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RESUMO

A morfologia externa e interna dos frutos e sementes de Passifloraceae Juss. ex Roussel é
pouco conhecida ou até desconhecida para muitas espécies. Estudos morfoanatdémicos de
frutos e sementes tém grande importancia ja que os mesmos exibem pequena plasticidade
fenotipica. Neste contexto, este trabalho teve como objetivo elucidar a ontogenia do fruto e
da semente de quatro espécies de Passiflora L. subgénero Decaloba (DC.) Rchb.
supersecao Decaloba (DC.) J.M. Macdougal & Feulliet secao Xerogona (Raf.) Killip que
apresentam frutos do tipo capsula, condicdo incomum na familia. Para tanto, o material
vegetal foi coletado e processado segundo técnicas convencionais em microscopia de luz e
eletrdnica, além da aplicacdo de técnica especifica (TUNEL) para deteccao de morte celular
programada no estddio de deiscéncia do fruto. Foram estabelecidos estadios de
desenvolvimento para os frutos e as sementes: Estédio |: Ovario e évulo; Estadio Il - fruto e
semente em inicio de desenvolvimento: frequentes divisdes celulares; Estadio Il - fruto e
semente jovens: alongamento celular; Estadio IV - fruto e semente maduros: diferenciagao
celular e deiscéncia do fruto. Nos estadios Il a IV do fruto, o epicarpo e o endocarpo sao
uniestratificados e as maiores modificagcdes decorrentes do desenvolvimento do fruto
ocorrem no mesocarpo. Ao longo do desenvolvimento aumentam os espacos intercelulares a
partir do endocarpo em direcao ao epicarpo. Nao ha a formacao de uma linha de deiscéncia.
Os espacos intercelulares ocorrem devido a morte celular programada formando lacunas que
acabam por romper o pericarpo. Os testes histoquimicos indicaram a presenca de idioblastos

contendo compostos fendlicos e proteinas no tecido fundamental do ovario e no mesocarpo.
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As sementes das espécies estudadas sao bitegumentadas. A testa é constituida de duas
camadas: exotesta e endotesta. O tégmen é composto por trés camadas: exotégmen,
mesotégmen e endotégmen. No inicio do desenvolvimento da semente observou-se o arilo
de origem funicular, formado por células parenquimaticas e idioblastos contendo compostos
fendlicos e amido. O desenvolvimento dos tegumentos da semente se da pelo alongamento
diferencial das células do exotégmen e da endostesta. Esse processo resulta na ruminagcao
do endosperma. Na semente madura o tegumento externo formara a sarcotesta. Neste
estadio, o exotégmen constitui a camada mecénica formada por macroesclereides em
palicada, representando a esclerotesta. As informagdes encontradas no presente estudo
revelam que as caracteristicas morfoanatémicas de fruto e semente sido bastante
conservadas e unificadoras na secdo. Diante do exposto, destaca-se a importancia de novos
estudos abrangendo mais espécies e abordando a evolucao de caracteres e a inclusao de
outros novos para facilitar a elucidacdo das relacbes infragenéricas de Passiflora que tem
sido ampliada gracas a cooperacao de estudos morfoanatémicos e genéticos.

Palavras-chave: Malpighiales, Passifloraceae sensu stricto, desenvolvimento, capsula

carnosa deiscente, semente ruminada.
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ABSTRACT

External and internal morphology of Passifloraceae Juss. ex Roussel fruits and seeds is little
known or even unknown for many species. Morphological and anatomical studies of fruits and
seeds have great importance since they exhibit little phenotypic plasticity. In this context, this
study aimed to elucidate the fruit and seed ontogeny of four species of Passiflora L. Decaloba
(DC.) Rchb. subgenus Decaloba (DC.) J.M. Macdougal & Feulliet supersection Xerogona
(Raf.) Killip section that present capsule type of fruit, unusual condition in the family. For this,
the plant material were collected and processed according to conventional techniques for light
and electron microscopy; specific technique (TUNEL) were also applied to detect
programmed cell death in the stage of fruit dehiscence. Four developmental stages were
established: Stage I: Ovary and ovule; Stage Il - fruit and seed in early development: frequent
cell divisions; Stage Il - young fruit and young seed: cell elongation; Stage IV - mature fruit
and mature seed: cell differentiation and fruit dehiscence. In the stages Il to IV of the fruit,
epicarp and endocarp are unistratified and major changes from the development of the fruit
occurs on mesocarp. During the development, the intercellular spaces increase from the
endocarp towards the epicarp. There is no line of dehiscence. The intercellular spaces occur
due to programmed cell death forming gaps that breaks the pericarp. Histochemical test
indicated the presence of phenolic compounds and idioblasts containing proteins in
fundamental tissue of ovary and mesocarp. The seeds of all species were bitegmic. The testa
consists of two layers: exotesta and endotesta. The tegmen is composed of three layers:

exotegmen, mesotegmen and endotegmen. At the beginning of seed development, aryl of



funicular origin, formed by parenchyma cells that may containing phenolic compounds and
starch, was observed. The development of the integument of the seed occurs by differential
cell elongation of exotegmen and endostesta. This process results in a ruminate endosperm.
In the mature seed, the outer integument forms the sarcotesta. At this stage, the exotegmen
is the mechanical layer formed by macrosclereids in palisade, representing esclerotesta.
Information found in this study reveals that morphoanatomical characteristics of fruit and seed
are quite conserved and unified in the section. Given that, we highlight the importance of
further studies including more species and addressing the evolution of characters and adding
new ones to facilitate the elucidation of infrageneric relationships in Passiflora which has been
expanded due to the cooperation of morpho-anatomical and genetic studies.

Keywords: Malpighiales, Passifloraceae sensu stricto, development, dehiscent fleshy

capsule, ruminated seed.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1 — Histdrico

Embora espécies do género Passiflora L. e da familia Passifloraceae Juss. ex Roussel
ja tivessem registro na Africa e na Asia, apenas com a descoberta da América a ciéncia veio
a tomar contato com o grupo (Kugler & King 2004). Os primeiros relatos de espécies de
maracuja foram registrados no século XVI e XVII por ocasido da expansao Européia no Novo
Mundo. Inicialmente, o0 maracuja, cujo significado do nome indigena é alimento em forma de
cuia, era conhecido como granadillas, pelo fato de seu fruto ser semelhante a Punica
granatum L. (roma). Mais tarde recebeu o nome de passionaria ou flor da paixao (flor de la
pasion), pela semelhanca da flor com os instrumentos da paixao de Cristo e originando,
dessa forma, o nome da familia e do género (Sousa 1971; Ruggiero 1987; Cervi 1997).

O nome Passiflora foi utilizado pela primeira vez por Cesi em 1651 (Kugler & King
2004), mas a efetiva publicacdo do nome é creditada a Linnaeus (1753) quando foram
definidas as regras béasicas dos sistemas de classificacdo, sendo publicadas 24 espécies
para o género, entre as quais sete ocorrentes no Brasil.

Roemer (1846) foi um botanico cuja obra é pouco conhecida, entretanto, que trabalhou
intensamente com Passifloraceae e elevou o numero de espécies descritas para 225. O
britAinico Masters (1872), através da Flora Brasiliensis, foi responsével pelo avango inicial
para a taxonomia dessa familia tendo publicado 82 espécies brasileiras.

Outra grande contribuicdo a taxonomia dessa familia & devida a Harms (1894, 1925)

que dividiu o género Passiflora em secbes, subsecdes e/ou séries. Porém, a maior



contribuicdo para a taxonomia na América ainda é devida a Killip (1938) que, além de
descrever varias espécies, estudou todas as conhecidas até a ocasidao e propds um sistema

de classificacao largamente utilizado.

1.2 — Taxonomia de Passifloraceae

A familia Passifloraceae foi durante muito tempo, considerada como integrante da
ordem Parietales, préxima as familias Malesherbiaceae, Turneraceae e Flacourtiaceae
(Wettstein 1935). Mais adiante, baseando-se em evidéncias morfolégicas e tendo a
placentacao parietal como carater delimitante, Cronquist (1981) considerou a familia como
membro da ordem Violales, proxima a Flacourtiaceae, Violaceae, Scyphostegiaceae,
Turneraceae, Achriaceae e Malesherbiaceae. Atualmente, com a incorporacdo de dados
moleculares nas andlises filogenéticas, Passifloraceae passou a integrar a ordem
Malpighiales (APGIIl 2009) que contém aproximadamente 16.000 espécies distribuidas em
42 familias (Wurdack & Davis 2009) e apresentam notavel diversidade morfolégica e
ecoldgica (Xi et al. 2012).

Passifloraceae sensu lato contém atualmente trés familias: Passifloraceae sensu
stricto, Turneraceae e Malesherbiaceae (APG Il 2009). Essas familias eram tradicionalmente
tratadas como separadas, mas intimamente relacionadas - Fig. 1 - (Cronquist 1981;
Takhtajan 1997). Hoje em dia, as relagbes entre os taxons infra-familiares estdo bem
definidas e estudos moleculares recentes, suportam Passifloraceae s.. como um grupo
claramente monofilético (Muschner et al. 2003; Soltis et al. 2007) bem como as trés familias

incluidas nesse grupo (Tokuoka 2012).
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Passifloraceae s.s. € composta por 17 géneros e 700-750 espécies (Feuillet &
MacDougal 2007). Turneraceae contém dez géneros com cerca de 200 espécies (Arbo 2007)
e Malesherbiaceae apresenta apenas um género — Malesherbia - com 24 espécies (Kubitzki
2007). Tendo em vista abordagens recentes que tratam essas trés familias como separadas
(Tokuoka 2012; Xi et al. 2012), este trabalho teve como objeto de estudo representantes de
Passifloraceae s.s. cuja distribuicdo é tropical e subtropical e destaca-se por apresentar
importancia ornamental ja que contém espécies com flores coloridas, vistosas e perfumadas
(Cervi 1997; Dornelas et al. 2006a). Além disso, os frutos comestiveis e as propriedades
farmacoldgicas de algumas espécies conferem ao grupo importancia agricola (Khanh et al.
2006).

Passifloraceae s.s. esta dividida em duas tribos, Paropsieae DC. e Passifloreae DC.
(Escobar 1988; Cervi 1997; Cervi 2006). As espécies da tribo Paropsieae sdao pequenos
arbustos enquanto as de Passifloreae apresentam habito escandente, gavinhas axilares e
flores especializadas (Judd et al. 2009). O trabalho de Tokuoka (2012) apoia ambas as tribos
como monofiléticas e revela que cada uma delas estd bem caracterizada por dados
moleculares e morfolégicos, mas as homologias entre estes caracteres morfol6gicos devem
ser melhor investigadas por comparag¢do com Turneraceae e Malesherbiaceae.

Cervi (1997) descreveu a tribo Paropsieae, sendo composta por seis géneros e a tribo
Passifloreae por 14 géneros, conforme apresentado na tabela 1 enquanto Tokuoka (2012)

considerou Passifloreae com aproximadamente 12 géneros.



Tabela 1: Géneros pertencentes as duas tribos de Passifloraceae s.s., segundo Cervi (1997).

Tribo Paropsieae Tribo Passifloreae
Androsphonia Stapf Adenia Forssk Hollurngia K. Schum.
Barteria Hook. f. Ancistrothyrsus Harms Mitostemma Mast.

Paropsia Noronha ex Thouars Basananthe Peyr. Passiflora L.

Paropsiopsis Engl. Crossostemma Planch. ex Hook. Schelecterina Harms

) Deidamia E. A. Noronha ex
Smeathmannia Sol. ex R. BR. Tetrapathaea (DC.) Rchb.
Thouars
Dilkea Mast. Tetrastylis Barb. Rodr.

Viridivia J. H. Hemsl. e Verdc. _ .
Efulensia C. H. Wright Tryphostemma Harv

A taxonomia do género foi baseada por muito tempo no arranjo proposto por Killip
(1938) que, revisando Passifloraceae s.s., dividiu Passiflora em 22 subgéneros e numerosas
secdes e séries. Feuillet & MacDougal (2003) simplificaram a classificacdo, com base em
caracteres morfolégicos e ecoldgicos, dividindo o género Passiflora em quatro subgéneros:
Astrophea (DC.) Mast e Passiflora L. com flores e frutos grandes e Decaloba (DC.) Rchb e
Deidamioides (Harms) Killip com flores e frutos pequenos (Fig. 2). Trabalhos recentes de
sistematica filogenética, utilizando marcadores moleculares, corroboram total ou
parcialmente esta classificacdo infragenérica (Muschner et al. 2003; Yockieng & Nadot
2004).

Em andlise posterior e abrangendo 104 espécies distribuidas em 19 dos 22
subgéneros propostos por Killip (1938), Muschner (2005) reafirma os resultados obtidos por
Feuillet & MacDougal (2003), com trés dos subgéneros - Decaloba, Astrophea e Passiflora -

formando grupos monofiléticos. Contudo, Deidamioides nao se confirmou monofilético e



prop6s-se sua divisdo em dois subgéneros, Deidamioides e Tryphostemmatoides (Harms)
Killip (Muschner et al. 2012).

Krosnick et al. (2013) confirmam os dados de Feuillet & MacDougal (2003) e
reconhecem o subgénero Tetrapathea (DC). P.S. Green, aumentando o numero de
subgéneros para cinco.

Souza-Chies et al. (2005) avaliando marcadores moleculares nucleares e plastidiais,
apresentam Astrophea como irmao de Decaloba, porém com baixo suporte € a nao
resolucao da relagdo entre o subgénero Passiflora e os demais. No trabalho de Hansen et al.
(2006) a relacao entre os subgéneros permanece nao resolvida e é variavel conforme o
método e o marcador utilizado.

Um aspecto complicador na compreensao da histéria evolutiva do género Passiflora é
a geracao de populagdes hibridas através de livre-intercruzamento entre espécies de mesmo
género (Dornelas et al. 2006b). Por isso, esforcos para determinacdo da filogenia de
Passiflora tém sido aplicados recentemente, em modernos métodos filogenéticos, como

sequenciamento de DNA (Yockteng & Nadot 2004; Lorenz-Lemke et al. 2005).
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1.3 — Género Passiflora

No Brasil sdo encontrados quatro géneros de Passifloraceae: Ancistrothyrsus Harms,
Dilkea Mast., Mitostemma Mast. e Passiflora L. (Cervi et al. 2010), o maior da familia
contando com mais de 560 espécies (Krosnick et al. 2013).

Devido a representatividade e a complexidade taxon6mica da familia, no que se refere
aos subgéneros, seccdes e séries, 0 estudo do género Passiflora torna-se interessante, dada
a sugestiva estrutura de suas flores. Da mesma forma, a sua dispersao no ambiente trépico e
seu potencial econdmico reforcam o interesse em estudar tal grupo (Cervi 1997).

Os representantes desse género tém habito arboreo, arbustivo ou escandente,
possuem disco nectarifero na base do hipanto, apresentam corona com filamentos
distribuidos de uma a seis fileiras e as folhas sao alternas, geralmente simples e de
morfologia bastante variavel (Judd et al. 2009).

As flores apresentam variacdo de tamanho e de cores e atraem uma ampla gama de
polinizadores: desde abelhas e vespas, mariposas e borboletas, até vertebrados como
morcegos e passaros (Zamberlan 2007). A maior parte dessa diversidade floral pode ter
surgido como resultado de interagdes com polinizadores (MacDougal & Feuillet 2004).

Os frutos possuem léculo unico com trés carpelos e placentagdo parietal, sendo a
maioria do tipo baga, com poucas a muitas sementes, cada uma delas recoberta por uma
estrutura carnosa (Ulmer & MacDougal 2004). A natureza dos frutos estd intimamente
relacionada ao mecanismo de dispersdo para cada espécie, sendo que as sementes de
quase todas sao dispersas por animais, principalmente por passaros e mamiferos (Ulmer &

MacDougal 2004).



Para auxiliar na dispersédo, a semente possui diferentes atrativos, como o tamanho, o
brilho, o contraste de cores, o odor e 0s materiais nutritivos que estdo normalmente
presentes em tecidos carnosos como na superficie da semente (sarcotesta) e em um
apéndice especial: o arilo (Werker 1997).

As sementes de Passiflora sdo mais ou menos comprimidas; podendo ser alveoladas,
foveoladas, reticuladas ou sulcadas transversalmente (Cervi 1997). O tegumento que
envolve a semente é formado por camadas de células pouco volumosas que rapidamente se
degradam quando expostas ao ambiente, evidenciando as ornamentacgées da testa, isto é, a
esclerotesta. O tamanho e a escultura da esclerotesta sdo considerados bons caracteres

taxondmicos em Passiflora (UImer & MacDougal 2004).

1.4 — Subgénero Decaloba

As principais caracteristicas diagnésticas que circunscrevem este subgénero sdo: a
presenca ou auséncia de glandulas peciolares; os tipos de inflorescéncias; 0 niumero de
séries de filamentos da corona e a forma do apice dos referidos filamentos; as caracteristicas
do pdlen; os tipos de frutos e a ornamentacao da testa da semente (Milward-de-Azevedo et
al. 2012).

O subgénero Decaloba engloba mais de 200 espécies de porte pequeno e habito
escandente, flores pequenas, similares na forma e coloracdo (Killip 1938; Ulmer &
MacDougal 2004). Os frutos podem ser pequenas bagas, que variam em coloracdo, com

poucas sementes dispersas por passaros ou frutos que se abrem quando maduros expondo



sementes que caem no chao e provavelmente sado dispersas por formigas (Ulmer &
MacDougal 2004).
Este subgénero é dividido em oito supersecdes e cinco secoes (MacDougal & Feuillet
2004), conforme descrito abaixo:
- Supersecao Pterosperma Gilbert & MacDougal
- Supersecao Hahniopathanthus (Harms) MacDougal & Feuillet
- Supersecao Disemma (Labill.) MacDougal & Feuillet
Secao Octandranthus Harms
Secao Disemma (Labill.)MacDougal & Feuillet
Secao Hollrungiella Harms
- Supersecao Multiflora (Small) MacDougal & Feuillet
- Supersecao Auriculata MacDougal & Feuillet
- Supersecao Cieca (Medic.) MacDougal & Feuillet
- Supersecao Bryonioides (Harms) MacDougal & Feuillet
- Supersecao Decaloba (DC.) MacDougal & Feuillet
Secao Decaloba DC.
Secao Xerogona (Raf.) Killip
No Brasil, o subgénero Decaloba é representado por 20 taxons (19 espécies e uma
subespécie) pertencentes a cinco supersec¢des. Dentre elas, destaca-se a supersecao
Decaloba na qual estao incluidas as sec¢bes Decaloba e Xerogona (Milward-de-Azevedo et

al. 2012).
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1.5 — Secgao Xerogona

A secao inclui 13 espécies (Ulmer & MacDougal 2004) sendo caracterizada pela
auséncia de ocelos sobre as laminas das folhas, pela auséncia de bracteas e por apresentar
frutos capsulares, uma excecgao no género.

Recentemente foi incluida na secao Xerogona uma nova espécie, Passiflora cervii
Milward-de-Azevedo, que era classificada como uma variacao de P. capsularis, devido a
semelhanca morfol6gica entre as duas. A separacgao foi baseada em apenas trés caracteres
morfologicos: forma do grao de pélen; filamentos da corona e numero de lobos da folha
(Milward-de-Azevedo 2008). Essa caréncia de caracteristicas distintivas entre as espécies
pode gerar duvidas sobre suas circunscricdes e prejudicar a taxonomia da se¢ao.

Uma vez que a descricao de caracteres é importante para a delimitacao de grupos e
faltam informacbes acerca da anatomia de frutos e sementes em Passiflora, nota-se a
importancia do estudo de individuos pertencentes a essa secao a fim de gerar dados que

possam servir como ferramenta para outros trabalhos relacionados.

1.6 — Espécies estudadas
Foram selecionadas quatro espécies pertencentes a secao Xerogona. Sao elas:
Passiflora capsularis L., P. citrina MacDougal, P. cervii Milward-de-Azevedo e P. rubraL..
Passiflora capsularis (Fig. 3a) e P. rubra (Fig. 3b) tém flores em forma de disco e
provavelmente, sdo polinizadas por insetos (Ulmer & MacDougal 2004). Passiflora capsularis
€ notavel pelas flores brancas e, segundo informacdes da literatura, pode ser polinizada por

mariposas (Koschnitzke & Sazima 1997). Passiflora rubra possui flores muito semelhantes as
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de P. capsularis, mas a superficie abaxial de suas sépalas possui veios avermelhados e a
corona apresenta leve pigmentacdo avermelhada na base, enquanto que em P. capsularis,
as sépalas tém a superficie abaxial toda esverdeada e a corona inteira branca (Ulmer &
MacDougal 2004; Scorza 2011).

Passiflora capsularis esta distribuida em muitas partes da América do Sul e Central
enquanto P. rubra é encontrada no Caribe, Guiana Francesa, Venezuela, Colémbia, Peru,
Bolivia e Brasil, ocorrendo tanto proximo ao nivel do mar quanto em altitudes maiores que
2200 metros (Ulmer & MacDougal 2004). Além da distribuicdo geografica diferente, os frutos
também podem diferenciar claramente as duas espécies, sendo verdes ou arroxeados em
Passiflora capsularis, dependendo da variedade, e avermelhados em P. rubra (Ulmer &
MacDougal 2004; Scorza 2011).

Passiflora citrina (Fig. 3c) possui flores tubulares amarelas que sdo provavelmente
polinizadas por beija-flores (MacDougal 1989; Ulmer & MacDougal 2004). Encontra-se
distrubuida do leste da Guatemala a Honduras central, crescendo em elevacdes de 600-1500
metros (Ulmer & MacDougal 2004). O longo androginéforo e o tubo floral conspicuo néao sao
usuais em espécies do subgénero Decaloba.

Passiflora cervii (Fig. 3d, 3e) se restringe ao Brasil, ocorrendo nos estados de Minas
Gerais e Sao Paulo; na regiao sul do pais em areas de Floresta Ombréfila Densa, Savana e
vegetacao influenciada por ambientes marinhos, geralmente em formagdes secundarias,
estradas e formacodes florestais abertas. Caracteriza-se principalmente pela auséncia de

glandulas peciolares, flores em forma de disco com uma série de filamentos liguliformes com
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apices dilatados-achatados, fruto capsula esverdeado muito semelhante ao de P. capsularis
e testa da semente sulcada transversalmente (Milward-de-Azevedo et al. 2012).

Um estudo filogenético recente (Milward-de-Azevedo et al. 2014) indica que as flores
em forma de disco como as de P. capsularis, P. cervii e P. rubra sao plesiomorficas e o
movimento do androginéforo nestas espécies é ineficaz para evitar a autopolinizagao (Scorza
2011). As flores tubulares seriam apomérficas e teriam surgido como um escape a
polinizagdo por insetos, como resposta a pressdao de selegdo de outros agentes

polinizadores, como os beija-flores (MacDougal 1989).

Figura 3: Aspecto morfoldgico das flores das espécies de Passiflora da secao Xerogona. Flores em forma de
disco em P. capsularis (a), P. rubra (b) e P. cervii (d). Botdes em diferentes fases de desenvolvimento de P.
citrina (c). Detalhe de uma folha trilobada de P. cervii (e) que a distingue de P. capsularis. Escalas: a - 2 cm;
b,c,de_1cm.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA E JUSTIFICATIVA

Ha na literatura poucos trabalhos de anatomia e desenvolvimento de 6rgaos
reprodutivos em Passifloraceae. Dentre eles destacam-se: anatomia floral em espécies de
Passiflora (Puri 1947); ontogenia e vascularizagdo de gavinhas e estipulas em Passiflora
foetida (Shah & Dave 1970); anatomia foliar de P. capsularis, P. campanulata (Meruvia et al.
1993) e P. actinia (Kurtz et al. 2003); desenvolvimento floral em Passifloraceae (Bernhard
1999); microesporogénse e microgametogénese no género Passiflora (Garcia et al. 2002);
anatomia comparada da antera de espécies de Passiflora (Dettke 2009); ginoesporogénese e
e ginogametogénese de P. suberosa (Silvério et al. 2009), desenvolvimento da corona (Aizza
2010), formacdo de superficie estigmatica em P. elegans (Silvério & Mariath 2010),
movimento do androgin6foro em espécies da secdo Xerogona (Scorza & Dornelas 2014) e
estrutura do pélen em espécies de Passiflora (Silvério & Mariath 2014).

Devido a escassez de estudos anatdmicos em Passifloraceae, a morfologia externa e
interna dos frutos e sementes é pouquissima conhecida ou até desconhecida para muitas
espécies. No entanto, a compreensdo do género Passiflora tem sido ampliada gracas a
cooperacao de estudos morfoanatébmicos e genéticos (Dornelas et al. 2006a, 2006b). O
projeto de marcadores de sequiéncias expressas (Expressed Sequence Tags) de espécies de
Passiflora nomeado Passioma-FAPESP (05/57097-0) realizado sob a coordenagéao do Dr.
Marcelo C. Dornelas em 2005 identificou genes preferencialmente expressos durante o
desenvolvimento reprodutivo e potencialmente envolvidos no desenvolvimento da flor e do

fruto de espécies de Passiflora (P. edulis e P. suberosa).
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Ainda que o estudo sé tenha incluido espécies de Passiflora que apresentam fruto tipo
baga, esses resultados nos impulsionaram a estudar os caracteres morfoanatdmicos dos
frutos e sementes de algumas espécies de Passiflora visando a contribuir com informacdes
que possam ser usadas em futuras associacbes acerca dos genes envolvidos no
desenvolvimento dos 6rgaos reprodutivos no grupo.

Embora caracteristicas anatdémicas de frutos e de sementes tém sido negligenciadas
em estudos sistematicos, elas podem ter uma grande importancia em trabalhos taxonémicos
(Hutchinson 1969), devido a pequena plasticidade fenotipica que exibem (Von Teichman &
Van Wyk 1991). Neste contexto, destaca-se a relevancia da obtencdo de informagdes
anatémicas de frutos e sementes em espécies do género Passiflora a fim de esclarecer

algumas lacunas no que diz respeito ao seu desenvolvimento.

3. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi elucidar a ontogenia do fruto e da semente de
quatro espécies do género Passiflora, subgénero Decaloba, suoersecdo Decaloba, secao
Xerogona que apresentam frutos do tipo capsula, condicdo incomum na familia, buscando
descrever o processo de desenvolvimento dos mesmos e analisar o mecanismo de
deiscéncia desse tipo de fruto.

Para tal, foram estabelecidos como objetivos especificos:
- Caracterizar as células e tecidos que compdem a parede do fruto e do ovario, bem como
verificar sua funcéao;

- Analisar o mecanismo de deiscéncia do fruto tipo capsula;
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- Descrever os tipos celulares que compdem a semente e sua funcéao;

- Analisar o processo de desenvolvimento dos tegumentos da semente;

- Verificar se ha alguma substancia de reserva nas células e tecidos que constituem o fruto e
a semente a fim de examinar se essas substancias participam do processo de

desenvolvimento.

4. FORMATO DA TESE

Os resultados obtidos durante a execucdo deste trabalho foram reunidos em dois
capitulos intitulados:
Capitulo 1: Anatomia de frutos do tipo cédpsula em espécies do género Passiflora, secéao
Xerogona com énfase no mecanismo de abertura desses frutos
Capitulo 2: Morfo-anatomia da semente e ontogenia dos tegumentos em espécies do género
Passiflora, secao Xerogona (Passifloraceae)

Cada um dos capitulos representa um artigo que sera submetido a revista Acta

Botanica Brasilica e estao formatados segundo as normas do periédico.
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Anatomia de frutos do tipo capsula em espécies do género Passiflora, secio Xerogona com énfase
no mecanismo de abertura desses frutos

Milani, J.F.; Vilarta, M.R.; Carmello-Guerreiro, S.M.

RESUMO

Apesar da grande diversidade de espécies em Passifloraceae, quase ndo hd estudos que abordem a
morfogia externa e interna dos frutos no género Passiflora. Com o objetivo de compreender a estrutura
morfo-anatomica de espécies deste género, este trabalho descreveu o desenvolvimento do fruto tipo
capsula de quatro espécies de Passiflora, subgénero Decaloba, superse¢ao Decaloba, secdo Xerogona.
O material foi coletado e processado segundo técnicas convencionais em microscopia de luz,
histoquimica, além da aplica¢do de técnica especifica para deteccdo de morte celular programada. Os
resultados apontam que a parede do ovario das espécies estudadas apresenta epiderme externa e interna
uniestratificadas. O tecido fundamental ovariano compde-se de 15-40 camadas de células
parenquimaticas onde estdo dispersos feixes vasculares e idioblastos. O pericarpo estd dividido em trés
regides. O epicarpo e o endocarpo sdo uniestratificados. No mesocarpo, foram observadas camadas de
células parenquimdticas compactas proximas ao epicarpo e espacos intercelulares préximos ao
endocarpo. A ontogenia do fruto cdpsula indica que ocorre morte celular programada e a abertura do
fruto acontece de dentro para fora. As informacdes obtidas mostraram que as caracteristicas anatdmicas
do fruto sdo bastante conservadas.

Palavras-chave: ontogenia, cipsula carnosa deiscente, morte celular.

ABSTRACT

Despite the great diversity of species in Passifloraceae, there are almost no studies that address the
external and internal morphology of Passiflora fruit. With the aim of understanding the morpho-
anatomical structure of species of this genus, this paper described the development of the fruit capsule
of four species of Passiflora, Decaloba subgenus, Decaloba supersection, Xerogona section.The
material was collected and processed according to conventional techniques in light microscopy,
histochemistry, besides the application of specific technique to detection of programmed cell death.

The results indicate that ovary wall of the species presents uniestratified outer and inner epidermis.
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Fundamental ovarian tissue consists of 15-40 layers of parenchyma cells where vascular bundles and
idioblasts are scattered. Pericarp is divided into three regions. The epicarp and the endocarp are
uniestratified. In the mesocarp, layers of compact parenchyma cells near the epicarp and intercellular
spaces near the endocarp were observed. Ontogeny of the capsule fruit indicates that programmed cell
death occurs and the opening of the fruit occurs from the inside to outside. The information obtained
showed that the anatomical characteristics of the fruit are quite conserved.

Keywords: ontogeny, dehiscent fleshy capsule, cell death.

INTRODUCAO

Os frutos sdo produto final de alteracdes morfoldgicas e estruturais nos carpelos, formados apds
a fertilizacdo (Roth 1977; Cutler et al. 2008). Na literatura botdnica é comum o registro de
denominacdo de frutos baseada apenas na andlise morfoldgica, sem levar em consideragdo a estrutura o
pericarpo. Isso tem gerado classificacdes incorretas. A andlise estrutural ontogénica de frutos, que
considera o desenvolvimento do ovério até o fruto maduro, tem se tornado ferramenta indispensavel na
sua classifica¢do (Souza 2003).

Além de prejudicar a classificacdo dos tipos de frutos, a grande escassez de estudos de
ontogenia de frutos e sementes em angiospermas tem dificultado a classificagdo das estruturas que
envolvem as sementes (Souza et al. 2005). Considerando-se que frutos e sementes exibem pequena
plasticidade fenotipica, em um mesmo grupo taxonOmico, destaca-se a importancia de ampliar as
informacdes morfoldgicas e anatdmicas como subsidios para trabalhos taxondmicos, ecoldgicos e
filogenéticos (Martins & Oliveira 2001).

De acordo com a origem, a deiscéncia e a consisténcia do pericarpo, podem-se distinguir os
tipos de frutos. As bagas consistem em frutos indeiscentes, com pericarpo carnoso normalmente
parenquimatico. Ja as cdpsulas sdo frutos deiscentes com pericarpo seco ou carnoso derivadas de um
ovario com mais de um carpelo (Roth 1977; Spjut 1994).

Para Passifloraceae s.s. ndo se tem informacdes sobre evolucdo dos frutos tipo baga e cdpsula.
Dentro de outras familias, andlise filogenéticas sugerem que bagas e cdpsulas evoluiram vérias vezes
de forma independente dentro de grandes tidxons como Melastomataceae (Clausing et al. 2000),
Rubiaceae (Bremer & Eriksson 1992; Bremer et al. 1995), Solanaceae (Knapp 2002) e em algumas

familias de monocotiledoneas (Givnish et al. 2005). Embora comum, mudancgas evolutivas repetidas
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entre esses dois tipos bésicos de frutos t€ém sido pouco exploradas em nivel anatdmico. Diferencas
superficiais na morfologia dos frutos podem dificultar o reconhecimento de homologias estruturais que
poderiam ser usadas para distinguir espécies. Igualmente, semelhancas superficiais como a deiscéncia
do fruto, podem encobrir as diferengas estruturais que indicam falta de homologia (Pabén-Mora & Litt
2011).

O género Passiflora L. é composto por aproximadamente 560 espécies (Krosnick et al. 2013)
sendo o maior e mais representativo dentro da familia (Feuillet & MacDougal 2007). Pode ser dividido
em cinco subgéneros: Astrophea (DC.) Mast., Decaloba (DC.) Rchb., Dedamioides (Harms) Killip,
FPassiflora L. e Tetrapathea (DC). P.S. Green (Krosnick et al. 2013).

No subgénero Decaloba sao encontrados dois tipos de frutos: carnosos do tipo baga, que variam
em coloracdo de purpura a azul, ou de amarelo a vermelho, com poucas sementes dispersas por
passaros; e frutos tipo cdpsula com seis angulos que se abrem quando maduros expondo as sementes
cobertas por arilos secos € sem odor que caem no chio e provavelmente sdo dispersas por formigas
(Ulmer & MacDougal 2004). (Dornelas et al. 2006b). Este subgénero estd dividido em supersecdes e
secOes. Pertecente a supersecdo Decaloba, a se¢do Xerogona é caracterizada por apresentar espécies
com frutos capsulares, o que constitui uma excec¢do em Passifloraceae, cujos frutos comumente sao do
tipo baga.

Tendo em vista que detalhadas andlises anatomicas e de desenvolvimento sdo fundamentais
para uma melhor compreensdo das caracteristicas que definem um tipo especifico de fruto e provaram
ser uteis na identificacdo de caracteres taxonOmicos de diagndstico em vérios grupos de plantas
(Oganezova 1990; Pak et al. 2001; Liu et al. 2003, 2010), este trabalho pretendeu elucidar a ontogenia
do fruto de quatro espécies de Passiflora, subgénero Decaloba, superse¢do Decaloba, secio Xerogona
que apresentam frutos do tipo cdpsula, condi¢do incomum na familia, buscando analisar o mecanismo

de deiscéncia desse tipo de fruto.

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

O material utilizado foi proveniente de plantas cultivadas na casa de vegetacdo do Departamento

de Biologia Vegetal do Instituto de Biologia da UNICAMP, Campinas - SP. Foram coletados botdes
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florais, flores em antese e frutos de Passiflora capsularis, P. cervii, P. citrina e P. rubra em diferentes
estddios de desenvolvimento. O material testemunha estd depositado no herbédrio da Universidade

Estadual de Campinas (UEC) — Tabela 1.

Tabela 1: Espécies de Passifloraceae selecionadas para o presente estudo

Espécie Coletor Nuamero
Passiflora capsularis L. M. Dornelas 15 UEC 153239
Passiflora citrina MacDougal M. Dornelas 9 UEC153234
Fassiflora cervii Milward-de-Azevedo J.F.Milani 1 UEC181376
Passiflora rubra L. M. Dornelas 18 UEC 154643

As flores das espécies da secdo Xerogona foram autopolinizadas e observadas durante
aproximadamente 40 dias, sendo que a coleta foi realizada de acordo com os seguintes critérios:

1) Ovérios de botdes florais e flores em antese foram selecionados conforme a variagdo no seu
comprimento (Tabela 2);

2) Frutos foram escolhidos de acordo com o tempo de desenvolvimento em dias. Estddios de
desenvolvimento foram estabelecidos a partir da data de polinizacdo artificial e a predominancia de

eventos de divisdo, alongamento e maturacao celular.

Tabela 2: Medidas dos intervalos de comprimento dos botdes florais coletados das espécies de Passiflora estudadas.

Espécies Comprimento do botao floral
Passiflora capsularis 0,3-0,6 cm
Fassiflora cervii 0,6 —1,6cm
Passiflora citrina 0,4 -0,8 cm
Fassiflora rubra 0,5 cm*

* Todos os botdes de P. rubra apresentaram o mesmo tamanho.

A descricdo morfologica da flor e do fruto foi feita por observacdes diretas e em
estereomicroscopio. A documentacdo deste estudo foi por fotos digitais realizadas em

estereomicroscopio Leica modelo MSV266 com o aumento em escala demonstrativa.
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Microscopia de luz

As amostras coletadas foram fixadas em FAA (Formaldeido, Acido Acético, etanol 50%: 1:1:18
v/v) por 24 horas (Johansen 1940) ou em FNT - Formalina Neutra Tamponada - por 48 horas (Lillie
1965), desidratadas em série etandlica e estocadas em etanol 70%. Para as andlises anatomicas o
material foi incluido em resina pléstica (Historesin® Leica) de acordo com a técnica de Gerrits & Smid
(1983) seguindo as recomendagdes do fabricante. Apds a inclusdo, os materiais foram seccionados
transversal e longitudinalmente em micr6tomo rotativo manual com navalha descartavel de tungsténio,
na espessura de 6 pm a 8um. Os cortes foram corados com Azul de Toluidina a 0,05% em tampao
acetato, pH 4,7 (O'Brien et al. 1964) e as imagens obtidas com camera digital (Olympus DP71)

acoplada ao microscépio 6ptico (Olympus BX51).

Testes histoquimicos

Seccoes de material emblocado em resina foram tratadas com: Sudan IV (Pearse 1980) para
deteccdo de lipidios totais; Lugol (Berlyn & Miksche 1976) para amido; Cloreto de Ferro III 10%
(Johansen 1940) para compostos fendlicos; PAS (McManus 1948) para polissacarideos totais;
Vermelho de Ruténio (Johansen 1940) para substincias pécticas; Acetato de Cobre/ Acido Rubeanico
para 4cidos graxos (Ganter & Jollés 1969); Reagente de Nadi para 6leos essenciais e 6leo resina (David
& Carde 1964) e Xylidine Ponceau (Mello & Vidal 1980) para proteinas. Os resultados foram
registrados por meio de imagens capturadas com camera digital (Olympus DP71) acoplada ao

microscopio 6ptico (Olympus BX51).

Teste imunocitoquimico (TUNEL)

A técnica do TUNEL proposta por Gavrielli et al. (1992) para detectar morte celular
programada foi aplicada em amostras de frutos maduros de Passiflora capsularis e P. citrina. Uma vez
que as quatro espécies estudadas sdo muito semelhantes, apenas duas foram selecionadas para
aplicacdo desse teste. Para tal, amostras foram fixadas em FAA 50, desidratadas em série etandlica,
embebidas em solucdes de etanol + xilol (3:1, 2:1; 1:1) e em xilol puro (I e II). Em seguida,
permaneceram por 24 horas em solucdo saturada de xilol + parafina (EMD) em estufa a 37°C.

Posteriormente, o material permaneceu em parafina (I e II) e foi incluido em parafina pura (Sass 1951).
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Os blocos obtidos foram seccionados em micrétomo rotativo € os cortes com cerca de 8um de
espessura foram aderidos as laminas silanizadas (Starfrost® Knittel) sendo as fitas distentidas com agua
destilada em placa aquecedora. As laminas permaneceram em estufa a 60°C overnight para
desparafinizacdo e em seguida, passaram pela série de xilol (I, I e III). A seguir, procedeu-se a
hidratacdo dos cortes passando o material em série etandlica decrescente (98%, 80%, 70%). Em
seguida, as amostras foram submetidas ao protocolo do KIT (Oncogene — Frag-EL, c6d. KIA-33) para
deteccdo de morte celular que se inicia com a passagem das laminas com os cortes em tampao TBS
(tris-buffered saline) pH 7,6 por 5 minutos.

Para o processo de permeabilizagdo das células, as laminas foram incubadas por 20 minutos
com proteinase K 1:100 em tampdao TRIS (tris-hidroximetilaminometano) pH 8,0 e lavadas com
tampao TBS pH 7,6. Posteriormente, os cortes foram deixados por 20 minutos em tampao TBS pH 7,6
com peroxido de hidrogénio 3%. Procedeu-se a incubag¢do dos cortes no tampao de equilibrio Tdt
Equilibriation Buffer por 30 minutos. Em seguida, os cortes foram encubados por 90 minutos com a
enzima Tdt (dexorribonucletidil transferase terminal) em estufa a 37°C. Depois desse tempo, os cortes
foram lavados com tampao TBS pH 7,6 e a reacdo bloqueada com o tampao de bloqueio por 10
minutos. Em cada corte, foi adicionada uma gota do revelador DAB com tempo de reacdo de 3
minutos. Em seguida, pingou-se uma gota de contra-corante (verde metila). Depois de 3 minutos, os
cortes foram lavados em dgua destilada, desidratados em série etandlica e em série de xilol. As laminas
foram montadas utilizando-se Permount como meio de montagem. Para o controle positivo foram
utilizadas laminas fornecidas no kit.

Esperou-se que o material genético das células em processo de morte celular corasse de
marrom. Os resultados foram registrados por meio de imagens capturadas com camera digital

(Olympus DP71) acoplada ao microscopio 6ptico (Olympus BX51).

RESULTADOS

Morfologia do ovario

As espécies da se¢do Xerogona apresentam ovario stpero com trés carpelos sendo um tnico
l6culo com muitos 6vulos. O ovério tem formato obovado-hexagonal em Passiflora capsularis, P.

cervii € P. rubra e oblongo em P. citrina (Fig. 1). A coloragdo varia sendo verde-amarelado em P.
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cervii € P. capsularis (Fig. 1a), esverdeada em P. citrina (Fig. 1b) e vermelho-arroxeado em P. rubra

(Fig. 1c). Todas as espécies apresentam 5-6 costelas e ovdrio piloso.

— @ ¥ e ©

Figura 1: Visdo geral do pistilo de espécies de Passiflora. a. P. capsularis. b. P. citrina. c. P. rubra com ovario muito

piloso. Escalas: a - 2 mm; b,c - 1 mm.

Morfologia do fruto

Os frutos das espécies estudadas sdo cdpsulas carnosas (Fig. 2,3). O formato e a coloragdo
variam de acordo com a espécie, sendo obovado-fusiforme e esverdeado em Passiflora capsularis (Fig.
2a); ovoide e avermelhado em P. rubra (Fig. 2b) fusiforme e verde claro em P. citrina (Fig. 2c). Os
frutos de P. cervii sdo mais arredondados/ovéides de coloracdo esverdeada (Figura 3). A coloragdo do
fruto em P. capsularis no inicio de seu desenvolvimento é geralmente verde e quando maduro,
aparecem tons amarelos na regido das costelas.

Frutos maduros de todas as espécies estudadas com 32 a 38 dias de desenvolvimento se abrem
por fendas na regido localizada entre as costelas (Fig. 2a). Estas fendas se formam na por¢do distal,
originando valvas que permanecem unidas na base, de forma que a capsula fica suspensa, com sua

abertura voltada para baixo, liberando, assim, as sementes.
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Anatomia do ovario

As caracteristicas anatdomicas sdo muito semelhantes entre as espécies e serdo descritas em
conjunto. Para efeito de comparagdo as informagdes de cada espécie foram sintetizadas na tabela 2 e
representadas pelas figuras 4-6.

As espécies da se¢do Xerogona estudadas apresentam ovério com epiderme externa e epiderme
interna uniestratificadas compostas por cé€lulas justapostas que apresentam nucleo conspicuo. A
epiderme externa apresenta tricomas tectores enquanto a epiderme interna é desprovida destes
apéndices em toda a sua extensdo (Fig. 4)

O tecido fundamental ovariano compde-se de 15-40 camadas de células parenquiméticas.
Destas, as camadas subepidérmicas possuem células pequenas, compactas, com nucleo denso e parede
espessa. J4 nas camadas subjacentes as células sdo maiores a medida que se aproximam da epiderme
interna (Fig. 4). Dispersos neste tecido estdo feixes vasculares laterais, dorsais e ventrais do tipo
colateral, constituindo a vascularizacdo do carpelo (Fig. 5). Idioblastos contendo compostos fendlicos
(Fig. 6) e idioblastos associados ao floema dos feixes vasculares contendo proteinas (Fig. 6) também

foram observados distribuidos pelo tecido fundamental.
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Figura 2: Frutos tipo cdpsula de espécies de Passiflora da se¢do Xerogona em diferentes estddios de desenvolvimento. a. P.
capsularis. Notar as fendas (setas) localizadas entre as costelas por onde os frutos se abrem. b. P. rubra. c. P. citrina.

Escalas:a_2cm; b_-0,5cm; ¢ -0,25 cm.
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Figura 3: Diferenca no formato dos frutos tipo capsula de Passiflora capsularis (a) e P. cervii (b). Material fixado. Notar que

o fruto é mais arredondado em P. cervii. Escalas _ Scm.

(b)

Tabela 2: Caracteristicas anatémicas do ovario das cinco espécies da se¢do Xerogona do presente estudo.

Tecido Epiderme externa Tecido fundamental Epiderme interna
Espécie
Passiflora Uniestratificada com - Camadas de células parenquimadticas: . o
. . . . . Uniestratificada com
capsularis estdmatos e tricomas 3-8 subepidérmicas; arranjo frouxo das dmat
. . . . ) estdomatos
(Fig. 4a) tectores unicelulares células préximo a epiderme interna
. Uniestratificada com - Camadas de células parenquimaéticas: . i
Passiflora . . . . Uniestratificada com
. estdmatos e tricomas 3-8 subepidérmicas; arranjo frouxo das .
cervii . . o . estomatos
tectores unicelulares células préximo a epiderme interna
- Camadas de células parenquimaticas:
Passiflora Uniestratificada com 2-5 subepidérmicas; arranjo frouxo das . .
. . . , L. . Uniestratificada com
citrina tricomas tectores uni e células préximo a epiderme interna R
. . 1 o estomatos
(Fig. 4b) multicelulares - Raros idioblastos com compostos fenélicos
préximos a epiderme interna
- Camadas de células parenquiméticas:
Passiflora Uniestratificada com 4-10 subepidérmicas; arranjo frouxo das . -
N . . . . Uniestratificada com
rubra estdmatos e tricomas células préximo a epiderme interna .
. . L estdomatos
(Fig. 4¢) tectores unicelulares - Muitos idioblastos com compostos

fendlicos dispersos
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Figura 4: Parede do ovdrio das espécies de Passiflora da secdo Xerogona. a-b. Secgdes transversais; c. Secc¢do longitudinal. a. P.
capsularis. Epiderme externa (EE) com tricomas, tecido fundamental (TF) onde se encontram feixes vasculares (FV) com
idioblastos (ID) associados e epiderme interna (EI) com estdmatos (seta). Notar 3-6 camadas subepidérmicas (CS) com parede
mais espessa que as demais. b. P. citrina. Epiderme externa (EE) com tricomas (setas) e tecido fundamental com feixes (FV)
dispersos. Detalhe do estdmato na epiderme interna (EI) “inset”. c. P. rubra. Epiderme externa (EE) apresentando tricomas
tectores (seta) e estdmato (“inset”). No tecido fundamental, muitos idioblastos com compostos fendlicos (CF) estdao dispersos.

Epiderme interna (EI) uniestratificada. Escalas: a - 100 pm; b _25 um, “inset” _ 2 pm; ¢ - 100 pm, “inset” _ 10 pm.
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Figura 5: Vascularizacdo do ovario em Passiflora capsularis. Notar a posicdo dos feixes dorsais (azul), ventrais (verde) e

dos feixes laterais (setas) em secdo transversal. a. Esquema. b. Corte anatdmico. Escalas: a - 200 um; b - 250 pm.

Figura 6: Testes histoquimicos para Xylidine Ponceau (a-b), Cloreto Férrico (c) no ovario de Passiflora capsularis (a),
P.citrina (b) e P. rubra (c). a. Sec¢do transversal. b,c. Seccdes logitudinais. a. Regido da costela do ovario mostrando dois
feixes vasculares (FV) com um aglomerado de idioblastos associados corados com substincias proteicas (destaque). b.
Detalhe um feixe vascular (FV) no tecido fundamental com idioblastos (seta) contendo proteina. c¢. Tecido fundamental

ovariano com idioblastos dispersos contedo compostos fendlicos (CF). Escalas - 100 pm.
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Ontogenia do fruto tipo capsula

O desenvolvimento observado para os frutos de Passiflora capsularis, P. cervii, P. citrina e P.
rubra foi o mesmo e apenas P. capsularis foi ilustrado (Fig. 7).

Baseados nos eventos de divisdo, alongamento e diferenciacdo celular foram estabelecidos
quatro estadios de desenvolvimento: - Estadio I: fruto em inicio de desenvolvimento (4-6 dias) -
frequentes divisdes celulares; - Estadio II: fruto jovem (12 a 24 dias) - alongamento celular e divisdes;

- Estadio III: fruto maduro (26 a 38 dias) - diferenciagao celular e deiscéncia do fruto.

Estadio I (Fig. 7c)

O epicarpo derivado da epiderme externa do ovério € formado por uma tnica camada de células
recoberta por uma cuticula delgada e contém tricomas tectores unicelulares. No mesocarpo, 2-8
camadas subjacentes ao epicarpo apresentam intensa divisdo celular periclinal e os feixes vasculares
estdo em processo de diferenciacdo. Idioblastos com contetido denso foram observados associados aos
feixes vasculares. As camadas de células mais internas do mesocarpo sdo maiores que aquelas mais
proximas ao epicarpo e apresentam aspecto esponjoso, devido ao arranjo frouxo das células. O
endocarpo possui uma camada tunica de células com estomatos e se mantém papiloso na regido da

placenta.

Estadio II (Fig. 7d)

O epicarpo do fruto jovem nao sofre muitas alteragdes, sendo constituido por uma camada de
células, recoberta por uma cuticula ornamentada e reducdo no nimero de tricomas tectores. No
mesocarpo observou-se um aumento no nimero de camadas e no tamanho das células devido as
divisdes celulares e ao alongamento celular que € a principal alteracdo anatdmica desse estddio. Além
disso, notou-se um espessamento das paredes periclinais das células parenquimaticas logo abaixo do
epicarpo. O endocarpo € formado por tinica camada de células. Nesta fase, de inicio de maturacao do
fruto, as células do mesocarpo adjacentes ao endocarpo comecam a se afastar formando espagos

intercelulares.
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Estadio III (Fig. 7e)

O epicarpo do fruto maduro € constituido por uma camada de células com cuticula espessa.
Neste estadio os tricomas sdo caducos e nao sdo tio frequentes. No mesocarpo aumentam os espacos
intercelulares devido a morte celular programada, evidenciada pela reacdo positiva ao teste TUNEL
(Fig. 8) de modo que se formam lacunas a partir do endocarpo em direcao ao epicarpo. O processo de
amadurecimento e, conseqiiente abertura do fruto, inicia-se por meio da desorganizacdo da parede
celular, seguido de obliteracdao das camadas de células. Dessa forma, € possivel observar, em diferentes
regides do mesocarpo, eventos de afrouxamento que sio responsdveis pela separacdo das células. Nao
ha a formacdo de uma linha de deiscéncia. Os espagos intercelulares s@o formados nas regides ao redor
dos feixes vasculares e a medida que aumentam as lacunas, ocorre o rompimento do pericarpo de
dentro para fora, na regido entre duas costelas, onde ndo héd feixes vasculares somente células
parenquimaticas. Nesta fase, o endocarpo se desintegra e apenas na regido papilosa € possivel distinguir

o formato das células.

Anatomia do fruto maduro

Os dados referentes as caracteristicas anatomicas do fruto maduro de P. capsularis, P. cervii, P.
citrina e P. rubra foram sumarizados na tabela 3 e apresentados de acordo com a divisdo do pericarpo:
epicarpo (Fig. 9), mesocarpo (Fig. 10) e endocarpo (Fig. 11) a fim de facilitar a comparacdo dos
resultados.

Os testes histoquimicos revelaram a presenga de idioblastos protéicos associados ao feixe
vascular no mesocarpo (Fig. 12a). J4 os idioblastos com conteido denso dispersos no mesocarpo
indicaram a presenca de compostos fendlicos (Fig. 12b), somente variando a quantidade dependendo
da espécie. A parede celular corou no teste para polissacarideos evidenciando a grande quantidade de
compostos pécticos (Fig. 12¢) e a cuticula reagiu positivamente aos testes para compostos lipofilicos

(Fig. 12d).
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Figura 7: Ontogenia do fruto tipo capsula de Passiflora capsularis. a-e. Seccdes transversais. a. Visdo geral do ovario
mostrando a regido de uma costela (seta). b. Parede do ovario com epiderme externa (EE) e interna (EI) uniestratificadas.
Notar os idioblastos (ID) densos associados ao floema do feixe vascular (FV). c. Estddio 1. Pericarpo composto de trés
regides: epicarpo (EP), mesocarpo (ME) e endocarpo (EN). Detalhe do epicarpo com tricomas (“inset”) e idioblastos ricos
em compostos fendlicos (CF) abaixo do epicarpo. d. Estadio II. Aumento do nimero de camadas no pericarpo e aumento
dos espacos intercelulares proximos ao endocarpo (seta). Notar as células papilosas do endocarpo (ENP). e. Estddio III.
Formacdo de fendas (setas) ao redor do feixe vascular (FV) que irdo promover a abertura do fruto. Escalas: a,c,d,e - 200 pm;

b _50 um; “inset” ¢ -5 pm.
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Figura 8: Teste TUNEL aplicado no tltimo estddio de desenvolvimento dos frutos de Passiflora capsularis (b,e) e P.
citrina (c,d). a. Controle positivo — ldmina do Kit. b. Corte anatdmico da visdo geral do pericarpo ilustrando os espacos
intercelulares (*). c. Células do mesocarpo com ntcleo corado (setas). d. Reac@o positiva para algumas células presentes
no mesocarpo (setas). e. Teste positivo em algumas células do pericarpo (setas). Notar os espacos intercelulares (*). CF:

composto fendlico. Escalas a,c_ 50 um; b~ 200 pm; d - 25 pme - 250 pm.



Tabela 3: Andlise comparativa do pericarpo do fruto maduro de espécies de Passiflora.

Tecido

Espécie Epicarpo Mesocarpo Endocarpo
- 3-6 camadas de células parenquimadticas
Uniestratificado com compactas proximas ao epicarpo (Fig. 10a . .
. . p P . P rp (Fig ) Uniestratificado
estOmatos, lenticela e - Idioblastos associados ao feixe vascular ~
. . o .. . com estdmatos
Passiflora tricomas tectores - Compostos fendlicos préximos ao epicarpo .
. . . - Cuticula pouco
capsularis unicelulares (fig. 9a) 4
. . espessada
- Cuticula espessa -Idioblastos contendo drusas (Fig. 10a) (F? 11a)
(Fig. 9a,b) - Espacos intercelulares préximo ao &
endocarpo (Fig. 10a)
- 3-6 camadas de cé€lulas parenquimadticas
. . compactas proximas ao epicarpo . .
Uniestratificado com P p piearp Uniestratificado

. N . - Idioblastos associados ao feixe vascular .
Passiflora estdmatos e tricomas 1 .. . com estomatos
- Compostos fendlicos préximos ao epicarpo

cervii tectores unicelulares . - Cuticula pouco
B - Idioblastos contendo drusas
- Cuticula espessa . L espessada
- Espacgos intercelulares proximo ao
endocarpo
- 2-4 camadas de células parenquimadticas
Uniestratificado com compactas proximas ao epicarpo (Fig. 10b) Uniestratificado
Passiflora estOmatos e tricomas - Idioblastos associados ao feixe vascular com estdmatos
. tectores multicelulares - Compostos fendlicos préximos ao epicarpo - Cuticula
citrina , . .
- Cuticula ornamentada (Fig. 9¢) e ao endocarpo (Fig. 10b) espessa
(Fig. 9¢) - Espacos intercelulares préximo ao (Fig. 11b)
endocarpo (Fig. 10b)
- 5-6 camadas de células parenquimadticas
Uniestratificado com compactas proximas ao epicarpo (Fig. 10c) Uniestratificado
. estdmatos e tricomas - Idioblastos associados ao feixe vascular com estdomatos
Passiflora . . 1 . .
rubra tectores multicelulares - Muitos compostos fendlicos dispersos - Cuticula
- Cuticula espessa (Fig. 10c) espessa
(Fig. 9d) - Espacos intercelulares préximo ao (Fig. 11¢)

endocarpo (Fig. 11c¢)
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Figura 9: Seccdes transversais do fruto maduro de quatro espécies de Passiflora. Epicarpo uniestratificado e com
cuticula espessa em todas as espécies. a-b. P. capsularis. a. Epicarpo (EP) com tricomas tectores. Compostos fendlicos
(CF) préximos ao epicarpo foram observados. b. Presenca de uma lenticela (seta). c. P. citrina. Tricomas multicelulares
(setas) e estdmato (destaque) presentes. Compostos fendlicos (CF) abaixo do epicarpo (EP). d. P. rubra. Epicarpo com
tricoma (seta). Notar grande quantidade de idioblastos com compostos fendlicos (CF) abaixo do epicarpo. Escalas: a,c,d -

50 um; b - 100 pm.
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Figura 10: Anatomia do mesocarpo de frutos maduros do tipo cdpsula. a-c. Secc¢des transversais. a. Passiflora capsularis.
Presencga de 3-6 camadas de células parenquimdticas (PAR) compactas préximas ao epicarpo (EP), cristais do tipo drusas
(“inset”) e espacgos intercelulares (destaque) proximo ao endocarpo (EN). b. P. citrina. 2-4 camadas de células
parenquimaticas compactas (destaque), idioblastos (ID) associados ao feixe vascular (FV) e compostos fendlicos (CF)
préximos ao epicarpo (EP) e ao endocarpo (EN). Notar os espacos intercelulares (setas) préximos ao endocarpo. c. P. rubra.
Mesocarpo apresenta 5-6 camadas de células parenquimadticas compactas (destaque) préximas ao epicarpo (EP) e muitos

compostos fendlicos (CF) dispersos. Escalas: a,b - 125 um; “inset” a — 10 um; ¢ - 100 um.
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Figura 11: Sec¢des transversais mostrando com detalhe o endocarpo uniestratificado com estOmatos das espécies
estudadas. a. Passiflora capsularis. Notar os espacos intercelulares (seta) préximos ao endocarpo. b. P. citrina. Notar a
cuticula espessa (seta). c. P. rubra. Cuticula espessa (seta) e compostos fenélicos (CF) préximos ao endocarpo. Observar o

espaco intercelular (destaque). Escalas - 50 pm.
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Figura 12: Testes histoquimicos para Xylidine Ponceau (a), Cloreto Férrico (b), PAS (c) e Sudan IV (d) no fruto de

Fassiflora citrina (a), P. rubra (b,d) e P. capsularis (c). a-d. Seccdes transversais. a. Idioblastos contendo proteinas
(destaque) associados ao feixe (FV) no mesocarpo. b. Idioblastos com compostos fendlicos (CF) espalhados no mesocarpo
c. Conjunto de células (destaque) com parede espessa (setas) na regido da costela do fruto. d. Detalhe do epicarpo com
estomato evidenciando a reacdo positiva para substincias lipofilicas na cuticula. Escalas: a - 200 um; b- 50 pm; ¢ - 100 pm;
d_20 pm.

DISCUSSAO

A ontogenia de frutos de espécies de Passiflora nao € descrita na literatura e este trabalho
apresenta a primeira descricdo anatdmica de frutos deste género.

Nos frutos das espécies de Passiflora estudadas foi possivel estabelecer estddios ontogenéticos
devido aos processos de diferenciagdo do pericarpo. Segundo Souza (2003) as fases de
desenvolvimento do fruto sdo estabelecidas devido a divisdo, expansdo ou alongamento das células e
maturacio celular. Corroborando os dados da literatura, o desenvolvimento das cdpsulas ocorreu em

trés etapas: divisdo, alongamento e maturacao das células do pericarpo.
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Nos estadios iniciais do desenvolvimento dos frutos das espécies incluidas no presente estudo,
foram encontradas camadas de células com caracteristicas peculiares de divisdo celular como
citoplasma denso e nicleo evidente. Segundo Souza (2003), o desenvolvimento do ovério formando o
fruto envolve intensa atividade meristematica que varia para cada espécie, conforme a fase de
crescimento. Nas espécies de Passiflora estudadas e em frutos do tipo legume as divisdes celulares sao
intensas apd0s a abertura da flor. Por outro lado, em Aspidosperma polyneuron Miill. Arg.
(Apocynaceae), por exemplo, intensas divisdes celulares ocorrem no ovério em pré-antese (Souza
2003).

O periodo de divisao celular é seguido pelo alongamento das células, que no caso do fruto das
espécies de Passiflora, ocorre no mesocarpo. Esse processo € marcado pelo aumento de volume dos
vacuolos devido a captacdo de dgua e pelo espessamento da parede celular (Roth 1977).

O processo de maturacao dos frutos envolve, principalmente, mudancas quimicas da parede e
do contetdo das células, perda significativa de dgua e pequenas alteracdes anatdomicas (Souza 2006).
No udltimo estddio de desenvolvimento do fruto tipo cdpsula das espécies de Passiflora, a mudanga
mais significativa estd relacionada a formacdo de espacos intercelulares devido a morte celular
programada facilitando a abertura do fruto.

Morte celular programada (PCD) é um processo ativo essencial para a manutencdo do
desenvolvimento dos seres vivos, sendo importante para os mecanismos de desenvolvimento e defesa
(Gunawardena et al. 2005; Grivicich et al. 2007; Reape et al. 2008). Tem sido definida como uma
sequéncia de eventos (potencialmente passiveis de interrupcdo) que levam a destruicdo controlada e
organizada da célula (Lockshin & Zakeri 2004).

O processo de morte celular atuando na abertura das cédpsulas de Passiflora também foi
observado participando da deiscéncia de frutos de Brassica napus L. (Meakin & Roberts 1990) e de
Arabidopsis (DC.) Heynh. (Gémez et al. 2014). Outros exemplos de estudos de PCD em plantas
incluem diferenciacdo dos elementos traqueais (Fukuda 1997), aborto de primérdios de estames em
flores pistiladas (Cheng er al. 1983; Calderon-Urrea & Dellaporta 1999), formagdao de aerénquima
lisigeno (Gunawardena et al. 2001), morfogénese da folha (Gunawardena et al. 2004, 2005, 2006,
2007), formagao de glandulas na folha (Liu et al. 2010), formacdo de cavidades secretoras (Rodrigues
et al. 2011) e de laticiferos (Zhou & Liu 2011). Contudo, como ocorreu morte das células ao acaso e

nao somente entre as costelas que € por onde se rompe o pericarpo das cipsulas de Passiflora, pode-se
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concluir que nesse caso o processo de morte celular programada apenas auxiliou o mecanismo de
deiscéncia do fruto.

Os mecanismos de deiscéncia estdo baseados, em geral, em movimentos de tecidos vivos ou
mortos sendo que dois tipos fundamentais podem ocorrer: o higroscépico e o de turgor. Os
higroscépicos dependem, geralmente, do encolhimento ou distensdo de paredes secunddrias de células
mortas, enquanto o de turgor funciona com células vivas, de paredes elésticas (Roth 1977). Com base
nos resultados encontrados para Passiflora, ainda que os tecidos encontrados no pericarpo das cépsulas
ndo apresentaram parede secunddria, inferiu-se que o modo de abertura desses frutos seja do tipo
higroscépico, visto que no seu processo de maturagdo ocorreu encolhimento das paredes formando
espacos intercelulares. Porém, andlises ultraestruturais se tornam necessdrias para melhor compreensao
das alteragcdes que ocorrem como conseqiiéncia da morte programada das células.

Embora os frutos do tipo cdpsula das espécies da secdo Xerogona representem uma condi¢ao
incomum em Passifloraceae cujos frutos sio comumente do tipo baga, o pericarpo dos dois tipos de
fruto desenvolve-se de forma semelhante apresentando trés regides: epicarpo correspondente a uma
epiderme externa (as vezes com camadas subepidérmicas), mesocarpo que pode se diferenciar em
diversas camadas especializadas, e endocarpo geralmente uniestratificado, representado pela epiderme
interna (Roth 1977). Diferencas no tamanho e no arranjo das células parenquimaticas que compdem o
mesocarpo dos frutos maduros, maiores e apresentando arranjo frouxo a medida que se aproximam do
endocarpo, foi também observada no pericarpo de bagas de espécies de Solanum L. (Chiarini &
Barboza 2008). Entretanto, as células do pericarpo dos frutos do tipo baga sdo geralmente maiores que
aquelas presentes no pericarpo das cdpsulas (Roth 1977). Dessa forma, estas caracteristicas ndo sio
uteis para distinguir os dois tipos de frutos.

Os tricomas tectores com diferentes formatos observados na epiderme externa do ovario e no
epicarpo como apéndices de todas as espécies estudadas de Passiflora, normalmente estdo associados
com a reducdo da transpiracdo e ocorrem especialmente em estruturas jovens quando as paredes
externas das células epidérmicas sdo ainda delicadas e ndo sdo revestidas por uma cuticula espessa
(Roth 1977).

A periderme também pode fazer parte do epicarpo maduro, comumente sob forma de lenticela.
Assim como em Passiflora capsularis, lenticelas também foram registradas nos frutos de

Aspidosperma polyneuron (peroba-rosa) e de Guarea kunthiana A. Juss. (figo-do-mato) (Souza 2006).
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A presenca de lenticelas no epicarpo maduro pode ocorrer originada pela atividade meristematica de
tecido subepidérmico (Souza 2003). A localizacdo das lenticelas abaixo dos estdmatos em Passiflora
também foi vista em espécies de Aspidosperma Mart. & Zucc. (Gomes 2008). Dessa forma, sugere-se
que haja uma conexao entre estobmatos e lenticelas. A ocorréncia destas estruturas nos frutos independe
da expansdo dos tecidos em decorréncia do crescimento, conforme apontado por Roth (1977), mas
ainda nao ha clareza da fun¢do de estomatos e lenticelas em frutos.

Os compostos fendlicos encontrados dispersos no mesocarpo dos frutos das espécies de
Passiflora sdo considerados um tipo de defesa quimica contra a herbivoria (Swain 1979) por tornarem
os frutos, muitas vezes, impalatdveis quando imaturos. Entre as defesas apresentadas por espécies de
Fassiflora destacam-se aquelas classificadas como constitutivas: presenga de antocianinas — em que o
estimulo para sua producdo € a intensidade de luz solar — e adaptacdes morfoldgicas, como tricomas
tectores.

Ainda no mesocarpo das espécies da secdo Xerogona destacou-se a presenca de cristais de
oxalato de célcio (drusas) isolados ou em pequenos grupos. A natureza quimica, a morfologia e a
localizag@o dos cristais no corpo da planta podem ser especificos e particularmente interessantes para
trabalhos taxonomicos (Judd et al. 2009; Webb 1999). A deposicdo do oxalato de cédlcio em forma de
cristais pode ter evoluido como um mecanismo primdrio para controlar o excesso de cdlcio em muitas
plantas, provendo multiplos beneficios para os diferentes 6rgdos e protegendo-os. Estudos de genética
molecular oferecem oportunidades adicionais para identificar fatores celulares que afetam a
cristalizacdo de oxalato de cdlcio, incluindo os genes especificamente expressos em células formadoras
de cristais (Webb 1999).

O endocarpo de frutos do tipo cdpsula é normalmente esclerenquimatico enquanto em frutos do
tipo baga é composto por células epidérmicas de parede primdria (Souza 2006). No entanto, o
endocarpo de todas as espécies de Passiflora estudadas apresentou apenas células epidérmicas com
parede primdria. A presenca de um endocarpo fibroso e lignificado estd diretamente relacionada ao
mecanismo de deiscéncia dos frutos. Entretanto, nas cdpsulas carnosas de P. capsularis, P. cervii, P.
citrina e P. rubra a auséncia desse tecido, bem como uma abertura de maneira atipica sem a formacao
de uma linha de deiscéncia — diferindo das cdpsulas secas que apresentam deiscéncia definida por
fendas longitudinais (Souza 2003) - sugerem que apenas o processo de morte celular programada

participa do mecanismo de deiscéncia das capsulas.

50



A anélise da abertura do fruto cédpsula de Passiflora envolvendo o processo de morte celular
representa um dado inédito para a familia. Pouco se sabe a respeito do estimulo para que esse processo
ocorra, uma vez que houve marcagdo positiva em varias células do pericarpo de maneira aleatéria nos
frutos estudados. Sugere-se que no caso das cdpsulas carnosas a morte das células ocorra devido a
senescéncia, uma vez que a abertura do fruto ocorre na etapa final do seu desenvolvimento.

As cépsulas carnosas de Passiflora capsularis, P. cervii, P. citrina € P. rubra representam um
dos poucos casos de frutos carnosos que se abrem. Outro exemplo é o fruto de Momordica charantia L.
(Cucurbitaceae), uma cdpsula carnosa deiscente de coloragdo amarelo-alaranjado, apresentando
sementes envolvidas por um apéndice carnoso comestivel, de cor vermelha (Daleffi Zocoler et al.
2006). Espécies da familia Meliaceae (Cabralea canjerana (Vell.) Mart., Guarea kunthiana e Trichilia
catigua A. Juss.) também apresentam capsulas carnosas deiscentes. No entanto, em Guarea kunthiana
o endocarpo € lignificado e participa ativamente no processo de abertura do fruto maduro (Dias-Pinto
et al. 2003).

As informacgdes encontradas neste estudo revelam que as caracteristicas anatdmicas do fruto sdo
bastante conservadas e unificadoras na secdo Xerogona. Além disso, as peculiaridades encontradas para
cada espécie estudada nao influenciam na descri¢io dos caracteres analisados. Portanto, o estudo
anatomico de frutos é de grande valia para a criacdo de um sistema de classificacdo mais natural, pois
sdo unidades relativamente conservadas filogeneticamente (Roth 1977).

Diante do exposto, destaca-se a importancia de novos estudos abrangendo mais espécies
incluidas nos outros subgéneros de Passiflora além de abordar a evolucdo de caracteres e a inclusdo de

outros novos para facilitar a elucidacdo das relagdes infragenéricas do grupo.
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Morfo-anatomia da semente e ontogenia dos tegumentos em espécies do género Passiflora, secao
Xerogona (Passifloraceae)
Milani, J.F.; Vilarta, M.R.; Carmello-Guerreiro, S.M.

RESUMO

O estudo de sementes em espécies pertencentes a familia Passifloraceae normalmente é focado em
trabalhos de fisiologia. Diante desse fato, este trabalho teve como objetivo caracterizar a morfo-
anatomia das sementes de quatro espécies do género Passiflora subgénero Decaloba superse¢io
Decaloba se¢do Xerogona, bem como elucidar o seu processo de desenvolvimento por meio de estudos
anatomicos, histoquimicos e de superficie. As sementes sdo levemente achatadas e apresentam
ornamentacdes. Os dvulos sdo andtropos e bitegumentados. Na semente jovem, a testa € constituida de
duas camadas: exotesta e endotesta. O tégmen € composto por trés camadas: exotégmen, mesotégmen e
endotégmen. Nesta fase foi observado o arilo de origem funicular formado por células parenquimaticas,
que recobre parcial ou totalmente a semente. Os testes histoquimicos revelaram a presenca de
compostos fendlicos e graos de amido dispersos no arilo. Durante o desenvolvimento das sementes
ocorre o alongamento diferencial dos tegumentos, formando sulcos que resultam em um endoperma
ruminado. Na semente madura, o tegumento externo origina a sarcotesta € o exotégmen constitui a
camada mecanica formada por macroesclereides em palicada. O mesotégmen e o endotégmen
encontram-se comprimidos e apresentam deposicdo de compostos fendlicos. As caracteristicas
anatOmicas das sementes relatadas neste trabalho sdo muito semelhantes evidenciando um padrdo no
grupo.

Palavras-chave: desenvolvimento, semente ruminada, macroesclereides

ABSTRACT

The study of seeds in species of Passifloraceae is usually focused in physiology works. Given that, this
study aimed to characterize the morphology and anatomy of seeds of four species of Passiflora genus
Decaloba subgenus Decaloba supersection Xerogona section, as well as to elucidate its development
process through anatomical, histochemical and surface studies. The seeds are slightly flattened and

have surface ornamentation. The ovules are anatropous and bitegmic. In young seed, testa consists of
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two layers: exotesta and endotesta. The tegmen is composed of three layers: exotegmen, mesotegmen
and endotegmen. At this stage, the aryl of funicular origin formed by parenchyma cells, partially or
completely covering the seed, was observed. The histochemical tests revealed the presence of phenolic
compounds and starch grains dispersed in the aryl. During seed development the differential tegument
elongation occurs, forming sulcus that results in a ruminate endosperm. In mature seed, the outer
integument originates sarcotesta and exotegmen is the mechanical layer formed by macrosclereids in
palisade. The mesotegmen and endotegmen are compressed and deposition of phenolic compounds are
present. The anatomical characteristics of seeds reported in this work are very similar showing a pattern
in the group.

Keywords: development, ruminated seed, macrosclereids

INTRODUCAO

Passifloraceae sensu lato contém atualmente trés familias: Passifloraceae sensu stricto,
Turneraceae e Malesherbiaceae (APG III 2009). As relacdes entre os tdxons infra-familiares estdo bem
definidas e estudos moleculares recentes, suportam Passifloraceae s.. como um grupo claramente
monofilético (Muschner et al. 2003; Soltis et al. 2007) bem como as trés familias incluidas nesse grupo
(Tokuoka 2012). Passifloraceae s.s. cuja distribuicdo € tropical e subtropical apresenta uma
impressionante diversidade de estruturas florais, resultado de relacdes com insetos herbivoros e
polinizadores (Ulmer & MacDougal 2004).

Passiflora L. é o maior dos quatro géneros de Passifloraceae s.s. ocorrentes no Brasil (Feuillet
& MacDougal 2007) contando com aproximadamente 560 espécies (Krosnick et al. 2013). Divide-se
em cinco subgéneros: Astrophea (DC.) Mast, Decaloba (DC.) Rchb., Deidamioides (Harms) Killip,
FPassiflora L. e Tetrapathea (DC). P.S. Green (Krosnick et al. 2013).

Passiflora capsularis L., P. cervii Milward-de-Azevedo, P. citrina MacDougal, P. rubra L. e
outras dez espécies pertencem a secao Xerogona (Raf.) Killip que estd incluida no subgénero Decaloba
supersecdo Decaloba (DC.) J.M. Macdougal & Feulliet. As espécies nesta se¢do apresentam em
comum, frutos tipo cépsula, o que constitue uma excecdo em Passiflora, cujos frutos comumente sao
do tipo baga (Ulmer & MacDougal 2004). As sementes das espécies pertencentes ao subgénero

Decaloba sao oblongas, elipticas ou obovadas e a testa foveolada ou irregularmente/transversalmente

sulcada (Milward-de-Azevedo & Baumgratz 2004).
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A semente funciona originalmente como um didsporo depois de ser liberada do fruto (Leins &
Erbar 2010) e pode possuir diferentes atrativos, como o tamanho, o brilho, o contraste de cores, o odor
e 0s materiais nutritivos que estdo normalmente presentes em tecidos carnosos como na superficie da
semente - a sarcotesta- e em um apéndice especial - o arilo (Werker 1997).

As sementes sarcotestais sdo geralmente dispersas por endozoocoria, sendo que o tegumento
carnoso assume a mesma funcdo de frutos carnosos indeiscentes ao tornar-se atrativo para o animal.
Apesar da sarcotesta representar um potencial atrativo para a dispersdo da semente por endozoocoria e
sinzoocoria, quando se trata de frutos deiscentes, arilos suculentos contribuem consideravelmente para
a sua dispersdo principalmente na atracdo de formigas (Werker 1997). Em Passifloraceae, os arilos sdo
comestiveis e fonte de suco dos maracujés (Souza et al. 2003), além de terem a fun¢do de recompensa
alimentar para as formigas que dispersam a semente, j& que constituem uma fonte secundaria de
proteinas para esses agentes dispersores (Passos & Oliveira 2004).

Embora trabalhos recentes tratem da morfo-anatomia de sementes em Passiflora (Pérez-Cortéz
et al. 2002, 2005, 2009), estudos disponiveis sobre semente em espécies de Passifloraceae
normalmente focam em trabalhos de fisiologia (Ferreira er al. 2002; Ferreira et al. 2005; Araujo et al.
2009). O conhecimento das estruturas da semente é de grande importancia, por fornecer informagdes
sobre germinacdo, armazenamento, viabilidade e métodos de semeadura. (Kuniyoshi 1990). Além
disso, a geracdo de dados morfo-anatdmicos de sementes em Passiflora visa a acrescentar
conhecimento a essa drea pouco estudada.

Dessa forma, este trabalho teve como objetivo caracterizar a morfologia externa e interna das
sementes de quatro espécies pertencentes a se¢do Xerogona, cujo fruto é do tipo cdpsula, além de

elucidar a ontogenia dos tegumentos seminais dessas espécies.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

O material utilizado foi proveniente de plantas cultivadas na casa de vegetacdo do
Departamento de Biologia Vegetal do Instituto de Biologia da UNICAMP, Campinas - SP. Foram
coletados 6vulos da flor em antese e sementes de Passiflora capsularis, P. cervii, P. citrina e P. rubra

em diferentes estddios, que foram estabelecidos com base no tempo de desenvolvimento em dias do
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fruto de cada espécie. O material testemunha estd depositado no herbario da Universidade Estadual de

Campinas (UEC) — Tabela 1.

Tabela 1: Espécies de Passifloraceae selecionadas para o presente estudo

Espécie Coletor Numero
Passiflora capsularis L. M. Dornelas 15 UEC 153239
Passiflora citrina MacDougal M. Dornelas 9 UEC153234
Passiflora cervii Milward-de-Azevedo J.F.Milani 1 UEC181376
Passiflora rubra L. M. Dornelas 18 UEC 154643

A descricdo morfolégica dos exemplares foi feita por observacdes diretas e em
estereomicroscopio. A documentacdo deste estudo foi por fotos digitais realizadas em

estereomicroscopio Leica modelo MSV266 com o aumento em escala demonstrativa.

Estudo anatdmico

O material coletado foi fixado em FAA (Formaldeido, Acido Acético, etanol 50%: 1:1:18 v/v)
por 24 horas (Johansen 1940) ou em FNT - Formalina Neutra Tamponada - por 48 horas (Lillie 1965),
desidratado em série etandlica e estocado em etanol 70%. Para estudo anatdmico, o material foi
incluido em resina pléstica (Historesin® Leica) de acordo com a técnica de Gerrits & Smid (1983)
seguindo as recomendagdes do fabricante. Apds a inclusdo, os materiais foram montados e seccionados
transversal e longitudinalmente em micr6tomo rotativo manual com navalha descartavel de tungsténio,
na espessura de 8 um a 10um. Os cortes foram corados com Azul de Toluidina a 0,05% em tampao
acetato, pH 4,7 (O'Brien et al. 1964), as laminas montadas temporariamente em dgua € as imagens

obtidas com camera digital (Olympus DP71) acoplada ao microscépio dptico (Olympus BX51).

Testes histoquimicos

Seccdes de material emblocado em resina de Passiflora capsularis, P. citrina e P. rubra foram
submetidas aos seguintes tratamentos: Sudan IV (Pearse 1980) para deteccdo de lipidios totais; Lugol
(Berlyn & Miksche 1976) para amido; Cloreto de Ferro III 10% (Johansen 1940) para compostos
fendlicos; PAS (McManus 1948) para polissacarideos totais; Vermelho de Ruténio (Johansen 1940)

para substincias pécticas; Acetato de Cobre/ Acido Rubednico para dcidos graxos (Ganter & Jollés
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1969); Reagente de Nadi para 6leos essenciais e 6leo resina (David & Carde 1964) e Xylidine Ponceau
(Mello & Vidal 1980) para proteinas. Os resultados foram registrados por meio de imagens capturadas
com camera digital (Olympus DP71) acoplada ao microscépio 6ptico (Olympus BX51). Os testes ndo
foram realizados para P. cervii uma vez que as caracteristicas anatomicas estudadas nessa espécie sao

idénticas as de P. capsularis.

Microscopia eletrOnica de Varredura (MEV)

Para a realizacdo do exame de superficie em microscopia eletronica de varredura (MEV),
amostras de sementes maduras foram dissecadas e fixadas em FAA 50 (Johansen 1940), desidratadas
em série etandlica até dlcool 100%, submetidas ao ponto critico em um aparelho Bal Tec CPD 030,
montadas em suportes metdlicos com fita adesiva de carbono e, entdo, cobertas com ouro em
metalizador Bal Tec SCD 050. As observacdes foram feitas em um microscépio JEOL JSM 5200,

sendo as imagens obtidas em camera fotografica JEOL MP.

RESULTADOS

Morfologia da semente

As sementes maduras das espécies da se¢do Xerogona sdo pequenas (Quadro 1), levemente
achatadas, apresentam ornamentacdes no tegumento externo e a coloracdo varia dependendo da
espécie. E preta em Passiflora capsularis (Fig. 1a), bege em P. citrina (Fig. 1b), bege ou marrom clara
em P. cervii (Fig. 1¢) e marrom escura em P. rubra (Fig. 1d). O arilo envolve parcialmente as sementes
de P. capsularis (Fig. 1a), P. cervii (Fig. 1c) e P. citrina (Fig. 1b) e recobre totalmente a semente de P.

rubra (Fig. 1d). Esse resultado também foi observado pelo exame de superficie (Fig. 2)

Quadro 1: Variagdo de valores (mm) de largura e comprimento das sementes de quatro espécies de Passiflora.

Medidas Menor largura | Maior largura | Menor comprimento Maior comprimento
Espécies
P. capsularis 2,07 2,74 2,90 4,15
P. cervii 2,11 2,60 2,90 5,14
P. citrina 1,68 2,47 2,30 3,73
P.rubra 1,16 3,31 3,36 5,76
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Figura 1: Aspecto morfoldgico da semente madura das quatro espécies de Passiflora. a. P. capsularis. Arilo cobrindo quase

metade da semente (seta) b. P. citrina. Arilo recobrindo uma pequena parte da semente (seta) c. P. cervii. Arilo cobre quase

metade da semente (seta). d. P. rubra. Semente sem arilo (seta) e com arilo recobrindo-a completamente (imagem a direita).

Escalas: a,b,d - 0,25 cm;c-1cm.
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Figura 2: Eletromicrografias de varredura das sementes maduras de Passiflora capsularis (a), P. citrina (b) e P. rubra (c).
O arilo (A) recobre parcialmente as sementes (S) de P. capsularis e P. citrina, enquanto em P. rubra ndo € possivel

observar a semente, uma vez que o arilo (A) recobre-a totalmente. Escalas: a-b _ 50 um; ¢ - 25 um.

67



Anatomia do évulo

Os o6vulos das espécies da secdo Xerogona sdo andtropos (Fig. 3a) e bitegumentados: o
tegumento externo apresenta duas camadas enquanto o interno € formado por trés camadas de células
(Fig. 3¢). A micropila é formada pelo exdstoma e pelo endéstoma, sendo as aberturas nao coincidentes
- micrépila em zig-zag (Fig. 3a). Na regido oposta a micrdpila - calaza - diferencia-se a hipostase (Fig.
3b) cujas células apresentam paredes mais espessas que as demais, citoplasma denso e nucleo evidente.

Neste estadio observou-se o inicio da formacao do arilo (Fig 3a).

Ontogenia dos tegumentos

Os resultados encontrados foram semelhantes para as quatro espécies da se¢ao Xerogona e por
isso serdo apresentados conjuntamente em cada estddio. Tendo em vista os eventos de divisdo,
alongamento e diferenciagdo celular foram estabelecidos trés estddios de desenvolvimento: - Estadio I:
semente em inicio de desenvolvimento (4-6 dias); - Estadio II: semente jovem (12 a 24 dias); -

Estadio III: semente madura (26 a 38 dias).

Estadio I

O tegumento externo do 6évulo formard o tegumento externo da semente denominado testa. Este
€ constituido de duas camadas: exotesta com células levemente isodiamétricas e endotesta formada por
uma camada de células alongadas (Fig. 4a). J4 o tegumento interno possui trés camadas: exotégmen
composto por células alongadas; mesotégmen e endotégmen cada um formado por uma camada de
células achatadas muito semelhantes entre si (Fig. 4a). O arilo tem origem funicular e comecga a crescer
(Fig. 4b). O endosperma estd em inicio de desenvolvimento como um agregado de protoplastos, com

nucleos evidentes e citoplasma denso (Fig. 4a).

Estadio IT

Na semente jovem as células da exotesta sdo cubdides e justapostas enquanto a endotesta é
formada por células alongadas com alguns espacos intercelulares. As paredes das células que compdem
a testa s@o muito finas. No tegumento interno, o exotégmen € formado por uma camada de células
alongadas, e o mesotégmen e endotégmen que nao sdo facilmente distinguiveis, mas observou-se

depdsito de compostos fendlicos nestas camadas (Fig. Sa).
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Nesta fase, o arilo ja se desenvolveu e recobre a semente parcial ou totalmente, dependendo da
espécie. Em todas as espécies o arilo € formado por células parenquimdticas grandes de parede fina e
apresenta idioblastos com compostos fendlicos (Fig. 5b). O feixe vascular que se projetava da parede
do ovério para cada 6vulo é mantido na semente e o suprimento vascular atravessa o funiculo e se

estende pela rafe (Fig. 5b).

Estadio I11

O desenvolvimento dos tegumetos que se inicia na semente jovem (estadio II) e se completa na
semente madura se da pelo alongamento diferencial das células do exotégmen e da endostesta que
sofrem divisdes anticlinais. Ha regides com células muito alongadas no sentido radial, intercaladas com
células curtas, formando sulcos. Esse padrao também foi notado no exame de superficie (Fig. 6). Nas
regides em que as células do exotégmen sdo curtas, as células da endotesta se alongam. Ja nos
intervalos de alongamento do exotégmen, notou-se que ocorre um aumento de volume destas células
for¢ando o encurtamento da endotesta. Esse processo resulta na ruminacio do endosperma (Fig. 7a).

Neste estddio também se observou que a parede periclinal interna da endotesta aumenta a sua
espessura e torna-se marrom-amarelada, devido ao depdésito de substancias (Fig. 7b,c).

Na semente madura o tegumento externo forma a sarcotesta (Fig. 7d). Neste estddio, o
exotégmen se constitui na camada mecanica formada por macroesclereides em pali¢ada, representando
a esclerotesta. O mesotégmen encontra-se comprimido e o endotégmen apresenta a deposi¢do de

compostos fendlicos (Fig. 7d).
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Figura 3: Seccdes anatdmicas dos 6vulos de Passiflora capsularis (a,b). P. citrina (c) e P. rubra (d). a-b. Seccdes
longitudinais. c-d. Sec¢des transversais. a. Ovulo anétropo destacando a micrépila (M) em zig zag, a calaza (C) regido
onde as células apresentam parede espessa indicando a diferenciagdo em hipdstase (“inset”). Notar o inicio da formagio
do arilo (seta). b. Detalhe do évulo ressaltando a hispdstase (H) e a regido da sinérgide (SI) com provével contetido do
tubo polinico. c. Ovulo bitegumentado. Tegumento externo (TE) com duas camadas e tegumento interno (TI) com trés
camadas. NU: nucelo. FV: Feixe vascular. d. Detalhe dos tegumentos. Notar que as células do tegumento interno (TI) sdo

menores que as células do tegumento externo (TE). Escalas: a, “inset” a, ¢,d - 20 pm; b _ 50 pm.
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Figura 4: Estddio I do desenvolvimento da semente de espécies de Passiflora. a-b. Sec¢des longitudinais. a. Visdo
panordmica da semente de P. capsularis em inicio de desenvolvimento. Detalhe dos tegumentos “inset”. EXT: Exotesta.
ENT: Endotesta. EXG: Exotégmen. MG: Mesotégmen. ENG:Endotégmen. END: Endosperma com ntcleos evidentes. b.
Arilo (destaque) que envolve parte da semente em P. citrina. FU: Funiculo. Escalas: a _ 50 um; “inset” a _ 25 um; b _ 100

pm.
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Figura 5: Estadio II do desenvolvimento da semente em Passiflora rubra. a-b. Secgdes longitudinais. a. Testa formada pela

exotesta (EXT) com células isodiamétricas e endostesta composta de células alongadas com espacos intercelulares (seta). Ja
o tégmen é formado pelo exotégmen (EXG) com células alongadas e o mesotégmen (MG) e endotégmen (ENG)
indistinguiveis, mas apresentam a deposi¢do de compostos fendlicos no citoplasma das células (CF). b. Arilo (destaque)

recobrindo a semente. Notar o feixe que percorre toda a semente (Linha tracejada). Escalas: a - 50 um; b - 200 um.
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Figura 6: Eletromicrografias de varredura do tegumento da semente das trés espécies de Passiflora estudadas

evidenciando o padrio de distribuicio das células formando sulcos (setas). a. P. capsularis. b. P. citrina. c. P. rubra.

Escalas - 100 pm.
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Figura 7: Secc¢des anatdmicas da semente madura das espécies de Passiflora da secdo Xerogona. a-d. Corte

longitudinais. a,c. P. rubra. b. P. capsularis. d. P. citrina. a. Alongamento diferencial dos tegumentos formando sulcos
(setas). b. Detalhe do tegumento mostrando rea¢do positiva para o teste que indica dcido graxos (seta) na parede
periclinal interna da endotesta (ENT). c. Semente madura evidenciado o depésito de substincias na parede periclinal
interna da endotesta (setas) e endosperma (END) ruminado. EMB: embrido. d. Sarcotesta (SC), Exotégmen
constituindo a camada mecanica (CM) com macroescleréides em palicada e depdsito de compostos fendlicos (CF).

Escalas: a,b - 50 um; ¢ - 100 pm; d - 20 pm.
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Histoquimica

Os testes histoquimicos realizados com as sementes maduras de trés espécies estdo sintetizados na

tabela abaixo e revelam acimulo de substancias na parede periclinal interna da endostesta (Fig. 8a,b),

presenca de graos de amido (Fig. 8c) e compostos fendlicos (Fig. 5b) dispersos no arilo, além de

compostos fendlicos no citoplasma das células nas duas camadas do tegumento interno (mesotégmen e

endotégmen) que sdo indistinguiveis (Fig. 8d).

Tabela 1: Testes histoquimicos para detec¢@o de substincias nas sementes de Passiflora capsularis, P. citrina e P. rubra.

Acetato de
REAGENTE Cobre/ Reagente Vermelho .
(Substéncia detectada) Acido Cl/or.eto Lugol PAS de . Sudan IV de Xylidine
.. Férrico ) . . Nadi L. . Ponceau
Rubeanico . (amido)  (Polissacarideos) p (Lipidios) Ruténio L.
( Acidos (Fendlicos) (Oleo (Pectina) (Protéina)
Espécie TECIDO essencial)
graxos)
Arilo
- + ++ - - - - -
(Citoplasma)
Passiflora  Teg. externo
++ - - ++ - - + -
capsularis (Parede)
Teg. interno
- ++ - - - - - -
(Citoplasma)
Arilo
- - ++ - - - - -
(Citoplasma)
Passiflora  Teg. externo
++ - - ++ - - + -
citrina (Parede)
Teg. interno
- ++ - - - - - -
(Citoplasma)
Arilo
- + + - - - - -
(Citoplasma)
Passiflora  Teg. externo
++ - - ++ - - + -
rubra (Parede)
Teg. interno
- ++ - - - - - -

(Citoplasma)

(+: fracamente positivo; ++: fortemente positivo; -: negativo)
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Figura 8: Testes histoquimicos para detec¢do de substincias na semente de espécies de Passiflora. a-d. Seccdes
longitudinais. a. Presenca de 4cidos graxos na parede periclinal interna da endostesta de P. rubra evidenciada pela reagdo
positiva com Acetato de cobre/ Acido rubeanico. b. Parede da endostesta de P. capsularis impregnada de polissacarideos.
c.d. Teste positivo para Lugol destacando a presenca de graos de amido no arilo e na endosta. c. Semente (SE) e arilo (A) de
P. citrina. d. Detalhe dos tegumentos de P. citrina mostrando graos de amido na endosta (ENT). Notar a presenca de

compostos fendlicos nas camadas do tegumento interno (seta). Escalas: a,b - 25 um; ¢ - 50 pm.
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Anatomia da semente madura

As caracteristicas anatomicas observadas durante o desenvolvimento da semente neste trabalho

sd@o muito semelhantes na secdo Xerogona e estao representadas na tabela 2.

Tabela 2: Caracteres anatomicos da semente madura das espécies da secdo Xerogona que apresentam fruto tipo cépsula.

L. P. capsularis P. citrina
Caracteristicas y
P. cervii P.rubra
Ovulo Anétropo e bitegumentado
Tegumento externo 2 camadas
3 camadas

Tegumento interno 3 . 3
Exotégmen camada mecinica com macroesclereides

a - Compostos fendlicos dispersos no pericarpo
Substancias detectadas P . P .p P
- Amido como reserva no arilo

Ornamentagdo da superficie Sulcada/Foveolada

DISCUSSAO

Os dados encontrados no presente trabalho representam a primeira descricdo morfo-anatomica
para sementes de espécies pertecentes a se¢cdo Xerogona, as quais compartilham caracteristicas como
ovulos anétropos, bitegumentados e a micrépila em zig zag formada por ambos 0s tegumentos com
espécies do género Passiflora (Raju 1952; Kloos & Bouman 1980; Souza et al. 2002). Outras
angiospermas também exibem essas caracteristicas (Carmello-Guerreiro & Paoli 1999; Mogo &
Mariath 2003; Cortez & Carmello-Guerreiro 2008; Pires & Souza 2011; Gagliardi et al. 2012).

A diferenciacdo da hipdstase observada nas espécies estudadas ja era esperada uma vez que
Fassiflora se enquadra em grande parte das caracteristicas estudadas por Von Teichman & Van Wyk
(1991). Estes autores apds analisarem dados proprios e disponiveis na literatura para as 81 familias de
angiospermas associaram a ocorréncia de hipdstase a outros caracteres ancestrais, como a formacgao de
ovulos bitegumentados (em 73% das espécies avaliadas), desenvolvimento nuclear de endosperma
(74%) e hébito arboreo (64%) em ambiente tropical (58%).

O termo hipdstase foi proposto por Van Tieghen & Johansen (apud Tilton 1980) para designar
todos os tipos de modificacdes da calaza e/ou da regido calazal do 6vulo. Tilton (1980) apds extensa

discussdao sugere a seguinte definicdo para hipdstase: um grupo de células modificadas com paredes
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geralmente lignificadas presentes na regido calazal do 6vulo, mas que pode envolver uma parte do
megagametofito e estender-se parcialmente na regido micropilar.

Bouman (1984) atribui a hipdstase varias funcdes divergentes. Pode funcionar como uma
barreira que limita o crescimento do saco embriondrio; pode funcionar como ligag¢ao entre o suprimento
vascular e o saco embriondrio, facilitando o transporte de material nutritivo; pode controlar o balanco
hidrico de sementes dormentes ou pode exercer a funcdo protetora em sementes madura. Tendo em
vista que o feixe vascular que se projetava da parede do ovério para cada 6vulo nas espécies de
Passiflora € mantido na semente, atravessando o funiculo e se estendendo pela rafe, sugere-se que a
hipdstase tenha a fun¢do de facilitar o suprimento vascular nas espécies estudadas.

No processo de desenvolvimento dos tegumentos da fase 6vulo até a fase de semente madura
nas quatro espécies da se¢do Xerogona nao se desenvolvem novas camadas e as células dos tegumentos
simplesmente crescem e se diferenciam. Este método € classificado por Corner (1976) como
mecanismo ndo-multiplicativo, no qual o desenvolvimento dos tegumentos se dd por divisdes
anticlinais, com raras divisdes periclinais nas camadas medianas dos tegumentos.

Ainda durante o processo de desenvolvimento das sementes de Passiflora da secao Xerogona,
observou-se a ruminacdo dos tegumentos. O alogamento radial desigual dos tegumentos — endotesta e
exotégmen — resulta em um endosperma ruminado. Este termo foi usado por Periasamy (1962) para
classificar o endosperma de sementes de Passiflora. Essa caracteristica parece ser comum ao género
(Raju 1952; Singh 1962; presente trabalho). Bayer & Appel (1996) sugerem que o processo de
ruminagdo tenha evoluido independentemente vdarias vezes dentro das angiospermas ja que hd uma
distribuicao dispersa de endosperma ruminado em vdrias familias.

A ruminacdo dos tegumentos e conseqiiente formacdo de projecdes para o interior do
endosperma € também ocorrente na familia Annonaceae (Battilani ef al. 2007) e em monocotiledOoneas
(Neto et al. 2010). A ruminacdo do endosperma pode levar a uma vantagem adaptativa da semente,
uma vez que esse processo facilita a entrada de dgua, oxigénio e/ou nutrientes provenientes da testa,
devido ao aumento na superficie de contato (Boesewinkel & Bouman 1984). Neto et al. (2010) indicam
que as projecdes em Euterpe oleracea Mart. podem ter a funcdo de transporte durante o processo de
degradacao das reservas do endosperma.

Notou-se grande acumulo de compostos fendlicos no tegumento interno (mesotégmen e

endotégmen) das sementes estudadas. Esses compostos causam ligacOes cruzadas de polissacarideos,
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levando a um aumento da rigidez da parede celular e resisténcia a biodegradacdo. Alguns compostos
fendlicos podem ser toxicos a predadores e sua quantidade € varidvel, aumentando apds a fertilizacao
(Werker 1997).

Além disso, graos de amido estavam dispersos no arilo das sementes de Passiflora capsularis,
P.citrina e P. rubra. A presenca de um arilo, rico em amido, € citada para a familia (Johri et al. 1992).
E provével que essa substincia de reserva seja mobilizada durante o desenvolvimento do embrido.
Embora seja descrito na literatura que compostos de reserva sejam armazenados no endoperma da
semente madura (Carpita & Gibeaut 1993), sugere-se que os polissacarideos e outras substincias
presentes na parede interna da endotesta das espécies da se¢do Xerogona podem exercer alguma fun¢do
no processo de desenvolvimento, jd que estdo proximos ao funiculo por onde ocorre o suprimento
vascular na semente.

O arilo € considerado um apéndice carnoso do funiculo, em geral de coloragdo viva, relacionado
a zoocoria (Beltrati & Paoli 2006). Nas espécies de Passiflora estudadas, ¢ uma estrutura da semente
cujo desenvolvimento ocorre principalmente apds a fecundacio, como ji observado em P. suberosa
(Kloos & Bouman 1980) e em outras espécies do género (Raju 1952; Singh 1962). Dathan & Singh
(1973) também descreveram o inicio da formagao do arilo em torno do funiculo no momento em que o
6vulo atinge o estdgio de saco embriondrio organizado. Apds a fecundagdo, as células do primérdio do
arilo crescem rapidamente e cobrem a semente.

Nao hd um consenso para adocdo dos termos arilo, arildide e sarcotesta. Kapil et al. (1980)
propuseram o termo arilo funicular ou arilo localizado e rejeitaram o uso dos termos ariléide, falso
arilo, arilo hilar, entre outros. Boesewinkel & Bouman (1984) referiram-se a sarcotesta como um
apéndice carnoso comestivel que envolve a semente. Para Corner (1976) sarcotesta e arilo sdo
estruturas diferentes. Para evitar confusdes, adotou-se no presente trabalho o termo arilo para
crescimentos carnosos formados em certas regides superficiais do évulo ou da semente e sarcotesta
para camadas formadas em toda ou parte da superficie das camadas tegumentérias da semente (Corner
1976; Werker 1997). Estes termos foram adotados com base nos dados encontrados no estudo da
ontogenia das sementes de Passiflora da secdo Xerogona e se mostraram eficazes uma vez que foi
possivel observar a origem e o desenvolvimento destas estruturas.

Corroborando os dados da literatura, foi observada uma camada de macroesclereides

denominada de esclerotesta, abaixo da sarcotesta nas sementes das espécies de Passiflora. A sarcotesta
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se desenvolve, geralmente, da transformacdo das camadas externas do envoltério seminal e o tecido
pode envolver uma parte ou a superficie inteira da semente. Ao se retirar essa camada carnosa fica o
tecido interno embaixo da sarcotesta, geralmente formado por camadas de células esclerenquimaticas
duras (Werker 1997). Uma vez que as sementes de Passiflora passam pelo trato digestivo dos animais
que a dispersam (Ulmer & MacDougal 2004), acredita-se que a esclerotesta represente uma camada de
protecdo na semente.

Os macroesclereides encontrados nas sementes de Passiflora geralmente tornam o tegumento
impermedvel a dgua, e devido a esta impermeabilidade as sementes apresentam dorméncia (Rolston
1978). Em sementes de Leguminosae os macroesclereides também estdo associados a
impermeabilidade, tornando-as vidveis por mais tempo (Cavanagh 1983; Buriel et al. 2007). Outros
autores, porém, t€ém demonstrado que a impermeabilidade das sementes de leguminosas tem sido
atribuida a diferentes regides da camada palicadica (Werker et al. 1973; Werker 1980).

A impermeabilidade dos tecidos de revestimento da semente restringindo total ou parcialmente
a difusdo de dgua ao embrido é denominada dorméncia tegumentar fisica. Esta ¢ uma das formas mais
comums de dorméncia em sementes de espécies tropicais (Ferreira & Borghetti 2004). Algumas
espécies da familia Passifloraceae possuem dorméncia em suas sementes, necessitando de tratamentos
para sua superacdo (Morley-Bunker 1974). Um dos tratamentos adotados para superar a dorméncia
causada pela impermeabilidade do tegumento a d4gua € denominado de escarificagdo e visa a romper o
tegumento (Ramos & Zanon 1986). Outro método utilizado € a secagem das sementes realizada
diretamente ao sol ou a sombra e ndo causam a morte do embrido (Akamine et al. 1972). Almeida et al.
(1987) observaram em seus trabalhos que a secagem a pleno sol favorece a germinacdo das sementes
de maracuja.

Comparando-se os dados anatdmicos referentes a semente madura das espécies da secdao
Xerogona com aqueles de Passiflora suberosa e P. edulis (S.M. Carmello-Guerreiro, comunicagao
pessoal), verifica-se que apenas o nimero de camadas do tegumento externo - trés camadas em P.
edulis - e a ornamentacdo da testa - reticulada em P. edulis e foveolada/reticulada em P. suberosa
variam. Sugere-se que a ornamentacdo do tegumento externo possa ser Util na delimitacdo taxondmica
dentro do género.

Tendo em vista as semelhangas encontradas para as sementes estudadas com outras espécies de

Fassiflora (S.M. Carmello-Guerreiro, comunica¢do pessoal), conclui-se que hd uma uniformidade

80



dentro do género conforme indica Corner (1976) e pode-se afirmar que as caracteristicas anatdmicas da
semente analisadas exibem um padrdo e sdo conservadas podendo ser utilizadas em futuros trabalhos

taxonomicos a fim de preencher algumas lacunas no conhecimento de sementes em Passifloraceae.
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CONSIDERACOES FINAIS

Abordagens recentes que envolvem o estudo do desenvolvimento de plantas tém
associado o conhecimento classico de anatomia com a genética molecular para interpretar
as funcdes dos genes que controlam os aspectos do desenvolvimento morfoanatémico.

Dessa forma, a caracterizagao estrutural dos 6érgaos reprodutivos, em combinacao
com estudos moleculares, podera revelar evidéncias adicionais para melhor compreenséao da
evolugdo do género Passiflora. Neste contexto, € importante salientar que este trabalho
forneceu informacdes iniciais a respeito do desenvolvimento de frutos e sementes nesse

grupo, abrindo portas para novas pesquisas nessa area que podem dar continuidade ao

estudo dessa familia tdo representativa economicamente.
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