ser alcangada realizando-se dois eventos de autopoliniza¢do no
dia da antese.

Segundo Koschnitzke & Sazima (1997) e Acioli (1999) P. suberosa evidenciou

ser uma espécie autocompativel quanto a receptividade do pélen da mesma flor, sendo
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capaz de produzir frutos com sementes, ainda que em menor quantidade, por
autopolinizacdo em condigdes naturais. Em nossos experimentos a autocompatibilidade
da espécie em questdo foi comprovada.

Foram analisados eventos de autopolinizacdo e dupla autopolinizagdo em P.
elegans e autopolinizacdo em P. suberosa utilizando-se cinco anticorpos para marcagéo
das seguintes estruturas: tecido transmissor, estigma, tubo polinico, e pdlen observados

nas tabelas 1, 2 e 3 em anexo.

3.4.1 Reconhecimento de epitopos pécticos

3.4.1.1 Estigma

Nas células das emergéncias estigmaticas de P. suberosa (fig 7 - controle)
observou-se intensa marcacdo, ap6s uma autopolinizacdo, com 0s anticorpos para
pectinas com baixo grau de metil-esterificacdo (fig 8) e com anticorpos para pectinas
com alto grau de metil-esterificacao (fig 9). Com anti-galactanos essa marcacgédo foi mais
acentuada na superficie das emergéncias estigmaticas (fig 10). O anticorpo para
arabinanos apresentou uma moderada marcacdo em todo o tecido das emergéncias
estigmaticas da espécie supracitada (fig 11). Em P. elegans (fig 12 - controle) ap6s uma
autopolinizacdo, a marcagdo para pectinas desterificadas foi fraca (fig 13), porem a
marcacgdo para pectinas altamente metil-esterificadas (fig 14) e galactanos foi intensa
(fig 15). Nao houve marcacédo para arabinanos com a espécie P. elegans (tabelas 2 e 3).
A marcacdo para galactanos foi mais acentuada na superficie das emergéncias
estigmaticas, como o observado em P. suberosa. Em P. elegans apos dois eventos de
autopolinizacdo, constatou-se uma fraca marcacdo para pectinas desterificadas (fig 16),
moderada marcacdo para pectinas altamente metil-esterificadas (fig 17) e intensa
marcacdo com o0 anticorpo para galactanos (fig 18) na superficie das emergéncias

estigmaticas, bem como a auséncia de marcacdo para arabinanos (tabelas 2 e 3).
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Segundo Jauh e Lord (1996) as pectinas desterificadas sdo responsaveis pela
adesdo do tubo polinico, o que explicaria a grande intensidade de marcagdo que
encontramos nas emergéncias estigmaticas da espécie autocompativel (P. suberosa).
Em P. elegans, ap6s uma e duas autopoliniza¢cdes observou-se fraca marcacdo para as
pectinas desterificadas nas células da superficie do estigma, demonstrando que a
desterificacdo do estigma nessa espécie ndo estaria influenciando a adesdo do tubo
polinico.

Com o anticorpo para galactanos a marcacdo foi intensa na superficie das
emergéncias estigmaticas em ambas as espécies. Considerando-se que essas células
estdo diretamente relacionadas com a passagem do tubo polinico, sugerimos que a
presenca de galactanos na parede dessas células contribua para a passagem apopléstica
do tubo, corroborando os estudos de Matheson e Saini (1977), McCartney et al. (2000)
e McCartney e Knox (2002) sobre a atuagdo mecanica dos galactanos nas paredes
celulares, relacionados a elasticidade celular. Além disso, de acordo com Elleman et al.
(1988) a presenca de galactanos na superficie das emergéncias estigmaticas seria a
comprovacao de que as paredes celulares dessas células estariam sofrendo expanséo, o
gue garantiria a entrada do tubo polinico na regido da lamela média.

A marcacdo para pectinas altamente metil-esterificadas foi intensa em P.
suberosa e em P. elegans apds uma autopolinizagdo, sendo que ap0ds dois eventos de
autopolinizacdo a marcacdo para esse epitopo apresentou-se moderada. Ocorreram
marcacgdes intensas e concomitantes dos dois anticorpos para pectinas desterificadas e
metil-esterificadas, demonstrando que esse grau de metil-esterificacdo ocorreria de
forma extremamente variavel 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-esterificacdo sdo cadeias
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predominantemente formadas por pectinas que séo sintetizadas e secretadas na forma
altamente metil-esterificada. Estas cadeias podem ou ndo sofrer desterificacdo. A
regulacdo espacial dessas cadeias varia de acordo com a arquitetura da parede celular e
formagéo de espacos intercelulares, resultado da desterificagdo das pectinas.

N&o houve marcacédo para arabinanos no estigma de P. elegans, mas este epitopo
estava presente nas emergéncias estigmaticas de P. suberosa. Isso indica que ha uma
diferenca quimica nas paredes celulares desta regido entre as espécies analisadas,
entretanto, é dificil explicar sua funcdo. De acordo com Iwai et al. (2001) as fungdes
desempenhadas pelos arabinanos ainda sdo discutidas, mas é possivel destacar que a
auséncia deles possa promover uma fraca adesédo celular. Embora presente, esse epitopo
ndo esta relacionado com a reacdo de auto-incompatibilidade na espécie P. elegans,
pois, apos dois eventos de autopolinizacdo onde se observa a quebra da auto-
incompatibilidade, a marcagcdo com anti-arabinanos continua ausente do mesmo modo

que o observado em uma autopolinizagéo.

3.4.1.2 Tecido Transmissor

Foram observadas pectinas desterificadas nas paredes celulares do tecido
transmissor de ambas as espécies analisadas. Em P. suberosa apds autopolinizagéo (fig
19) foram observadas intensas marcacgdes nos vertices das células do tecido transmissor
(figs 20a e 20b). Jarvis (1992, 1998) afirma que um dos papéis das pectinas € suportar a
presséo da separacdo celular imposta pela presséo de turgescéncia. Caracteristicamente
as pectinas desterificadas se ligam mais fortemente com o ion célcio nas jungdes
(vértices) entre as paredes celulares onde esse estresse € maior, promovendo uma maior
coesdo do gel péctico.

Em P. elegans (fig 21) a marcacdo para pectinas desterificadas foi fraca apds
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uma autopolinizacdo (fig 22) e ap6s dois eventos de autopolinizagdo a marcacao
apresentou-se intensa com esse anticorpo (fig 23), corroborando Lenartowska et al.
(2001). Os autores afirmam que no tecido transmissor de pistilos polinizados hd um alto
grau de desterificacdo e consequientemente uma forte ligacdo com calcio constituindo
um estoque natural desse ion considerado indispenséavel para o bom desenvolvimento do
gametofito masculino. Carpita & Gibeaut (1993) relacionam a maior coesdo do gel
péctico com a presenca de pectinas desterificadas, provendo uma estrutura para suportar
a penetracdo do tubo polinico através das células do tecido transmissor, resultados esses
que estdo de acordo com o0 aumento de pectinas desterificadas, observado em P. elegans
apo6s dois eventos de autopolinizacdo. Em P. elegans apds uma autopolinizacéo
observou-se uma marcagédo fraca para pectinas desterificadas, o que talvez possa ser
atribuida a reacdo de auto-incompatibilidade dessa espécie, tendo em vista que o tubo
polinico sofrerd bloqueio na base das emergéncias estigmaticas, local de contato com o
tecido transmissor. Observamos que o nivel de pectinas desterificadas foi igualmente
baixo no estigma de P.elegans apds uma autopolinizacdo e apo6s dois eventos de
autopolinizacdo. Em contrapartida, observou-se uma intensa marcacao desse epitopo no
tecido transmissor da espécie somente apds dois eventos de autopolinizagdo. Com isso
atribui-se a esse tecido transmissor juntamente ao estigma, a fungdo de reconhecimento
e selecdo dos tubos polinicos.

As pectinas metil-esterificadas também foram evidenciadas nas paredes das
células do tecido transmissor de ambas as espécies. Em P. suberosa (fig 24 - controle),
apo6s uma autopolinizacao foi observada uma moderada marcacao para esse epitopo (fig
25) e em P. elegans (fig 26 - controle), apds uma autopolinizacdo a marcacdo foi
moderada (fig 27), mas ap06s dois eventos de autopolinizacdo essa marcacdo foi intensa

(fig 28). Carpita & Gibeaut (1993) afirmam que a presenca de metil-esterificacdo
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previne a maior coesdo do gel péctico, permitindo uma maior integridade dos tecidos.
Ao contréario, Khosravi et al. (2003) descreveram que o nivel 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
polinico, portanto a presenca 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 desterificacdo aumentou apds dois eventos de polinizacdo, ao
contréario do reportado por Lenartowska et al. (1997, 2001) com Petunia hibrida. Os
autores observaram uma reducdo na desterificacdo das pectinas no tecido transmissor de
pistilos polinizados de Petunia hibrida, indicando um aumento do célcio livre no tecido
transmissor como uma forma de disponibilizacéo de calcio para o crescimento dos tubos
polinicos.

A deteccdo de arabinanos diminuiu em diregdo a base do tecido transmissor de
P. suberosa (fig 11) apds autopolinizagdo e contatou-se a auséncia de marcacdo para
arabinanos nas paredes desse tecido na espécie P. elegans (tabela 2 e 3). Segundo Orfila
et al. (2001) a diminuicdo ou a auséncia de arabinanos provoca o afrouxamento das
paredes celulares do tecido transmissor, 0 que poderia facilitar a passagem do tubo
polinico. Entretanto, o mesmo ndo foi observado em P. elegans mesmo apés dois
eventos de autopolinizacdo (tabela 3). Logo, supde-se que esse epitopo ndo tem relagéo

com a passagem do tubo polinico pelo tecido transmissor.

3.4.1.3 Tubo Polinico

Em P. suberosa apds autopolinizacdo foi detectada uma moderada desterificacdo
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ao longo da parede do tubo polinico (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 polinicos. Em P. elegans este epitopo ndo 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 marcacdo para pectinas altamente metil-esterificadas na espécie P.
suberosa ao longo da parede do tubo polinico (fig 30), 0 mesmo observou-se em P.
elegans (fig 31b - controle) apds uma autopolinizacdo (fig 31a), sendo que apos dois
eventos de autopolinizagcdo ndo houve marcacao ao longo do tubo polinico dessa espécie
para esse epitopo (fig 32). Segundo Khosravi et al. (2003) os epitopos para pectinas
altamente metil-esterificadas estdo localizados principalmente nas vesiculas
citoplasmaticas da extremidade do tubo polinico, cujo local é de expansdo celular, o que
ndo foi observado nas espécies de Passiflora desse estudo, devido a dificuldade da
observagdo da extremidade do tubo polinico in vivo. A adequacdo de um meio de
cultura para germinacdo dos grdos de pdlen in vitro tornaria possivel uma melhor
observagdo da extremidade do tubo em desenvolvimento, porém ndo poderiamos
observar as alteragbes naturais, causadas nessa estrutura, durante a interagdo com o
pistilo.

O tubo polinico, de P. suberosa apds autopolinizacdo, apresentou uma fraca
marcacgdo para arabinanos com uma distribuicdo ndo homogénea (fig 33) e foi ausente
em P. elegans (tabela 2). Segundo Iwai et al. (2001) os arabinanos podem atuar no
processo de adesdo celular. A presenca desse anticorpo foi observada somente no tubo
polinico, assim como no estigma, de P. suberosa, confirmando o que sugerimos
anteriormente quanto a falta de relacdo dos arabinanos com a reacdo de auto-

incompatibilidade em P. elegans.
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3.4.1.4 Pélen

A marcacdo para pectinas desterificadas e para pectinas com alta metil-
esterificacdo foi semelhante no p6len das duas espécies analisadas, sendo classificada de
forte a moderada na intina e ausente na exina. A exina teve auséncia de marcagdo em
todos os anticorpos testados nas duas espécies.

Em P. suberosa, a intina apresentou marcagdo 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 marcacdo moderada nessa
camada do grao de pélen (tabela 1).

Em P. elegans, ap6s um evento de autopolinizacéo, a marcagdo na intina foi bem
evidente para pectinas desterificadas (fig 38) e para pectinas com alta metil-
esterificacdo (fig 39). Observou-se a auséncia de marcagao para galactanos e arabinanos
(tabela 2). Nessa mesma espécie, apos dois eventos de autopolinizagdo, também houve
uma evidente marcagdo na intina para desterificacdo (fig 40) e para metil-esterifcacdo
de pectinas (fig 41). Observou-se auséncia de marcagdo para as cadeias laterais de
galactanos e arabinanos (tabela 3). N&o foram observadas diferengas na marcagdo com
0s anticorpos para pectinas desterificadas e metil-esterificadas, nem diferencas
relacionadas ao grau de cadeias laterais como arabinanos e galactanos nos gréos de
polen de P. elegans com um ou dois eventos de autopolinizagdo. Isso indica que a
arquitetura das paredes do pdlen dessa espécie nao teria influéncia na reacdo de auto-
incompatibilidade. P6de-se observar diferengcas na arquitetura da parede na intina do
polen de P. suberosa com uma moderada marcacdo utilizando anticorpos para
galactanos e arabinanos se comparadas & auséncia de marcagdo na intina de P. elegans,
apo6s uma autopolinizacdo e apds dois eventos de autopolinizacdo (tabelas 1, 2 e 3).

Porém, essa diferenca quimica ndo € suficiente para influenciar no processo de adesdo
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do pélen nos eventos de compatibilidade e incompatibilidade.

3.4.2 Reconhecimento de epitopos para proteinas arabinogalactanos

3.4.2.1 Estigma

No estigma encontram-se presentes 0s epitopos pécticos e proteinas
arabinogalactanos nas duas espécies testadas. O anticorpo para proteinas
arabinogalactanos apresentou uma moderada marcagdo nas células estigmaticas de P.
suberosa (fig 42) e uma fraca marcacdo em P. elegans ap6s uma autopolinizacéo (fig
43). Entretanto, observou-se uma forte marcagdo nessas células ap6s dois eventos de
autopolinizacdo (fig 44), comprovando a existéncia de proteinas arabinogalactanos
nesse tecido tanto em plantas autocompativeis como em plantas auto-incompativeis.
Portanto, a presenca de proteinas arabinogalactanos na superficie estigmatica € atribuida
a um papel importante de reconhecimento e selecdo dos gréos polen de acordo com

Cheung et al. (1995) e Knox (2006).

3.4.2.2 Tecido Transmissor
No tecido transmissor ndo houve deteccdo de proteinas arabinogalactanos em

nenhum dos tecidos analisados em ambas as espécies (tabelas 1, 2 e 3).

3.4.2.3 Tubo Polinico

No tubo polinico, o epitopo para proteinas arabinogalactanos esta ausente nas
duas espécies analisadas (tabelas 1, 2 e 3). Provavelmente esse epitopo ocorra na
extremidade do tubo polinico de acordo com Mollet et al. (2002), o que ndo foi
confirmado nesse trabalho devido a dificuldade de observacdo da extremidade do tubo

polinico in vivo, das espécies de Passiflora. A adequacdo de um meio de cultura para
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germinagdo do polen in vitro possibilitaria melhor observacdo da extremidade dessa
estrutura, porém ndo poderiamos observar as alteracGes causadas durante a interacéo

entre pdlen e estigma em seu ambiente natural.

3.4.2.4 Pélen

Tanto a intina, quanto a exina apresentaram idénticas marcacgdes em P. elegans
ap6s um ou dois eventos de autopolinizacdo (figs 43 e 44). A intina teve uma forte
marcacdo para proteinas arabinogalactanos enquanto que a exina nao foi reagente a
marcacdo para esse epitopo. No citoplasma do pélen pOde-se observar uma fraca
marcacdo apos dois eventos de polinizacdo em P. elegans (fig 45). Em P. suberosa
observou-se auséncia de marcagdo para o epitopo de proteinas arabinogalactanos tanto
na intina quanto na exina (fig 42 - tabela 1).

E interessante ressaltar que arabinanos e galactanos estio ausentes e proteinas
arabinogalactanos estdo presentes na intina de P. elegans, ao contrario de P. suberosa,
onde a intina se constitui de arabinanos e galactanos, mas as proteinas
arabinogalactanos estdo ausentes nesta estrutura (tabelas 1, 2 e 3). Como tais
componentes quimicos estdo relacionados com a expansao celular, conferindo também
forca mecénica como é o caso de arabinanos e galactanos, é possivel que 0s recursos

utilizados para o crescimento do tubo polinico se diferenciem entre estas duas espécies.
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CONCLUSOES

Passiflora elegans, apresenta o pico de formacdo de estruturas reprodutivas
entre 0s meses de agosto a dezembro, antecipando e ampliando o intervalo de
frutificacdo e floracdo da espécie.

Em P. elegans, os botdes em pré-antese reconhecem e rejeitam o pélen auto-
incompativel, através de um blogueio com calose na extremidade do tubo polinico. Este
blogueio ocorre entre a base das emergéncias estigmaticas e o inicio do tecido
transmissor, demostrando que a capacidade de reconhecimento do proprio e ndo-proprio
é anterior a antese das flores. Entretanto, quando a autopolinizacdo é realizada duas
vezes no mesmo estigma, a reacdo de auto-incompatibilidade é quebrada e o tubo
polinico ndo sofre bloqueio por deposicdo de calose atravessando as emergéncias
estigmaticas e o tecido transmissor.

O desenvolvimento do tubo polinico ocorre ao longo da parede, ou através do
material extracelular das células das emergéncias e do tecido transmissor, que comunica
a superficie estigmatica ao ovério através de um longo estilete, ndo ocorrendo por
penetracdo do protoplasto das células, em ambas as espécies.

A polinizacdo artificial de ambas as espécies pode ser realizada desde o periodo
de pré-antese, pois seus estigmas estdo receptivos, até momentos antes do fechamento
das flores.

O péblen de ambas as espécies apresentam-se na forma binucleada no momento
da dispersdo. P. elegans sofre inibicdo do tubo polinico na base das emergéncias
estigmaticas por apresentar uma reagdo de auto-incompatibilidade. Observou-se a
presenca de proteinas arabinogalactanos na intina do grdo de pdlen de P. elegans, o que

poderia sugerir uma reacdo de auto-incompatibilidade do tipo gametofitica. E



96

importante salientar que P. suberosa € uma espécie autocompativel e que ndo foi
observada a presenca de proteinas na intina de seus gréos de polen.

A distribuicdo de galactanos é idéntica em ambas as espécies, exceto por sua
auséncia na intina do pdlen de P. elegans, todos os outros tecidos apresentaram
marcagdo com o anticorpo LM 5, com reflexos na modulagdo mecénica das paredes
celulares, e maior distribuicdo em &reas restritas das células da superficie do estigma.

Os arabinanos ndo estdo relacionados com a reacdo de auto-incompatibilidade
em P. elegans, pois, apds dois eventos de autopolinizacdo onde se observa a quebra da
auto-incompatibilidade, a marcacgéo para esse epitopo continua ausente do mesmo modo
que o observado em uma autopolinizagéo.

As principais diferencas quimicas foram encontradas nas paredes dos grdos de
polen de P. suberosa e P. elegans. Arabinanos e galactanos estdo ausentes na intina de
P. elegans, ao contrario do encontrado em P. suberosa. Proteinas arabinogalactanos
estdo presentes na intina de P. elegans e ausentes em P. suberosa.

E conhecido que arabinoses e galactoses sdo destacadas das pectinas para
constituirem proteinas arabinogalactanos e hemiceluloses. Acredita-se que este fato
tenha relacdo com a expansdo celular, o que sugeriria que os tubos polinicos das
espécies estudadas tém exigéncias quimicas distintas em seu desenvolvimento. Cabe
ressaltar que P. suberosa apresenta uma flor muito menor do que a de P. elegans, 0 que

poderia justificar esse comportamento da parede do tubo polinico.
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- Passiflora elegans Masters, (a) habito (b) detalhe da folha (c) detalhe da flor. Sacco (1980).

Figura 1



Figura 2 - Passiflora suberosa L. (a) habito (al, a2) polimorfismo foliar (a3) detalhe da folha (b) detalhe da flor.
Sacco (1980).
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Figura 3 - Flor de P. elegans; Fgura 4 - Fruto de P. elegans; Figura 5 - Habito de P. elegans; Figura 6 - Flor
de P suberosa; Figura 7 - Fruto de P suberosa; Figura 8 - Habito de P suberosa.
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Figura 9 - Flor de P. elegans com estiletes eretos; Figura 10 - Flor de P. elegans com deflexdo dos esti-
letes; Figura 11 - Flor de P. suberosa com estiletes eretos; Figura 12 - Flor de P. suberosa com deflexdo
dos estiletes; Figura 13 - Botdes de P. elegans de 5Smm a 23 mm de comprimento; Figura 14 - Botdes de
P. suberosa de 4mm a 10 mm de comprimento; Figura 14a: Estigmas de P. suberosa submetidos ao teste
de peroxido de  hidrogénio. Barras das figuras de 9 a 12 = lcm.



Figura 15 - Flor de P. elegans com retragio das sépalas; Figura 16 - Sec¢do transversal do tecido transmissor
do estilete de P. elegans, Figura 16a - Detalhe da passagem do tubo polinico pelo tecido transmissor (botdo
floral receptivo aos 15mm); Figura 17 - Sépalas com coloragdo résea apds polinizagio (P. suberosa),; Figura
18 - Germinagdo do pdlen nas emergéncias estigmaticas de P.elegans; Figura 19 - Germinagdo do pélen nas
emergéncias estigmaticas de P. suberosa; Figura 20 - Sec¢do transversal do estilete de P. elegans; Figura 21 -
Secgdo transversal do estilete de P. suberosa; (ep) epiderme; (pc) parénquima cortical; (fv) feixe vascular; (tt)
tecido transmissor. Barras = 50 um, somente as barras das figuras 15e 17 =1 cm.



Figura 22 - Emergéncias estigmaticas de P. elegans, evidenciando a presenca de pectinas nas paredes celula-
res, através do teste com Alcian Blue; Figura 23 - Tecido transmissor de P. elegans evidenciando pectinas nas
paredes celulares através do teste de Vermelho de Ruténio; Figura 24 - Emergéncias estigmaticas de P. sube-
rosa, evidenciando a presenga de pectinas principalmente nas paredes internas das células das emergéncias,
através do teste de Vermelho de Ruténio; Figura 25 - Emergéncias estigmaticas e tecido transmissor central-
mente localizado, visualizados através de Microscopia Eletronica de Varredura; Figura 26: Presenga de polis-
sacarideos nas emergéncias estigméticas e tecido transmissor (teste: PAS); Figura 27: Emergéncias estigma-
ticas visualizadas através de Microscopia Eletronica de Varredura; Figura 28 - Emergéncias estigmdticas de
P. elegans visualizadas com Microscopia Optica. (ep) epiderme (se) sub-epiderme (tt) tecido transmissor (ee)
emergéncias estigmaticas. Barras exceto figuras 25 e 27 = 50pm.
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Figura 29 - Emergéncias estigmadticas de P. elegans, evidenciando a presenga de proteinas na superficie dessas
células; Figura 30 - Tecido transmissor de P. elegans, evidenciando a presenca de proteinas nas paredes celula-
res (Teste: Azul Brilhante de Coomassie); Figura 31 - Emergéncias estigmaéticas e tecido transmissor de P. su-
berosa com reagdo positiva para polissacarideos (Teste: PAS); Figura 32 - Presenc¢a de amido no tecido trans-
missor de estilete ndo polinizado de P. elegans (controle - Teste: Lugol); Figura 33 - Diminui¢8o da quantidade
de amido no tecido transmissor de estilete de P. elegans apos polinizagdo (Teste: Lugol); Figura 34 - Acimulo
de calose na extremidade do tubo polinico auto-incompativel de P. elegans (Teste: Azul de Anilina); Figura 35
- Crescimento do tubo polinico por via apoplastica através das células das emergéncias estigmaticas de P. sube-
rosa; Figura 36 - Crescimento do tubo polinico por via apopléstica através das células das emergéncias estig-
maticas de P. elegans. Barras = 50pm.
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Figura 37 - Secgdo longitudinal das células do tecido transmissor apos a passagem do tubo polinico de P, elegans;
Figura 38 - Pdlens de P. elegans contendo de oito a doze colpos, visualizados com Microscopia Eletronica de Varre-
dura; Figura 39 - Detalhe do polen de P. elegans emitindo o tubo polinico por entre as células da emergéncia estig-
matica ; Figura 40 - Pdlens de P. suberosa contendo doze colpos, visualizados com Microscopia Eletronica de Var-
redura; Figura 41 - Detalhe do polen de P. suberosa emitindo o tubo polinico por entre as células da emergéncia es-
tigmatica; Figura 42 - Pdlen binucleado no momento da dispersdo, o que ocorre com as duas espécies. Barra da
figura 39 = 50um.
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Figura 43 - Pélen de P. elegans demonstrando a presenga de proteinas totais na exina e na intina
(Teste: Azul de Coomassie); Figura 44 - Polen de P. elegans evidenciando a presenga de polissacari-
deos na intina (Teste: PAS); Figura 45 - Pélen de P. elegans evidenciando a presenga de pectinas na
intina (Teste: Vermelho de Ruténio); Figura 46 - Pélen de P. suberosa mostrando lipidios na superfi-
cie da exina (Teste: Sudan IIT) (ex) exina (in) intina. Barras = 50um.



Tabela 1. Passiflora suberosa (um evento de autopolinizacao):
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Tecido Estigma Tecido Transmissor |  Tubo Polinico Pélen
Mab’s
+ + + intina
JIM7 +++ ++ + - exina
- intina
JIM 13 ++ - - - exina
+ + intina
LM5 + + + superficie + + decrescente - - exina
+ + intina
LM6 ++ ++ + ndo homogénea - exina
Tabela 2. Passiflora elegans: (um evento de autopolinizacéo)
Tecido Estigma Tecido Transmissor |  Tubo Polinico Pélen
Mab’s
++ +intina
JIM7 +++ ++ + - exina
++ +intina
JIM 13 + - - - exina
- intina
LM5 + + + superficie ++ - - exina
- intina
LM6 - - - - exina
Tabela 3. Passiflora elegans: (dois eventos de autopolinizac¢éo)
Tecido Estigma Tecido Transmissor |  Tubo Polinico Pélen
Mab’s
+ + +intina
JIM7 ++ +++ - - exina
++ +intina
JIM 13 +++ - - - exina
- intina
LM5 + + + superficie + + superficie - - exina
- intina
LM6 - - - - exina

- (ndo reativo)

+ (pouco reativo) + + (reagdo moderada)

+ + + (altamente reativo)
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Figuras 1 - Botdo em pré-antese e flor em antese de P. suberosa; Figura 2 - Botdo em pré-antese e flor em
antese de P. elegans; Figura 3 - Bloqueio da extremidade do tubo polinico por deposi¢éio de calose aps um
evento de autopolinizag¢@o no estigma de P. elegans; Figura 4 - Pélen germinando sobre o estigma de P. ele-
gans (fecundagdo cruzada); Figura 5 - Tampdes de calose no decorrer do tubo polinico no tecido transmis-
sor de P. elegans (fecundagio cruzada); Figura 6 - Tubo polinico transpondo a barreira de auto-incompati-
bilidade apés dois eventos de autopoliniza¢do no estigma de P. elegans. As barras das figuras 1 e 2= 2cm,
e a das figuras 3,4, 5e¢ 6 = 50pm.



109

Figura 7 - Secgdo longitudinal das emergéncias estigmaticas - Controle P. suberosa; Figuras 8 a 11 - Mi-
croscopia Optica em epifluorescéncia com filtro de excitagdo 340 - 380 nm; Figura 8 - Emergéncias es-
tigmaticas evidenciando intensa marcag¢io para pectinas desterificadas com JIM 5; Figura 9 - Marcagio
intensa para pectinas altamente metil-esterificadas com JIM 7; Figura 10 - Marcagdo para galactanos,
mais concentrada na superficie das emergéncias com LM 5; Figura 11 - Marcagdo moderada para arabi-
nanos com LM 6. Barras = 50 pm.
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Figuras 12 - 14, 16 e 17 - Secgdo longitudinal das emergéncias estigmaticas; Figura 15 - Secgdo trans-
versal dessa mesma estrutura; todas observadas em Microscopia Optica de epifluorescéncia com filtro
de excitagdo 340-380 nm; Figura 12 - Emergéncias estigmaticas de P. elegans - controle; Figura 13 -
Fraca marcago para pectinas desterificadas nas emergéncias ap6s autopolinizagdo com JIM 5; Figura 14
- Intensa marcagd@o para pectinas altamente metil-esterificadas apos autopolinizagido com JIM 7; Figura
15 - Marcagdo intensa para galactanos apds autopoliniza¢do, sendo mais intensa na superficie das emer-
géncias; Figura 16 - Fraca marcacio para desterifica¢do apos dois eventos de autopolinizagdo; Figura 17
- Moderada marcagdo para pectinas altamente metil-esterificadas apds dois eventos de autopolinizagdo.
Barras = 50um.
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Figuras 18, 22 e 23 - Sec¢do longitudinal do estilete de P. elegans observada em Microscopia Optica sob
fluorescéncia com filtro de excitacdo 340-380 nm; Figura 18 - Marcagéo intensa para galactanos, na super-
ficie das emergéncias estigmaticas apos dois eventos de autopolinizagdo, com LM 5; Figura 22 - Tecido
transmissor apresentando fraca marcagio, para pectinas desterificadas apos autopolinizacdo, com JIM 5;
Figura 23 - Intensa desterificacdo do tecido transmissor de P. elegans, apos dois eventos de autopoliniza-
¢do, com JIM 5; Figura 19 - Secg¢do longitudinal do estilete de P. suberosa corada com Azul de Toluidina
O; Figura 20a -Tecidos carpelares de P, suberosa evidenciando intensa marcagdo para pectinas desterifica-
das com JIM 5; Figura 20b - Detalhe da desterificacdo do tecido transmissor de P suberosa, em corte
transversal, apos autopolinizacdo; Figura 21 - Sec¢do longitudinal do tecido transmissor de P. elegans
corado com Azul de Toluidina O. Barras = 50pum.
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Figuras 24 - 28 - Sec¢ds longitudinais do tecido tranmissor de ambas as espécies, observadas sob Microscopia Optica
de fluorescéncia com filtro de excitagiio 340 - 380 nm; Figura 24 - Tecido transmissor de P. suberosa (controle);
Figura 25 - Tecido transmissor de P. suberosa com moderada marcagdo para metil-esterifica¢@o, apos autopoliniza-
¢do, com JIM 7; Figura 26 - Tecido transmissor de P, elegans (controle); Figura 27 - Moderada marcagao para pectinas
metil-esterificadas no tecido transmissor de P. elegans apos autopolinizacdo; Figura 28 - Intensa marcagdo para pecti-
nas metil-esterificadas no tecido transmissor de ap6s dois eventos de autopolinizagdo, com JIM 7. Barras = 50um.



Figuras 29 - 32 - Secg¢des longitudinais do tubo polinico de ambas as espécies, observadas sob Mi-
croscopia Optica de fluorescéncia com filtro de excitagdo 340 - 380 nm; Figura 29 - Tubo polinico
de P. suberosa apresentando moderada marcagdo, para pectinas desterificadas apos autopolinizagéo,
com JIM 5; Figura 30 - Fraca marcagdo para metil-esterificagdo no tubo polinico de P. suberosa,
apos autopolinizagdo, com JIM 7; Figura 31a - Fraca marcagdo para metil-esterificagéo no tubo po-
linico de P. elegans, apds uma autopolinizagdo, com JIM 7; Figura 31b - Sec¢do longitudinal de P
elegans corada com Azul de Toluidina O; Figura 32 - Auséncia de marcagio para pectinas altamente
metil-esterificadas no tubo polinico de P. elegans, apos duas autopolinizagdes, com JIM 7. Barras =
50pm.
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Figuras 33 - 37 - Seccdes longitudinais do pdlen de P. suberosa observadas sob Microscopia
Optica de fluorescéncia com filtro de excitagdo 340 - 380 nm; Figura 33 - Fraca marcagdo
para arabinanos no tubo polinico de P. suberosa, apds autopolinizagdo, com LM 6; Figura 34
- Moderada marcagdo para pectinas desterificadas na intina, ap6s autopolinizagdo, com JIM
5; Figura 35 - Intensa marcagdo para pectinas altamente metil-esterifcadas na intina, apos au-
topolinizacdo, com JIM 7; Figura 36 - Moderada marcagao para galactanos na intina, apos au-
topolinizagdo, com LM 5; Figura 37 - Moderada marcagio para arabinanos na intina, apos au-
topoliniza¢do, com LM 6. Barras = 50um.
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Figuras 38 - 41 - Sec¢des longitudinais do polen de P. elegans observadas sob Microscopia Optica
de fluorescéncia com filtro de excitagdo 340 - 380 nm; Figura 38 - Intensa marcagdo para pectinas
desterificadas na intina, apds uma autopolinizagdo, com JIM 5; Figura 39 - Intensa marcagdo para
pectinas altamente metil-esterificadas na intina, apés uma autopolinizagido, com JIM 7; Figura 40 -
Intensa marcagdo para pectinas desterificadas na intina, apos dois eventos de autopolinizacio, com
JIM 5; Figura 41- Intensa marcagdo para pectinas altamente metil-esterificadas na intina, apds dois
eventos de autopolinizagdo, com JIM 7. Barras = 50 pm.
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Figuras 42 - 45 - Secgdes longitudinais de ambas as espécies, mostrando a germinagdo do pélen sobre as
emergéncias estigmaticas, observadas sob Microscopia Optica de fluorescéncia com filtro de excitagdo 340
- 380 nm; Figura 42 - Moderada marcacdo no estigma de P. suberosa para proteinas arabinogalactanos e
auséncia de marcagdo para esse epitopo no polen; Figura 43 - Fraca marcacdo para arabinogalactanos no es-
tigma de P, elegans, ap6s uma autopolinizagdo, com JIM 13 e intensa marcagfio na intina para esse epitopo;
Figura 44 - Intensa marcacdo no estigma de P. elegans, apés dois eventos de autopolinizagdo, com JIM 13
e intensa marcagdo na intina para arabinogalactanos; Figura 45 - Fraca marcagdo para arabinogalactanos no
citoplasma do pélen de P. elegans, apos dois eventos de autopolinizagio (detalhe). Barras = 50 um.



