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RESUMO

Em plantas, os movimentos rapidos sao geralmente induzidos por estimulos
mecanicos e possuem origem na adaptacdo evolutiva a resposta de estimulos
ambientais que exigem repostas rapidas da planta. Algumas espécies do género
Passiflora subgen. Decaloba, se¢cdo Xerogona como P. sanguinolenta, P. citrina, P.
capsularis e P. rubra apresentam movimento de inclinagdo do androgin6foro quando
estimulado pelo toque. O objetivo geral do presente projeto foi o de estudar o
movimento do androgindforo de quatro espécies de Passiflora secao Xerogona.
Observou-se que apdés a aplicacdo do estimulo e conseqliente movimento, a
aplicacao imediata de um novo estimulo no mesmo sentido do estimulo anterior néao
produziu efeito. No entanto, apdés 2 a 3 minutos o androginéforo respondeu
novamente, com movimento, a um estimulo de mesma diregdo. O movimento tem
duracao de 1,5 a 2 segundos e velocidade angular de 0,03 a 0,14 rad/s, sendo as
maiores médias de P. capsularis e P. sanguinolenta e a menor de P. citrina. A
formacao da coluna do androgin6foro ocorre tardiamente durante o desenvolvimento
da flor. Andlises anatébmicas e ultraestruturais do androginéforo mostraram que o
movimento se da por perda de agua por plasmdlise parcial e temporaria de parte do
parénquima. A reorganizagdo dos vacuolos parece ser fundamental para que a
plasmdlise e recuperacao do turgor ocorram. A aplicacdo de auxina, bem como de
um inibidor de seu transporte polar, as flores de P. sanguinolenta levaram a um
aumento na velocidade do movimento. De maneira geral, 0s mecanismos que fazem
com que o androgino6foro se incline sdo semelhantes aos observados nos pulvinos de

Leguminosae.
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SUMMARY

Rapid movements in plants are induced by mechanical stimuli and have
originated in response to evolutionary adaptation to environmental stimuli that require
fast responses by the plant. The androgynophore of some species of genus
Passiflora, subgenus Decaloba, section Xerogona as P. sanguinolenta, P. citrina, P.
capsularis e P. rubra exhibit a bending movement when touched. The aim of this work
was to characterize this thigmotropic response. The movement takes place only when
the androgynophore column or the ovary is stimulated and it always occurs in the
same direction of the stimulus. If a new stimulus is applied right after the bending in
the same direction that provoked this previous movement, the androgynophore is
incapable to respond. Only after 2 to 3 minutes the androgynophore is able to react to
a new stimulus in the same direction. The duration of the bending movement ranged
from 1,5 to 2 seconds and the speed from 0,03 to 0,14 rad/s, being P. sanguinlenta
and P. capsularis the fastest ones and P. citrina the slower one. Anatomical and
ultrastructural analysis revealed that the movement is caused by loss of turgor from
part of the parenchyma cells of the androgynophore. This partial and temporary
plasmolysis is probably due to vacuolar reorganization, which seems to be
reasonable, since there is a recovery of cell turgor, making possible a new stimulus in
the same direction after a few minutes to produce new movement. When auxin or and
inhibitor of its synthesis were applied to P. sanguinolenta flowers, we observed a
fastest androgynophore bending movement. The mechanisms that lead to the
movement in these Xerogona species seems to be similar to those observed in the

pulvinus of some Leguminosae species.
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1. INTRODUCAO

1.1. Respostas das plantas a estimulos mecéanicos

A reacao das plantas a estimulos mecanicos pode ser tanto de forma lenta
como de forma rapida. Estes movimentos sdo classificados como tropismos
(geralmente lentos) e nastismos (geralmente rapidos). Os diferentes tropismos e
nastismos se diferenciam de acordo com o prefixo correspondente ao estimulo
aplicado. As respostas trépicas ocorrem em uma dire¢do determinada pela
localizagao ou direcdo do estimulo, como o comportamento de escalada exibido por
algumas videiras mecano-sensitivas (tigmotropismo). Em contraste, respostas
nasticas sdo movimentos, como o fechamento dos foliolos de Mimosa pudica que
ocorrem em uma diregdo independente da dire¢do do estimulo (nictinastismo,
quando o estimulo é a luz ou tigmonastismo quando o estimulo é mecanico) (Fleurat-
Lessard, 1988; Braam, 2005).

Em plantas, os movimentos rdpidos sdo geralmente induzidos por estimulos
mecanicos e possuem origem na adaptagdo evolutiva a resposta de estimulos
ambientais que exigem repostas rapidas da planta.

Algumas plantas abrem suas folhas e/ou foliolos durante o dia para interceptar
a luz e se fecham a noite. Estes movimentos, conhecidos como nictinastismo, sao
exibidos por muitas leguminosas como as dos géneros Mimosa, Albizia, Pterodon e
Robinia, e membros da familia Oxalidaceae, e sao regulados por um relégio
circadiano com ciclo de cerca de 24h (Moysset & Simén, 1991; Machado &
Rodrigues, 2004; Taiz & Zieger, 2006). Em M. pudica, por exemplo, além do estimulo

da luz, um estimulo tatil pode resultar no rapido fechamento dos foliolos
1



(seismonastismo ou tigmonastismo) e este estimulo pode se propagar a todos os
foliolos da folha ao tocar-se em apenas um foliolo.

No caso de um estimulo mais forte, como uma injuria, o comportamento de
fechamento dos foliolos pode chegar a peciolos de folhas mais distantes. Este
comportamento da planta pode evitar a predacao (Malone, 1994). O pulvino, uma
estrutura especializada localizada na base das folhas e foliolos, é responsavel por
este movimento.

O pulvino possui dois grupos de células especializadas, chamadas células
motoras, que estdo nas zonas opostas do pulvino ditas flexora e extensora. A maioria
das informacdes a respeito do movimento do pulvino € baseada em indugéo por um
potencial de acao que se propaga no peciolo e no érgdo motor e que gera mudangas
na forma e no tamanho das células motoras, causadas pelo fluxo de ions K* através
da membrana plasmatica destas células, que é seguido de fluxo de agua massivo,
resultando em sua turgidez ou murcha (Satter & Galston, 1981; Sibaoka, 1991).

Também foi demonstrado que ha uma diminuigdo na resisténcia elétrica e
aumento da concentracao de ions CI" no cértex do pulvino, principalmente durante a
resposta ao estimulo, provavelmente resultante da saida de &gua contendo
eletrélitos das células motoras (Samejima & Sibaoka, 1980). Os fluxos de ions
ocorrem entre simplasto e apoplasto e o espaco apoplastico associado as paredes
das células motoras funcionam como um reservatério temporario de ions e como um
sitio de trocas com o simplasto (Freudling et al., 1988). Ainda ha a participacédo de
ions de calcio no movimento. Os niveis de calcio nas células motoras aumentam

durante o dobramento do pulvino. Experimentos indicaram que canais de calcio na



membrana de vacuolos de tanino sdo responsaveis pela liberagao de calcio, que vai
para o vacuolo coloidal cujas fibrilas se agregam produzindo contracdo. Durante a
fase de recuperacdo do peciolo para a posi¢cao original, o calcio retorna para o
vacuolo de tanino (Toriyama & Jaffe, 1972, Turnquist et al.,1993).

Fluxos de ions em plantas sdo processos que requerem energia e dependem
do gradiente eletroquimico gerado por bombas de prétons no tonoplasto (Fleurat-
Lessard et al., 1997). Tornou-se claro também que as aquaporinas desempenham
papel fundamental em células que mudam seu volume rapidamente levando ao
movimento (Uehlein & Kaldenhoff, 2008). Foi ainda isolado um par de substancias
bioativas que regulam os movimentos nictinasticos de diversas plantas que exibem
este comportamento, sendo estas substancias o “fator de abertura de folha” e o “fator
de fechamento de folha”. Estes fatores sao ditos género-especificos, pois ndo sao
efetivos em plantas pertencentes a géneros diferentes, e se associam
especificamente a proteinas de ligacdo localizadas nas células motoras extensoras.
Os niveis destes fatores sao regulados por ciclos circadianos (Ueda & Nakamura,
2007).

O rearranjo do citoesqueleto de actina esta envolvido também no movimento
de dobramento dos peciolos de M. pudica. Os filamentos de actina sdo altamente
fosforilados em residuos de tirosina e ha uma proporcao direta entre o grau de
fosforilacdo e a intensidade do dobramento do peciolo (Kameyama et al., 2000).
Ainda, foi demonstrado que a despolimerizacdo do citoesqueleto de actina nas
células motoras do pulvino em resposta a estimulos elétricos resulta em aumento

dos niveis de calcio (Yao et al., 2008).



Estudos anatémicos e ultraestruturais do pulvino em leguminosas mostraram
que existem algumas caracteristicas comuns nas células corticais motoras de todas
as espécies e que devem permitir a rapidez das mudancas celulares resultando nos
rapidos movimentos. Podemos citar a presenca de grandes vacuolos coloidais ou
vacuolos sem tanino, vacuolos contendo tanino, numerosas mitocondrias e
dictiossomos, membrana plasmatica sinuosa com grandes espacgos periplasmaticos,
plasmodesmos agrupados em campos de pontoagao, paredes irregulares e muitos
espacos intercelulares (Fleurat-Lessard & Millet, 1984; Fleurat-Lessard, 1988;
Moysset & Simon, 1991; Machado & Rodrigues, 2004, Rodrigues & Machado, 2006).

Em M. pudica, Albizzia julibrissin, Pterodon pubescens e Robinia
pseudoacacia notou-se que quando o foliolo estd aberto, o vacuolo ndo tanico da
maioria das células motoras extensoras apresenta-se grande, em posi¢cao central,
ocupando quase toda a célula. Apds o fechamento dos foliolos, estas células tornam-
se multivacuoladas. Além do vacuolo, o citoplasma também sofre alteracdes,
tornando-se mais denso no estado de multivacuolacdo. J& nas células motoras
flexoras um unico grande vacuolo nao tanico ocupa quase toda a extensao da célula
quando os foliolos se fecham. Com os foliolos abertos, estas células apresentam-se
multivacuoladas, desta forma mantendo a area de superficie do tonoplasto. No
entanto, as mudancgas nas células flexoras sdo menos 6bvias (Campbell & Garber,
1981; Fleurat-Lessard, 1988; Moysset & Simon, 1991; Machado & Rodrigues, 2004).
Células guarda dos estbmatos também mudam sua forma e tamanho através de
mecanismos de reorganizagdo vacuolar para abrir e fechar a abertura estomatica

(Gao, 2005). Em espécies das subfamilias Caesalpinioideae, Faboideae e



Mimosoideae estudos acerca da anatomia do sistema vascular do pulvino
demonstraram caracteristicas que asseguram passagem de ions e estimulos entre
os tecidos do pulvino. Entre estas encontram-se a presenca de células da bainha,
constituidas de fibras septadas vivas, que conectam o cértex aos tecidos vasculares
via numerosos plasmodesmos, a auséncia de esclerificacdo ao redor do floema,
células do parénquima vascular com citoplasma abundante e lignificacdo reduzida.
Desta forma, o sistema vascular, além das células motoras, também participa da
transferéncia de ions e transmissao dos estimulos (Rodrigues & Machado, 2007).

Foi demonstrado que os movimentos do tipo tigmonasticos e nictinasticos em
leguminosas sdo passiveis de serem controlados por auxina (Watanabe & Sibaoka,
1983, Bonmort & Roblin, 1996; Moyen et al., 2007). Sabe-se que a auxina, além de
afetar processos fisiolégicos nas plantas envolvendo regulacdo génica, também
afeta, em curto prazo, eventos celulares. Uma destas alteracdes refere-se ao
aumento da atividade de H'ATPases preexistentes na membrana plasmatica,
estimulando a extrusao de prétons na parede celular (Taiz & Zieger, 2006).

Demonstrou-se que os fluxos de K* em plantas estdo acoplados a fluxos
inversos de H', que séo dirigidos pela atividade de bombas de prétons na membrana
plasmatica (Bonmort & Roblin, 1996; Moyen et al., 2007). Efeitos da auxina em
movimentos dos pulvinos com turgor reversivel foram descritos por alguns autores. A
aplicacao de acido indol acético (AlA), acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D) e acido
naftaleno acético (NAA) na regidao terminal da raquis de pinas excisadas de M.
pudica fez com que os foliolos abrissem mesmo quando colocados no escuro, sendo

que as concentragdes minimas necessarias de 2,4-D e NAA para abertura dos



foliolos no escuro foram menores do que para AlA. Isto provavelmente se deve ao
fato de que 2,4-D e NAA sdo moléculas sintéticas e, portanto, ndo metabolizadas
pelos tecidos das plantas (Watanabe & Sibaoka, 1983).

Apoés a aplicagéo de AlA, estimulos mecanicos nos foliolos geraram rapidos
movimentos de fechamento e abertura, e esta rapidez foi a mesma quando as pinas
excisadas com aplicacdo de auxina foram colocadas na luz. O mesmo ocorreu com a
aplicagéo de NAA e 2,4-D (Watanabe & Sibaoka, 1983). Com uso de AlA radioativo,
observou-se que uma quantidade suficiente de auxina € transferida através de uma
pina em 4 minutos (Watanabe & Sibaoka, 1983).

Outros estudos demonstraram os efeitos da auxina sintética 2,4-D na
alteragdo do movimento pulvinar induzido por luz e escuro em Cassia fasciculata e
M. pudica, mostrando que esta auxina afeta o funcionamento da célula por
interromper processos que envolvem rapidas mudangas na permeabilidade da
membrana a agua e ions (Bonmort & Roblin, 1996; Moyen et al., 2007). O 2,4-D
inibiu de maneira dose-dependente o fechamento dos foliolos induzido por escuro
em C. fasciculata.. Este efeito pode ser atribuido a uma inibicdo do decréscimo do
turgor celular induzido pelo escuro. Reciprocamente, 2,4-D promoveu a amplitude da
abertura do foliolo de maneira significativa quando exposto a luz, sugerindo que o
turgor celular dirigido pelo sinal de luz € aumentado. Estes experimentos sugerem
que a permeabilidade das células motoras ao K* foi principalmente direcionada ao
influxo deste cation para as células e, consequentemente, ao influxo de agua. Ainda,

a reacao de fechamento dos foliolos induzida por estimulo elétrico no pulvino foi



inibida com a aplicacao de 2,4D a 100 uM (Bonmort & Roblin, 1996; Moyen et al.,
2007).

Outro exemplo tipico de movimento tigmonéastico € o exibido por plantas
carnivoras, como a Dionaea muscipula, que reage rapidamente a estimulos
mecanicos. Suas folhas especializadas sao divididas em duas partes, a superior € a
inferior. A parte superior possui um par de lobos em forma de trapézio. O centro de
cada lobo contém trés tricomas sensitivos € um pigmento vermelho que atrai os
insetos. Tocando estes tricomas, que funcionam como um gatilho, canais de ions
mecanossensiveis sdo ativados gerando sinais elétricos intercelulares. O potencial
de acao gerado leva ao fechamento parcial dos lobos em menos de um segundo. O
fechamento total leva alguns minutos. As margens de cada lobo sdo rodeadas de
projecoes semelhantes a espinhos ou cilios que se sobrepdem durante o fechamento
parcial permitindo a manutencao da presa dentro da armadilha (Fagerberg & Allain,
1991; Volkov et al. 2007).

Observando-se a ultra-estrutura dos tricomas, distinguiram-se trés regides de
células metabolicamente ativas (células anticlinais, indentadas e podium) que contém
muitos plasmodesmos sendo possivel fazer uma correlagdo com a sensibilidade dos
tricomas e suas particularidades estruturais (Williams & Mozingo, 1971). Ainda,
assumiu-se que a folha inclui camadas de células onde diferentes pressdes
hidrostaticas sdo mantidas e estas diferentes pressdées geram uma energia de
curvatura elastica que é armazenada quando os lobos estdo abertos. O estimulo
abre os poros de agua entre essas camadas e o fluido se transfere da camada

superior para a camada inferior. Desta forma, a folha muda sua configuracao e relaxa



ao estado de equilibrio que corresponde a folha fechada. Desacopladores podem
inibir o transporte de H* e bloqueadores de aquaporinas podem impedir o fluxo de
agua. A recepc¢ao do estimulo elétrico tem carater cumulativo, indicando a existéncia
de memodria elétrica nesta planta (Volkov et al. 2008).

Outras plantas carnivoras como Drosera rotundifolia e espécies do género
Utricularia exibem movimentos tigmonasticos para a captura de presas, mas poucos
séo os estudos a respeito dos mecanismos do movimento destas espécies (Braam,
2005).

A maior parte dos estudos até hoje realizados dizem respeito aos movimentos
de partes vegetativas, como o fechamento das folhas de plantas carnivoras e
principalmente das folhas e foliolos de espécies de Leguminosae. No entanto, apesar
de nao existirem muitos estudos especificos a respeito, sabe-se que muitas espécies
desenvolveram érgaos florais sensiveis ao toque, com exemplos de filetes do
estame, pétalas e pistilos tigmotrdpicos ou tigmonasticos. Estes comportamentos
geralmente surgiram e se mantiveram por pressao de selecao no sentido de prevenir
a autopolinizacdo ou para o sucesso no depdsito de pdlen nos polinizadores, como
passaros e insetos.

A autopolinizagdo é evitada por uma série de mecanismos responsivos ao
toque. Alguns estigmas, por exemplo, curvam-se em direcao as pétalas em resposta
a um inseto rastejando em suas anteras, evitando, contato com o pdélen carregado
por ele quando ele parte. Mais comumente, estames sensiveis ao toque inclinam-se
levemente para depositar o pdlen sobre os insetos visitantes (Braam, 2005). Alguns

exemplos referem-se a movimentos realizados através do armazenamento de



energia elastica, como ocorre no género de orquidea Catasetum, que possui flores
dimérficas. As flores masculinas estdo preparadas para responder a visitantes que
encostam suas antenas no centro da flor, liberando os estames seguros sob tensao
pelas pétalas. A forca com a qual os sacos polinicos batem no polinizador pode ser
forte o suficiente para joga-lo da flor. Esta experiéncia do polinizador pode
desenvolver o potencial de cuidado para futuras visitas, escolhendo flores femininas
as explosivas flores masculinas (Romero & Nelson 1986).

Outro exemplo é o de algumas plantas anemofilas que liberam explosivamente
0 polen para o ar. Estudos mostraram que a espécie Morus alba apresenta o mais
rapido movimento floral j& gravado, 20 vezes mais rapido do que o0 da espécie
Cornus canadensis (Taylor et al. 2006), que armazena energia elastica suficiente
para a antese floral ocorrer em 0.5 ms e os grdos de pdlen sdo lancados a uma
altura de 2,5cm o que € mais de dez vezes a altura da flor (Edwards et al. 2005). A
antese de Morus alba se aproximou dos limites fisicos tedricos para movimentos
hidraulicos em plantas . Movimentos rapidos impulsionados por uma restricao
mecanica seguida de liberacdo de energia elastica foram desenvolvidos por uma
série de outras espécies, e sdo comuns na tribo Moreae (ordem Urticales), e dentro
de Urticaceae todas as espécies parecem utilizar este mecanismo para liberacao de
pdlen (Taylor et al. 2006).

Em Berberis canadensis (familia Berberidaceae) observou-se que os filetes
dos estames respondem a varios tipos de estimulos, como mecanicos e elétricos.

Um estudo de ultraestrutura destes filamentos mostrou que, assim como em M.



pudica, células do parénquima dos filetes possuem paredes sinuosas, numerosos
plasmodesmos, taninos préximos ao nucleo e microfibrilas nos vacuolos de tanino.
1.2. Desenvolvimento reprodutivo em Passiflora

As flores do género Passiflora geralmente sdo pentameras e em todas as
espécies, estames e carpelos sdo elevados por uma coluna denominada
androginéforo (Cervi, 1997; Ulmer & MacDougal, 2004). Os estames sdo sempre em
namero de cinco, e estdo unidos por suas bases, formando uma membrana aderente
ao androginéforo junto a insercdo do ovario, que esta acima dos estames (Cervi,
1997; Ulmer & MacDougal, 2004). Os estiletes no género Passiflora iniciam-se no
centro da regido superior do ovario, que é sempre unilocular, tricarpelar e com
placentacdo parietal (Cervi, 1997; Ulmer & MacDougal, 2004). Entre o perianto e o
androginéforo encontra-se a corona, que neste género aparece como uma seérie de
estruturas filamentosas. Em geral, a corona tem um papel importante na biologia
reprodutiva pela atracdo de polinizadores, que podem ser insetos no caso de flores
em forma de disco ou beija-flores em flores de forma tubular. No caso de flores em
forma de disco, a corona também funciona como plataforma de pouso para os
insetos.

O opérculo e o limen séo outras caracteristicas das flores de Passiflora, e sao
igualmente importantes na biologia floral do género. Estas estruturas estao
associadas direta ou indiretamente ao androginoforo. O opérculo esta situado no
interior do tubo formado pelo perianto, um pouco abaixo da corona, e forma um
sistema de compartimentos em associacdo com o limen, que € uma estrutura em

forma de anel ou uma membrana que circunda a base do androginéforo (Cervi, 1997;
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Ulmer & MacDougal, 2004). O compartimento formado pelo sistema opérculo-limen
contém um disco nectarifero. Além disso, o opérculo € de grande importancia para a
identificacdo de subgéneros. Nao ha na literatura informagdes quanto a origem de
tais estruturas, assim como acerca da origem do androginoforo.

O género Passiflora é dividido em subgéneros, supersecbes e secbes. A
se¢ao Xerogona, incluida no subgénero Decaloba, inclui 13 espécies, sendo as mais
conhecidas: Passiflora sanguinolenta Mast., Passiflora citrina MacDougal, Passiflora
capsularis L., e Passiflora rubra L. Todas as espécies da secao Xerogona tém frutos
tipo capsula, com abertura loculicida, o que é uma excecéo para o0 género, cujos
frutos sdo geralmente do tipo baga (Ulmer & MacDougal, 2004).

As espécies P. sanguinolenta e P. citrina possuem flores com formato e
tamanho bastante semelhantes, somente diferindo claramente na pigmentagdo do
perianto, que é rosado em P. sanguinolenta e amarelo em P. citrina. As flores s&o
tubulares e provavelmente polinizadas por beija-flores (Mac Dougal, 1989; Ulmer &
MacDougal, 2004). P. sanguinolenta origina-se nas regides montanhosas do
Equador em altitudes de 800-2800m e P. citrina se estende do leste da Guatemala a
Honduras central, crescendo em elevagdes de 600-1500m (Ulmer & MacDougal,
2004). O longo androginéforo e o tubo floral conspicuo ndo sao usuais em espécies
do subgénero Decaloba.

As espécies P. capsularis e P. rubra tém flores em forma de disco e
provavelmente sdo polinizadas por insetos (Ulmer & MacDougal, 2004). P. capsularis
€ notavel pelas flores brancas, e, segundo informacdes da literatura, pode ser

polinizada por mariposas (Koschnitzke & Sazima, 1997). P. rubra possui flores muito
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semelhantes as de P. capsularis, mas a superficie abaxial de suas sépalas possui
veios avermelhados e a corona apresenta leve pigmentacao avermelhada na base,
enquanto que em P. capsularis, as sépalas tém a superficie abaxial toda esverdeada
e a corona inteira branca (Ulmer & McDougal, 2004; observagdes pessoais). Os
frutos também podem diferenciar claramente as duas espécies, sendo verdes ou
arroxeados em P. capsularis, dependendo da variedade, e vermelhos em P. rubra.
(Ulmer & McDougal, 2004, observacbes pessoais). A espécie P. capsularis esta
distribuida em muitas partes da América do Sul e Central e P. rubra é encontrada no
Caribe, Guiana Francesa, Venezuela, Colémbia, Peru, Bolivia e Brasil, ocorrendo
tanto préximo ao nivel do mar quanto em altitudes maiores que 2200m (Ulmer & Mac
Dougal, 2004).

A grande variabilidade das estruturas florais presentes em Passiflora
desafia as explicagdes até agora apresentadas para as suas origens evolutivas. A
compreensao dos mecanismos fisiolégicos e moleculares envolvidos na geracao
desta variedade de formas e estruturas florais € de grande importancia para
esclarecer os processos de co-evolucao de morfologias florais com os respectivos
polinizadores. Algumas espécies do género Passiflora subgen. Decaloba, secao
Xerogona como P. sanguinolenta, P. citrina, P. capsularis e P. rubra apresentam
movimento de inclinacdo do androginéforo quando estimuladas pelo toque. Este
movimento, provavelmente relacionado com a polinizagdo destas espécies, ainda
nao foi descrito na literatura cientifica e permanece uma observacdo anedética de
colecionadores de espécies ornamentais de Passiflora. Assim, espera-se que 0s

resultados obtidos possam contribuir com a melhor compreensdo da evolugao dos
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sistemas de polinizacdo em Passiflora e das interacdes dindmicas entre as

morfologias florais destas espécies e seus polinizadores.

2. OBJETIVOS

O objetivo geral do presente projeto foi o de estudar o movimento do
androginéforo de quatro espécies do género Passiflora secao Xerogona (Raf.) Killip.
Com este intuito, objetivos especificos foram estabelecidos:

A. Documentar em imagens € em video o movimento do androginéforo das
flores de P. sanguinolenta, P. capsularis, P. rubra e P. citrina quando submetidas a
estimulos mecéanicos.

B. Caracterizar a morfologia do desenvolvimento floral de P. sanguinolenta, P.
citrina, P. capsularis e P. rubra.

C. Analisar o desenvolvimento do androgin6foro das espécies P.
sanguinolenta, P. citrina, P. capsularis e P. rubra em diferentes fases de
desenvolvimento.

D. Caracterizar as células ou tecidos potencialmente responsaveis pelo
movimento do androginéforo de P. sanguinolenta, P. citrina, P. capsularis e P. rubra.

E. Caracterizar a micromorfologia da superficie do androginéforo de P.
sanguinolenta, P. citrina, P. capsularis e P. rubra.

F. Analisar o efeito da aplicacdo de auxina e um inibidor do transporte polar
de auxina no movimento do androginéforo de pelo menos uma das espécies

estudadas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material Vegetal

O material vegetal utilizado € proveniente de cultivo de P. sanguinolenta,
P.citrina, P. capsularis e P. rubra em vasos na casa de vegetacao do Depto. de
Biologia Vegetal do Instituto de Biologia da Unicamp (Campinas, SP). Para a
documentagao em imagens de video e/ou fotos, foram coletadas flores das espécies
estudadas logo apds a antese e estas foram montadas em espuma floral Umida.
Além disso, meristemas florais e botoes de diferentes tamanhos das quatro espécies
foram coletados tanto para a analise macroscopica do desenvolvimento do
androginéforo e realizacdo de medicdes, quanto para a analise em microscopia
eletrbnica de varredura. Para a caracterizagdo das células potencialmente
responsaveis pelo movimento por microscopia Optica e microscopia eletrdnica de
transmissdo, e para a anadlise da superficie do androgin6foro por microscopia
eletrénica de varredura, androginoforos de flores na antese das quatro espécies
estudadas foram coletados apés aplicagao de estimulo mecéanico. As amostras foram

preparadas para as analises como descrito abaixo.

3.2. Obtencao e analise de imagens dos testes de movimento

Para analisar o movimento do androgin6foro, as flores foram excisadas da
planta mae, fixadas em espuma floral e parte do perianto foi retirada para
observacado detalhada do androgin6foro e documentagdo dos testes de inducéo do

movimento por estimulo mecéanico. O estimulo foi realizado manualmente com um
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bastao de metal, utilizado para tocar partes das flores em antese das quatro espécies
com o intuito de verificar quais as partes da flor eram sensiveis ao estimulo e
capazes de gerar movimento do androgino6foro. A coluna do androginéforo foi tocada
na regiao proximal (base), no centro e em sua regidao apical, nas quatro espécies. A
fim de monitorar e documentar o movimento do androginéforo, foram utilizadas as
cameras digitais Sony Cyber-shot DSC-W210, DSC-W12 e Canon Power Shot
SD500. Dentre as centenas de videos obtidos para a documentacdo do movimento
nas quatro espécies estudadas, foram selecionados dez videos representativos de
cada espécie para as coletas de dados referentes aos calculos de tempo de
movimento(s), angulagdo (rad) e velocidade angular (rad/s). Os videos foram
analisados quadro a quadro pelo software “Windows
MovieMaker”(https://www.microsoft.com/windowsxp/downloads/updates/moviemaker
2.mspx). As medi¢cdes de angulagbes foram feitas utilizando o software “Screen
Protractor 4.0” (http://wareseeker.com/Graphic-Apps/screen-protractor-
4.0.zip/338720) e para andlise estatistica dos dados obtidos (andlise de variancia de

médias e teste Tukey) utilizou-se o software “Varpc”.

3.3. Microscopia optica

As amostras coletadas foram colocadas em fixador paraformaldeido a 4%
(p/v) em tampéao fosfato e colocadas em vacuo por 15 minutos. Apés o vacuo, o
material permaneceu no fixador por 24h a 4°C, para depois ser desidratado em série
etilica e emblocado em resina plastica (Historesin, Leica). Sec¢des de 3-5 um foram

obtidas com o uso de microtomo rotativo e montadas em laminas de vidro. Apds
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coloracdo com azul de toluidina a 0,05% (p/v) em tampao de tetraborato de sodio,
secagem e montagem de laminas permanentes com laminulas e Entellan, as laminas

foram observadas em microscépio ZEISS modelo AXIOVERT 35 e fotografadas.

3.4. Microscopia eletrénica de transmissao

O material coletado foi fixado em solugdo de Karnovsky, por 24h a 4°C, poés
fixado em tetréxido de 6smio (1%), desidratado em série etilica e emblocado em
resina plastica Eppon 812, Fluka seguindo-se as instru¢des do fabricante. Seccdes
semifinas foram obtidas por um ultramicrotomo e, apds a analise prévia dos cortes
em microscopio optico, cortes ultrafinos do androginéforo a uma altura que variou de
5 a 8 mm, foram obtidos e montados em telas metélicas de cobre. O material foi
contrastado com acetato de uranila e citrato de chumbo e observado no NAP/MEPA,
ESALQ/USP em microscépio Zeiss EM 900 acoplado ao sistema Kontron KS 300

para o processamento de imagens.

3.5. Microscopia eletrénica de varredura

Para as andlises em microscopia eletrdnica de varredura, o material apos ser
fixado a vacuo em paraformaldeido a 4%(p/v) em tampéao fosfato por 24h a 4°C e
desidratado em série etilica, foi seco ao ponto-critico, montado em “stubs” e
metalizado com ouro coloidal. As observagcées foram feitas no NAP/MEPA,
ESALQ/USP em microscépio LEO 435 VP equipado com o sistema LEOUIF para

aquisicao de imagens digitais.
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3.6. Tratamentos com auxina e inibidor do transporte polar de auxina

Uma vez caracterizado o movimento do androgin6foro das espécies
estudadas, foi analisado o efeito da aplicacao de auxina (acido indol acético, AlA) e
de um inibidor de transporte polar de auxina (acido 1-N-naftil-ftaldmico, NPA) sobre
este tipo de movimento. Para tal, as flores foram excisadas da planta mae e o
pedunculo floral foi imerso em solugao de AIA a 1 mM ou em solugdo de NPA 0,1
mM. ApGs cerca de trés horas, as flores foram fixadas em espuma floral umida para
documentacdo em video do movimento do androginéforo. Foram realizadas 10

repeticdes para ambos os testes.

4. RESULTADOS

4.1. Analise de imagens e videos

4.1.1. Testes de indugdo do movimento por estimulo mecanico

Algumas observagdes gerais quanto a inducdo do movimento do
androginéforo foram comuns as quatro espécies estudadas: Apds estimulo
mecanico, o androginéforo se inclinou na mesma diregdo do estimulo, caracterizando
este movimento como tigmotrépico, ou seja, 0 movimento € causado por aplicacao
de estimulo mecéanico e se dd em uma direcdo dependente da direcdo do estimulo.
Em geral, o movimento ocorreu na base do androgin6foro, que se manteve em uma
coluna reta (Figuras 1 e 2). No entanto, em alguns casos, a coluna do androginéforo

formou uma curva a alguns milimetros da base (Figuras 3 e 13B).
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Estimulos mecéanicos nas pétalas, corona, limen, opérculo, estames, estiletes
e estigmas nao induziram movimento do androginéforo. O movimento foi observado
apenas ao se tocar na coluna do androgin6foro (em qualquer posicado da mesma) e
no ovario. No entanto, observou-se que apenas encostar levemente (ou rocar
levemente) no ovario e/ou na coluna do androginéforo nao foi suficiente para induzir
o movimento. Logo apds a inducao do estimulo de um lado do androginéforo, este
nao foi capaz de responder a um novo estimulo de mesma direcdo. Ao tocar no lado
oposto, observou-se movimento para o lado estimulado. Para todas as espécies
estudadas, o androginéforo respondeu novamente, com movimento, a um estimulo

de mesma direcéo entre 2 e 3 minutos apds a aplicacdo do ultimo estimulo.

4.1.2. Duragéo do movimento

Os testes de inducdao do movimento do androginéforo mostraram que, em
geral, a duracdo do movimento é de 1,5 a 2 segundos (Figuras 1 e 2). A maior média
de duragao do movimento observada foi a da espécie P. sanguinolenta e a menor, de
P. capsularis (Figura 4A). N&o houve diferenca significativa entre as meédias de
durag&o do movimento entre P. citrina, P. rubra e as demais espécies. No entanto, as
médias de P. sanguinolenta e P. capsularis, diferiram significativamente entre si

(Figura 4A).

4.1.3. Angulagéo do androgindforo apos o movimento
As espécies P. sanguinolenta e P. capsularis foram as que apresentaram os maiores

valores de angulacdo do androgin6foro e P. citrina a que apresentou 0s menores
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valores. Nao houve diferenca significativa entre as médias de angulacdo do
androginéforo de P. capsularis, P. rubra e P. sanguinolenta, mas a média de P.

citrina diferiu das demais (Figura 4B).

4.1.4. Velocidade angular do movimento

Os célculos de velocidade angular mostraram que as maiores médias sdo as de P.
capsularis e P. sanguinolenta, que nao diferiram entre si significativamente (Figura
4C). A média de velocidade angular de P. citrina diferiu bastante das demais, sendo
o movimento mais lento observado. Um valor intermediario foi observado para P.

rubra (Figura 4C).
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Figura 1. Imagens obtidas de videos mostrando o movimento do androginéforo em
P. sanguinolenta (A, B e C) e em P. citrina (D, E e F). Em repouso (A € D) e ap6s o
estimulo mecénico (B-C e E-F). As setas em A e D indicam o lado estimulado. O
tempo decorrido do momento do toque no ovario € mostrado no canto superior
direito.
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Figura 2. Imagens obtidas de videos mostrando o movimento do androgin6foro em
P. capsularis (A, B e C) e em P. rubra (D, E e F). Em repouso (A e D) e apds o
estimulo mecanico (B-C e E-F). As setas em A e D indicam a direcao do estimulo. O
tempo decorrido do momento do toque no ovario € mostrado no canto superior
direito.
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Figura 3. Sobreposi¢do de duas imagens de uma mesma flor de P. sanguinolenta. A
letra i indica a posi¢éo inicial do androgino6foro, antes do estimulo. A letra f indica a
posicao final do androginéforo apds o estimulo mecénico. Notar que a angulagcéo no
androginéforo se deu apenas a aproximadamente 5mm acima da base, formando
uma curva na coluna do androginéforo. Barra=1cm.
4.1.5. Efeito da aplicagdo de auxina e inibidor do transporte polar de auxina no
movimento do androginoforo

A andlise dos movimentos mostrou que tanto a velocidade angular do
androginéforo em flores tratadas com AIA quanto a velocidade das tratadas com
NPA foi significativamente maior do que a velocidade obtida nos experimentos de
teste de movimento (controle) nos quais as flores excisadas receberam apenas agua
(Figura 4F). O aumento significativo da velocidade angular foi devido a um aumento
significativo da angulacdo, que foi maior para os androginéforos de flores tratadas

com AlA e NPA (Figura 4D). O tempo de movimento n&o diferiu significativamente

entre os experimentos (Figura 4E).
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Figura 4. Gréficos de médias de angulacdo (A), tempo de movimento (B) e
velocidade angular (C) de P. capsularis, P. rubra, P. citrina e P. sanguinolenta nos
testes de movimento. Os graficos D, E e F mostram as médias de angulagéo (D),
tempo de movimento (E) e velocidade angular (F) de P. sanguinolenta nos testes de
movimento (Controle) e com aplicagédo de AIA a TmM e NPA a 0,1mM. As letras
representam a comparacao das médias. Letras iguais indicam que as médias nao
diferem entre si, letras diferentes indicam que as médias diferem entre si e as duas
letras juntas significa que a média nao difere de nenhuma das outras duas médias
segundo o teste Tukey a 5%. A auséncia de letras acima das barras significa que a
variancia das médias nao é significativa.
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4.2. Desenvolvimento do androginéforo
4.2.1. Desenvolvimento inicial dos orgéos florais

Nas espécies de Xerogona estudadas, observou-se a producdo de apenas um
meristema floral pelo meristema axilar. Diferentemente do observado para outras
espécies de Passiflora (Uimer & MacDougal, 2004), ndo se observou, nas espécies
analisadas, a formagcao de um primoérdio de bractea em posicéo oposta ao primérdio
de gavinha. Os primeiros primordios formados pelo meristema floral foram os
primérdios das sépalas, iniciados sequencialmente, de forma espiralada, até o
namero de 5 (Figura 5D, 6D, 7D e 8D). O primeiro primérdio de sépala iniciou-se em
posicdo oposta ao primérdio de gavinha. No segundo verticilo, cinco primérdios de
pétalas foram iniciados nas posicdes entre os primérdios de sépalas (Figuras 5 E-F,
6E-F, 7E-F e 8 E-F). Foram iniciados os cinco primordios dos estames, no terceiro
verticilo (Figura 4E). Os primérdios dos estames continuaram o seu desenvolvimento
e se alongaram, enquanto os primérdios de pétalas pareceram paralisar o
alongamento, até que os primérdios de carpelos também se iniciassem (Figuras 5F-
G, 6F-G, 7F-G e 8F-G). Os ultimos primérdios florais formados foram 3 primérdios de
carpelos, no quarto verticilo (Figuras 5F-G, 6F-G, 7F-G e 8F-G).

Apesar de em Passiflora o gineceu e o0 androceu serem soldados na coluna do
androginéforo, os primérdios dos verticilos das estruturas reprodutivas masculinas e
femininas sao formados separadamente (Figuras 5, 6, 7 e 8) e a fusao ocorre apenas

tardiamente durante o desenvolvimento (Figura 5H, 6H, 7H e 8H).
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Figura 5. Microscopia eletronica de varredura. Elaboracao do meristema
reprodutivo em P. sanguinolenta. A. meristema apical do ramo em vista lateral
superior. Barra= 50 ym. B-D. Estagios sucessivos do desenvolvimento do meristema
duplo de flor e gavinha. Os numeros em D indicam a sequéncia de formacao dos 3
primeiros primérdios de sépala. Barras= 40pym. E. Meristema floral no estagio de
desenvolvimento dos primérdios de estames. As setas indicam os primérdios de
pétalas. Barra= 70 ym. F. Meristema floral no estagio de desenvolvimento dos
primérdios de carpelo. As setas indicam os primérdios de pétalas que ainda nao se
alongaram. Barra= 70 ym. G. Meristema floral no estagio de desenvolvimento dos
primérdios de carpelo. Este meristema estd num estdgio de desenvolvimento
posterior ao mostrado em F. Note que os primérdios de pétala iniciaram o
alongamento. Barra= 70 ym. H. Botao floral com todos os 6rgaos diferenciados. Note
que o alongamento da coluna do androginéforo n&o foi iniciado. Barra= 300 pym.

(ca: carpelos; co: primérdio dos filamentos da corona; es: primérdio de estipula; et:
estame; ma: meristema axilar; mc: meristema apical caulinar; mf: meristema floral;
ov: ovario; pe: primordio de estame; pp: primérdio de pétala; pf: primérdio da lamina
foliar; pg: primordio de gavinha; pt: pétala; se: sépala; st: estilete; si: estigma).
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Figura 6. Microscopia eletronica de varredura. Elaboracao do meristema
reprodutivo em P. citrina. A. meristema apical do ramo em vista lateral superior.
Barra= 50 ym. B-D. Estagios sucessivos do desenvolvimento do meristema duplo de
flor e gavinha. Os niumeros em D indicam a sequéncia de formacao dos 3 primeiros
primérdios de sépala. Barras= 40um. E. Meristema floral no estagio de
desenvolvimento dos primérdios de estames. As setas indicam os primérdios de
pétalas. Barra= 70 ym. F. Meristema floral no estagio de desenvolvimento dos
primérdios de carpelo. As setas indicam os primérdios de pétalas que ainda nao se
alongaram. Barra= 70 ym. G. Meristema floral no estagio de desenvolvimento dos
primérdios de carpelo. Este meristema estd num estdgio de desenvolvimento
posterior ao mostrado em F. Barra= 70 um. H. Botéo floral com todos os 6rgaos
diferenciados. Note que o alongamento da coluna do androginéforo nao foi iniciado.
Barra= 300 um.

(ca: carpelos; co: primérdio dos filamentos da corona; es: primérdio de estipula; et:
estame; ma: meristema axilar; mc: meristema apical caulinar; mf: meristema floral;
ov: ovario; pe: primordio de estame; pp: primérdio de pétala; pf: primérdio da lamina
foliar; pg: primérdio de gavinha; pt: pétala; se: sépala; st: estilete; si: estigma).
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Figura 7. Microscopia eletronica de varredura. Elaboracao do meristema
reprodutivo em P. capsularis. A. meristema apical do ramo em vista lateral
superior. Barra= 50 ym. B-D. Estagios sucessivos do desenvolvimento do meristema
duplo de flor e gavinha. Os nimeros em D indicam a sequéncia de formacao dos
primérdios de sépala. Barras= 40um. E. Meristema floral no estagio de
desenvolvimento dos primérdios de estames. As setas indicam os primérdios de
pétalas. Barra= 70 ym. F. Meristema floral no estagio de desenvolvimento dos
primérdios de carpelo. As setas indicam os primérdios de pétalas que ainda nao se
alongaram. Barra= 70 ym. G. Meristema floral no estagio de desenvolvimento dos
primérdios de carpelo. Este meristema estd num estdgio de desenvolvimento
posterior ao mostrado em F. Note que os primérdios de pétala iniciaram o
alongamento. Barra= 70 ym. H. Botao floral com todos os 6rgaos diferenciados. Note
que o alongamento da coluna do androginéforo n&o foi iniciado. Barra= 300 pym.

(ca: carpelos; co: primérdio dos filamentos da corona; es: primérdio de estipula; et:
estame; ma: meristema axilar; mc: meristema apical caulinar; mf: meristema floral;
ov: ovario; pe: primordio de estame; pp: primérdio de pétala; pf: primérdio da lamina
foliar; pg: primérdio de gavinha; pt: pétala; se: sépala; st: estilete; si: estigma).
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Figura 8. Microscopia eletronica de varredura. Elaboracao do meristema
reprodutivo em P. rubra. A. meristema apical do ramo em vista lateral superior.
Barra= 50 ym. B-D. Estagios sucessivos do desenvolvimento do meristema duplo de
flor e gavinha. Os numeros em D indicam a sequéncia de formacao dos 3 primeiros
primérdios de sépala. Barras= 40um. E. Meristema floral no estagio de
desenvolvimento dos primérdios de estames. As setas indicam os primérdios de
pétalas. Barra= 70 ym. F. Meristema floral no estagio de desenvolvimento dos
primérdios de carpelo. As setas indicam os primérdios de pétalas que ainda nao se
alongaram. Barra= 70 ym. G. Meristema floral no estagio de desenvolvimento dos
primérdios de carpelo. Este meristema estd num estdgio de desenvolvimento
posterior ao mostrado em F. Barra= 70 um. H. Botéo floral com todos os 6rgaos
diferenciados. Note que o alongamento da coluna do androginéforo nao foi iniciado.
Barra= 300 um.

(ca: carpelos; co: primérdio dos filamentos da corona; es: primérdio de estipula; et:
estame; ma: meristema axilar; mc: meristema apical caulinar; mf: meristema floral;
ov: ovario; pe: primordio de estame; pp: primérdio de pétala; pf: primérdio da lamina
foliar; pg: primérdio de gavinha; pt: pétala; se: sépala; st: estilete; si: estigma).
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4.2.2. Desenvolvimento do androgindforo

Apé6s a formacao do botéo floral, observou-se que a coluna do androginéforo
de P. rubra cresceu, proporcionalmente ao tamanho do botdo floral inteiro, mais
lentamente, e o ovario ocupou sempre a regiao mediana do botao (Figura 9D). Desta
forma, a relagdo entre tamanho do botdo/ tamanho do androginéforo (TB/TA)
praticamente nao diferiu no decorrer do desenvolvimento do botédo (Figura 10). Ja
nas outras espécies estudadas observou-se que, quando o botdo ainda estava no
inicio do desenvolvimento, a relacdo TB/TA foi grande, mas diminuiu ao longo do
desenvolvimento, o que denota um crescimento diferencial da coluna do
androginéforo mais tardio em relacdo ao desenvolvimento do botao floral (Figura 10).
Em P. capsularis, P. citrina e P. sanguinolenta observou-se que o ovario no botdo em
pré-antese ocupa sempre o terco superior do botdo (Figuras 9 — A, B e C). O
comprimento do androgin6foro € de cerca de 2 a 2,5 cm em P. sanguinolenta e em

P. citrina, e de cerca de 0,5 a 0,8 cm em P. capsularis e P. rubra.
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Figura 9. Imagens de botbes florais em diversas fases do desenvolvimento com
perianto parcialmente removido para visualizacdo do androgin6foro de P.
sanguinolenta (A), P. citrina (B), P. capsularis (C) e P. rubra (D). As retas azuis sao
referentes ao tamanho do botédo floral e as retas vermelhas sao referentes ao
tamanho do androgin6foro. Os numeros em algarismos romanos referem-se ao
estagio de desenvolvimento do botao floral, sendo o | mais inicial e o VI (P.
sanguinolenta e P. citrina) ou V (P. capsularis e P. rubra) mais maduro.

34



T.BIT.A.

P. sanguinolenta P. citrina P. capsularis P. rubra

Figura 10. Gréafico da relagdo entre o tamanho do botdo e o tamanho do
androginoforo (T.B./ T.A.) nas espécies P. sanguinolenta, P. citrina, P. capsularis e P.
rubra. As barras referem-se aos estagios do desenvolvimento dos botdes florais
mostrados na Figura 9. O eixo X refere-se aos estagios de desenvolvimento do
botéo floral. Em cada grupo de barras, os numeros em algarismos romanos referem-
se aos mesmos estagios de desenvolvimento do botéo floral mostrados na Figura 9.
4.3. Anatomia do androgindforo

Nas quatro espécies (P. sanguinolenta, P. citrina, P. capsularis e P. rubra) o
androginoforo apresenta estruturas anatémicas béasicas semelhantes. O diametro do
androginéforo € de aproximadamente 1,5 mm em P. sanguinolenta, 1,3 mm em P;
citrina, 1 mm em P. capsularis e 1,3mm em P. rubra. Em cortes transversais do
androginéforo de todas as espécies observaram-se a epiderme, camadas de células
parenquimaticas e feixes vasculares responsaveis pela vascularizagdo de estames e
carpelos (Figuras 11G, 12E, 12F, 13E, 13F, 13G e 14G). A epiderme ¢é

uniestratificada, formada por células tabulares de paredes espessas (Figuras 11A,

11D, 11K, 12C, 13A, 13F e 14C). Nao foram encontrados estdmatos.
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Logo abaixo da epiderme observam-se cerca de 28 camadas de células
parenquimaticas (Figuras 11G, 12E, 12F, 13E, 13G, 14A e 14G) com ndcleo e
nucléolo evidentes (Figuras 11E, 12H e 13A). As primeiras camadas (cerca de 20)
sao constituidas de células prismaticas nas quais a espessura da parede, o formato
e aspecto intracelular variam de acordo com a altura e grau de turgescéncia. Este
parénquima que sofre tais variacoes, sera denominado aqui de “Parénquima 1” (P1).
No P1, células mais préximas da base do androgin6foro apresentam paredes
celulares primarias irregularmente espessadas, rica em polissacarideos, que coram
em magenta com Azul de Toluidina, conferindo a este grupo de células aspecto
colenquimatoso (Figuras 11A, 11B, 12G, 12H, 12I, 13E, 13F, 14A e 14F).

A medida que se distancia verticalmente da base do androginéforo, as
paredes das células do P1 ficam menos espessas, passando por espessuras
intermediarias (Figuras 11E, 11K e 12C) até se tornarem delgadas na regido apical,
nao sendo mais possivel observar diferencas entre este grupo de células e o restante
do parénquima( 11F, 12E e 12G). Os espacos intercelulares ocorrem em toda a
extensdo do P1 do androginéforo, inclusive em regides de paredes espessadas
(Figuras 11D, 11H, 11J, 12C e 14H). Na parede celular do P1 visualizam-se
numerosos campos de pontoacao (Figuras 11B e 14F). Imersos no P1, estdo cinco
feixes vasculares concéntricos anficrivais responsaveis pela vascularizacdo dos
cinco estames (Figuras 11G, 12B, 12E, 13D, 13E, 13H e 14G) . As camadas de
células parenquimaticas (cerca de oito camadas) internas ao P1, que estdo mais
préximas do centro do androginéforo, apresentam-se sem variacées anatémicas ao

longo do comprimento do mesmo e, aparentemente, ndo sofrem nenhum tipo de
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modificacdo no grau de turgescéncia no androgin6foro tocado, e serdo aqui
denominadas “Parénquima 2”(P2).

O P2 é composto por células prismaticas de paredes delgadas, de diametros
de diversos tamanhos, frequentemente alongadas longitudinalmente (Figuras 11J,
12A, 12B, 13D, 13F, 14E e 14H). Logo abaixo do P2 estdo seis feixes vasculares
colaterais formando um arco na regido central do androginé6foro, responsaveis pela
vascularizacdo dos trés carpelos (Figuras 11G, 12B, 12E, 13D, 13E, 14A, 14G e
14H). No P2 de P. rubra e P. capsularis, observam-se, adjacentes ao floema dos
feixes vasculares de carpelo, aproximadamente cinco camadas de células
parenquimdticas com diametros varidveis e com conteudo citoplasmatico mais
denso, corado de azul claro (13F e 14H). Os feixes vasculares de carpelos sao
separados por duas a quatro camadas de células em uma a quatro linhas radiais
(Figuras 12B e 8H) que vao até o centro do androginéforo, onde formam uma regiao
medular de células parenquimaticas semelhantes as do P2, sendo aqui denominado
de “Parénquima central” (Pc) (Figuras 11G, 12E, 13E, 14A, 14G, 14E e 14H). Os
idioblastos fendlicos foram observados nas quatro espécies e em maior quantidade
em P. rubra, aparecendo principalmente em regides do P2 e Pc (Figuras 14A, 14B,
14E e 14H). Em menor quantidade e geralmente na primeira camada de células do
P1, encontram-se idioblastos fendlicos em P. capsularis e P. citrina (Figuras 12D e
12E) e s&o raros em P. sanguinolenta.

Em cortes transversais do androginéforo de P. sanguinolenta observou-se
plasmdlise parcial de um grupo de células do P1 e epiderme a aproximadamente

5mm de altura da base do androginoforo (Figuras 11H e 11K).
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Estas células apresentam pequenas sinuosidades na membrana plasmatica e
conteudo citoplasmatico mais denso (Figuras 11H e 11K). Em células do P1 e da
epiderme da regido oposta do mesmo corte visualizam-se células turgidas com
contorno mais arredondado, e nas quais provavelmente ha um unico grande vacuolo
ocupando toda a extensao da célula, restringindo o ndcleo e o citoplasma para a
periferia (Figuras 11D e 11E). A presenca de células de aspecto plasmolisado com a
membrana plasmatica retraida e conteudo citoplasmatico mais denso e vesiculoso foi
observada em cortes longitudinais do androginéforo de P. sanguinolenta em uma
regido a partir do primeiro milimetro acima da base até a altura aproximada de 1cm
(Figuras 111 e 11L). Em cortes longitudinais opostos a esta regidao observou-se que
as células da epiderme e P1 apresentavam-se targidas (Figuras 11C e 11F).

Em cortes transversais de P. citrina a uma altura de aproximadamente 5 mm
da base, observa-se a presenca tanto de paredes espessas quando de paredes mais
delgadas, mostrando que a transicdo da espessura das paredes celulares se da
aproximadamente nesta altura (Figura 12F). Nestes cortes, também é possivel
visualizar em uma regido do P1 células com paredes irregularmente espessadas e

contornos irregulares aparentando estar plasmolisadas (Figura 12I).
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Figura 11. Anatomia do androginéforo de P. sanguinolenta. A. Corte longitudinal
da base do androginéforo mostrando a epiderme e o Picom paredes espessas.
Barra= 100 um. B. Corte longitudinal mostrando um detalhe de células do P1 com
paredes espessas € numerosos campos de pontoacao primarios. Barra= 20 um. C.
Corte longitudinal a 1 cm da base mostrando epiderme, P1, parénquima 2, feixe
vascular de carpelos e parénquima central da regido oposta a regidao onde se
encontram células do P1 plasmolisadas (imagem [). Barra= 100 um D. Quadrante
tracejado mostrado da imagem G (regido inferior). Corte transversal a 5mm
mostrando a epiderme e o P1 com células de contornos regulares e aspecto turgido.
Barra= 20 um. E. Detalhe da imagem em D mostrando células da epiderme e do P1.
Notar que as células apresentam um grande vacuolo deixando o nudcleo restrito a
periferia. Barra= 10 um. F. Detalhe da imagem C mostrando o P1 com paredes
delgadas e células com aspecto turgido. Barra= 20 um. G. Corte transversal
mostrando a visao geral do androginéforo a 5 mm da base. Seta= feixe vascular de
estames. Seta pontilhada=feixe vascular de carpelos. Barra= 100 um. H. Quadrante
pontilhado da imagem G (regido superior). Notar as células do P1 com contornos
irregulares e muitas células da epiderme e do P1 com citoplasma mais denso. Barra=
20 pum. L. Corte longitudinal a 1cm da base mostrando células da epiderme e do
parénquima com aspecto plasmolisado. Barra = 20 um. J. Corte transversal da base
mostrando P1, parénquima 2 e um feixe vascular de estame. Barra= 50um. K.
Detalhe da imagem H mostrando células com aspecto plasmolisado. Notar o
citoplasma da epiderme e do P1 mais denso. Barra = 10 um. L. Detalhe da imagem |
mostrando células do P1 com aspecto plasmolisado, com citoplasma mais retraido e
denso. Barra = 10 um.

(e= epiderme; P1= parénquima 1; P2= parénquima 2; Pc= parénquima central; Fvc=
feixe vascular de carpelo; Fve= feixe vascular de estame).
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Figura 12. Anatomia do androginéforo de P. citrina. A. Corte longitudinal a 1cm
da base mostrando P1 com paredes menos espessas em relacao ao P1 préximo a
base (imagem G), parénquima 2 e um feixe vascular de carpelo. Barra= 200 um. B.
Detalhe do corte transversal (imagem E) mostrando P1 de paredes delgadas, feixe
vascular de estame, parénquima 2 e um feixe vascular de carpelo. Asterisco=células
separando os feixes vasculares de carpelos. Barra= 20 um. C. Quadrante tracejado
da imagem F (corte transversal) mostrando epiderme e P1. Notar que as células do
P1 apresentam-se turgidas. Barra= 20 um. D. Detalhe do corte longitudinal a 1 cm da
base mostrando epiderme e P1 com paredes menos espessas e idioblastos fendlicos
na primeira camada de células (asterisco). Barra= 20 um E. Corte transversal a 8 mm
da base mostrando a estrutura anatdmica geral do androgin6foro. Seta=feixe
vascular de carpelo. Cabeca de seta=feixe vascular de estame. Barra= 100 um. F.

i
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Corte transversal a 5 mm da base mostrando a estrutura geral do androginéforo.
Notar as paredes espessas do P1 em relagcdo a espessura do mesmo tecido na
imagem E. Barra= 100 pum G. Corte longitudinal a 1mm da base mostrando a
epiderme, o P1 e um feixe vascular de estame. Barra= 200 um. H. Detalhe da
imagem G motrando o P1 com paredes irregularmente espessadas. Barra= 20 um 1.
Quadrante pontilhado da imagem F mostrando a epiderme e o P1. Notar as paredes
espessas e contornos irregulares das células do parénquima que aparentam estar
plasmolisadas. Barra= 20 pm.

(e= epiderme; P1= parénquima 1; P2= parénquima 2; Pc= parénquima central; Fvc=
feixe vascular de carpelo; Fve= feixe vascular de estame).

Do lado oposto do mesmo corte, observa-se que a maioria das células do P1
esta targida, maior, com contorno arredondado (Figura 6C).

Em cortes longitudinais do androginéforo de P. capsularis, observou-se, a uma
altura de aproximadamente 3 mm, células de um lado células da epiderme e do P1
plasmolisadas e do lado oposto do mesmo corte células epidérmicas e do P1 nao
plasmolisadas (Figura 13D). As células com aspecto plasmolisado apresentam
citoplasma retraido e mais denso em relagéo as células do lado oposto (Figural3C).
O nucleo de algumas destas células estd em posicdo central, e nédo restrito a
periferia (Figura 13C). Na regido oposta, as células do P1 encontram-se turgidas,
com menor retragdo do citoplasma e um vacuolo maior ocupando praticamente toda
a extensdo da célula (Figura 13A).

Em cortes longitudinais de P. rubra observou-se, préximo da base, o mesmo
que em P. capsularis. De um lado, as células da epiderme e do P1 apresentam
aspecto plasmolisado, com citoplasma retraido e mais corado (Figura 14D). Na

regido oposta a esta, as células epidérmicas do P1 sdo mais turgidas, com menor

retragéo do citoplasma e um vacuolo aparentemente maior (Figura 14C).
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Figura 13. Anatomia do androginéforo de P. capsularis. A. Detalhe da regiado a
esquerda do retangulo tracejado em B. Corte longitudinal mostrando células da
epiderme e do P1 com um grande vacuolo ocupando quase todo o volume da célula
conferindo aspecto turgido. Barra= 20 um. B. Corte longitudinal do androgin6foro
inteiro. O retangulo tracejado estd a 3 mm da base. Barra= 200 um C. Detalhe da
regido a direita do retadngulo tracejado em B. Barra= 200 um. Corte longitudinal
mostrando células com citoplasma denso e retraido conferindo aspecto
plasmolisado. Barra= 20 um. D. Area referente ao retangulo tracejado em B. Corte
longitudinal mostrando o P1, feixe vascular de estame, parénquima 2, e feixe
vascular de carpelo. Notar que as células do P1 a esquerda do corte apresentam
maior turgidez em relacéo as células do P1 a direita do corte. Barra= 40 um E. Corte
transversal da base do androginéforo. Notar que as células do P1 apresentam
paredes espessas, enquanto que as células de P2 apresentam paredes mais
delgadas, formando uma regiao mais clara. Seta= feixe vascular de carpelo. Cabeca
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de seta= feixe vascular de estame. Barra= 100 um. F. Detalhe da imagem E
mostrando epiderme, P1 com paredes espessas, parénquima 2 com paredes
delgadas contendo algumas células com conteudo citoplasmatico corado de azul
claro (seta) e parénquima central. Barra= 20 pm G. Corte transversal do
androginéforo a 5mm da base. Notar as células do P1 com paredes delgadas. Nao
se observa diferencga significativa entre as paredes do P1 e o parénquima 2. Seta=
feixe vascular de carpelo. Cabeca de seta= feixe vascular de estame. Barra= 100 pm
H. Detalhe da imagem G mostrando epiderme, células do P1 mais justapostas com
paredes mais delgadas, e um feixe vascular de estame. Barra= 20 um.

(e= epiderme; P1= parénquima 1; P2= parénquima 2; Pc= parénquima central; Fvc=
feixe vascular de carpelo; Fve= feixe vascular de estame).
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Figura 14. Anatomia do androginéforo de P. rubra. A. Corte longitudinal da regiao
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idioblastos fendlicos (asterisco). Barra= 20 um. F. Detalhe do P1 da regido basal
mostrando as paredes espessas e campos de pontoacdo primarios. Barra= 20 um.
G. Corte transversal a 2 mm da base mostrando a estrutura geral do androginéforo.
Seta=feixe vascular de carpelo. Cabeca de seta= feixe vascular de estame. Notar
qgue o parénquima 2 forma uma regido mais clara em torno dos feixes vasculares de
carpelo devido a diferenca na espessura da parede em relacido ao P1. Barra= 100
um H. Detalhe da imagem G, mostrando o P1 com paredes espessas; parénquima 2
com paredes delgadas, células achatadas tangencialmente e células com contetudo
citoplasmatico corado de azul claro (seta); feixes vasculares de carpelo separados
por linhas de células radiais (seta pontilhada) e parénquima central. Barra= 50 pm.
(e= epiderme; P1= parénquima 1; P2= parénquima 2; Pc= parénquima central; Fvc=
feixe vascular de carpelo; Fve= feixe vascular de estame).

4.4. Ultraestrutura das células do parénquima do androgindéforo

As imagens de microscopia de transmissao séo referentes a células do P1 do
androginéforo a alturas que variaram de 5 a 8 mm. O aspecto das células do P1
variou nas quatro espécies de acordo com o grau de turgescéncia em certas regiées
deste tecido. Em geral, o P1 apresenta numerosos espacos intercelulares (Figuras
15G, 15H e 16F) e variacdes na espessura da parede. No citoplasma, que varia de
densidade conforme a turgidez da célula, nota-se a presenca de muitas mitocondrias,
numerosos aparato de golgi e vesiculas, plastidios, dentre eles cloroplastos e alguns
amiloplastos, e plasmodesmos agrupados em campos de pontoagao primarios (15D-
F, 15H, 16A-F).

Na regido do citoplasma proxima a membrana plasmatica encontram-se
numerosas vesiculas (Figuras 15C, 15D, 15F, 15H, 16E e 16F). A membrana
plasmatica é frequentemente sinuosa, fazendo com que o espacgo periplasmatico
seja grande (Figuras 15D. 15F, 16A, 16C, 16D e 16F). E freqliente também a

formag&o de dobras circulares na membrana plasmatica e a presenca de membranas

circulares no espacgo periplasmatico (Figura 16F). A maior parte das células do P1
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apresenta-se com um unico grande vacuolo de conteudo eletronllcido que ocupa a
maior parte do volume celular (Figuras 15A e 15B). No lumen destes grandes
vacuolos é frequente a presenca de estruturas que se assemelham a remanescentes
do tonoplasto ou a vesiculas (Figuras 15E, 15F, 16A e 16B). Nas células com um
unico grande vacuolo, o citoplasma encontra-se restrito a uma fina camada na
periferia celular (Figuras 15C-H). Em algumas regides do P1 foi possivel notar
células com vacuolos menores ou multivacuoladas e com conteudo citoplasmatico

denso (Figuras 16A-D e 16F).
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Figura 15. Ultraestrutura do androginéforo. A-H. Seccdes transversais do
Parénquima 1. A. P. citrina - B. P. sanguinolenta. Visdo geral de uma regiao do
P1. Notar que algumas células apresentam-se menores, com conteudo
citoplasmatico mais denso e com vacuolos menores ou multivacuoladas enquanto
outras estdo maiores e com um Unico grande vacuolo. Barras= 5 ym. C. P.
capsularis. Células turgidas com grande vacuolo restringindo o citoplasma a
periferia. Seta=vesiculas. Barra= 2 um. D. P. rubra. Detalhe de uma célula turgida
com amiloplastos. Quadrado=espacgo periplasmatico. Setas= vesiculas. Barra= 2 pm.
E. P. citrina. Células turgidas e paredes espessas. Barra= 2 um. F. P.rubra. Células
turgidas com corpos multivesiculares (setas) e campo de pontoacdo (regido
circulada). Quadrado = espaco periplasmatico. Barra= 2 um G. P. sanguinolenta.
Detalhe de uma célula targida, com citoplasma restrito a periferia celular e grande
espaco intercelular. Barra= 5 um. H. P. rubra. Células turgidas e grande espaco
intercelular. Seta =vesicula. Barra= 2um.

(Am= amiloplasto; Ei= espaco intercelular; Mi= mitocéndria; Pa= parede; Pl= plastidio
Va= vacuolo).
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Figura 16. Ultraestrutura do androginéforo. A-F. Seccoes transversais do
Parénquima 1. A. P. sanguinolenta. Célula com citoplasma mais denso, vacuolo
pequeno com numerosas membranas. Quadrado = espaco periplasmatico. Barra= 2
um. B. P. citrina. Célula com citoplasma denso e multivacuolada. Notar a parede
espessa. Barra= 2 um. C. P. sanguinolenta. Célula multivacuolada. Quadrado =
espaco periplasmatico. Barra= 2 um. D. P. capsularis. Célula multivacuolada.
Quadrado = espaco periplasmatico. Cabecas de seta= dobras circulares dos espacos
periplasmaticos contendo constituintes de membrana. Barra= 2 pm. E. P.
sanguinolenta. Detalhe de um campo de pontoacdo primario. Seta
tracejada=plasmodesmos. Setas= vesiculas. Barra= 1 um. F. P. capsularis. Detalhe
dos amiloplastos e grandes espacos periplasmaticos (quadrados) com dobras
contendo cisternas (cabecas de seta). Barra= 2 um.
(Ag= aparato de Golgi; Am= amiloplasto; Ei= espaco intercelular; Mi= mitocondria;
Nu= nucleo; Pa= parede; Pl = plastidio; Re= reticulo endoplasmatico; Va= vacuolo).
4.5. Micromorfologia da superficie do androginoforo

Analisando a superficie da epiderme do androginéforo, percebe-se que
existem diferencas entre a regiao mais préxima a regiao basal e a mais proxima ao
apice. Em alguns casos, percebe-se ainda diferenca na regido mediana (Figuras 17 e
18). Em P. citrina, as células epidérmicas da regidao proximal apresentam estrias
transversais na parede, formando em alguns pontos pequenas dobras (Figura 17A),
enquanto que em células da regido apical as estrias sao longitudinais e superficie
nao forma dobras (Figuras 17B, 17D) . Na regido mediana do androginéforo observa-
se uma zona de transicdo, onde se encontram células epidérmicas com estrias
transversais e longitudinais (Figura 17C). Em P. sanguinolenta observou-se, na
regiao proximal, dobras na superficie da parede das células epidérmicas ( Figura
17E) , ndo se observam as estrias conspicuas como as presentes em P. citrina. As

células epidérmicas da regiao apical também ndo possuem estrias tdo evidentes, que

sdo arranjadas transversalmente (Figura 17E).
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Em P. capsularis, as células epidérmicas da regido basal apresentam estrias
em varias direcdes (Figura 18A), enquanto que, a medida que se aproxima da regiao
apical, a superficie das células torna-se mais lisa (Figura 18B). Em P. rubra notam-se
diversas estrias e ornamentacdes na superficie em aproximadamente dois tercos do
androginéforo, na regidao mais proxima a base (Figuras 18C-E). Observam-se regides
com células expandidas, estrias em diversas diregdes e dobras na epiderme (Figuras

18C-E).
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Figura 17. Micromorfologia da superficie do androginéforo tocado (vista
longitudinal). A-D. P. citrina. A.Regiao basal. Notar células da epiderme com
dobras e estrias transversais. Barra= 20 um. B. Células préximas do topo sem
dobras. Barra= 20 um. C. Regido mediana, com estrias transversais e longitudinais.
D. Detalhe da regido apical, mostrando células com estrias longitudinais. Barra= 30
um. E-F. P. sanguinolenta. E. Regido basal com dobras na epiderme. Barra= 100
um. F. Regido apical mostrando leves estriagbes transversais. Barra= 30 pm.
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Figura 18. Micromorfologia da superficie do androginéforo tocado (vista
longitudinal). A-B. P. capsularis. A. Regido basal. Células epidérmicas com estrias
em varias direcbes. Barra= 10 um. B. Regiao apical. Células com poucas estriacoes.
Barra= 30 um. C-F. P. rubra. C, D e E. Regiao do primeiro terco do androginéforo
(mais proximo da base). Notar a presenca de células expandidas na superficie (C e
D) de estrias em diversas dire¢des (D), e de dobras na epiderme.Barras= 50, 20 e 30
um. F. Regido distal. Notar menor quantidade de estrias e dobras. Barra=20 pm.
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Estas células expandidas também foram observadas em P. capsularis. Na
regidao apical do androginéforo de P. rubra as células epidérmicas possuem

superficie mais lisa (Figura 18F).

5. DISCUSSAO

Nas espécies de Passiflora aqui analisadas, observou-se que o movimento do
androginéforo s6 é induzido quando a coluna do androginéforo ou o ovario sao
tocados, e ndo outras partes da flor, e apenas rog¢ar na coluna ou no ovario néo é
suficiente para indugdo do movimento. J& em M. pudica, as folhas e foliolos s&o
bastante sensiveis a agdo de fatores ambientais como vento, vibragdes, estimulos
por temperatura e luz. A provavel explicagdo para menor sensibilidade do
androginéforo baseia-se no fato de que fatores ambientais amenos como o vento ndo
desencadeariam um movimento que seria dispendioso e inutil para a planta de
Passiflora em tal situacao, visto que este movimento provavelmente esta relacionado
aos habitos de polinizacdo. Assim 0 movimento do androginéforo s6 seria induzido
pelo estimulo mais brusco do contato com uma parte do corpo do polinizador.

Experimentos conduzidos com métodos de injecdo de carga foram realizados
com Dionaea e M. pudica possibilitando quantificar um estimulo minimo para gerar
movimento nestas plantas em partes diferentes das folhas (Volkov, 2007; Volkov
2010). Pode-se sugerir este tipo de experimento para estas espécies de Passiflora
como forma de verificar a reacdo ao estimulo elétrico, quantificar estes estimulos e
relaciona-los as respostas das plantas. Da mesma forma, ainda se faz necesséria a
realizagcdo de outros experimentos com intuito de normalizar a quantidade de

estimulo necessério e suficiente para causar o movimento do androginoforo. As
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espécies que apresentaram maiores valores médios de velocidade do movimento
foram P. capsularis e P. sanguinolenta e o menor valor foi o de P. citrina. E provavel
que a eficacia do movimento na otimizagdo da polinizagao cruzada seja apenas para
P. sanguinolenta, que € polinizada principalmente por beija-flores (Mac Dougal,
1989), porque a visita deste agente polinizador seria teoricamente mais duradoura e
o estimulo mecéanico suficiente para suscitar indugao de movimento. Em P. citrina,
que provavelmente também € polinizada por beija-flores (Mac Dougal, 1989), a
angulagdo do androginéforo é muito menor e provavelmente o0 movimento ndo é
significativo. J& em P. rubra e P. capsularis, talvez o movimento do androgin6foro
nao seja um mecanismo eficaz para o depdsito de pélen no agente polinizador, que
seriam insetos (Koschnitzke & Sazima, 1993). No entanto, ndo existem estudos
especificos a respeito da observacao dos eventos de polinizacdo destas espécies,
com descri¢cdes detalhadas da visitagdo, sendo que estas inferéncias devem ser
utilizadas com cautela.

Ainda ndo ha um estudo filogenético preciso do subgénero Decaloba e,
portanto, ndo é claro se as flores tubulares como as de P. citrina e P. sanguinolenta
sdo derivadas ou basais em relacao as flores em forma de disco (como por exemplo,
as de P. capsularis e P. rubra). A hipdtese mais aceita é a de que flores em forma de
disco sdo basais (Koschnitzke & Sazima, 1993), e o movimento do androgin6foro
nestas espécies seria ineficaz para evitar a autopolinizacdo. As flores tubulares
seriam derivadas e teriam surgido como um escape a polinizagdo por insetos, por
pressdao de selecdo de outros agentes polinizadores, como os beija-flores

(MacDougal, 1989). Esta hip6tese esta baseada ainda no fato de que P. capsularis e
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P. rubra sao autocompativeis e facilmente autopolinizadas (Koschnitzke & Sazima,
1993; Ulmer & MacDougal, 2004), sendo que frutos destas espécies sao
frequentemente observados nas plantas mantidas dentro da casa de vegetacgéao,
onde ndo ha presenca de agentes polinizadores (observagdes pessoais).

O tipo de movimento realizado pelos pulvinos € o que mais se assemelha ao
observado no androginéforo das espécies de Xerogona estudadas. A maioria das
informacgdes a respeito do movimento de pulvinos € baseada em mudancas na forma
e tamanho das células motoras, causadas pelo fluxo de ions k™ através da
membrana plasmatica destas células, que é seguido de fluxo de agua massivo,
resultando em sua turgidez ou murcha (Satter & Galston, 1981). Nossos resultados
de microscopia Optica e microscopia eletrénica de transmisséo indicaram que existe
uma provavel reorganizacao do citoplasma e dos vacuolos de um grupo de células
parenquimaticas (P1) do androginéforo e que esta reorganizagcao € responsavel pelo
movimento.

Nas quatro espécies de Xerogona estudadas foi possivel visualizar um grupo
das células do P1, de um lado do androginéforo, com aspecto targido (contorno
circular regular, grandes vacuolos) e do outro, células de contornos irregulares e com
plasmdlise parcial. A posicdo das células plasmolisadas coincide com o lado do
androginéforo estimulado ao movimento. A confirmagdo de que ha reorganizacao
vacuolar nas células parenquimaticas do androgin6foro se deu pela andlise em
microscopia eletrbnica de transmissdo. Observaram-se células com vacuolos

grandes e com citoplasma restrito a periferia da célula no P1 de um lado do
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androgindéforo e, do lado estimulado ao movimento, células com vacuolos menores, e
com citoplasma denso.

De forma semelhante, a reorganizacao dos vacuolos foi observada em células
motoras do cortex do pulvino de algumas espécies de leguminosas que exibem
movimentos nictinasticos e tigmonasticos (Campbell & Garber, 1980; Fleurat-Lessard
& Millet, 1984; Fleurat-Lessard, 1988; Moysset & Simon, 1991; Machado &
Rodrigues, 2004) e em células guarda de estdmatos (Gao et al., 2005). Além da
reorganizacdo vacuolar, observaram-se, dentro de vacuolos grandes, muitas
estruturas semelhantes a vesiculas ou remanescentes de tonoplasto. Tais
observacbes sao semelhantes as de Gao et al. (2005) que analisaram a
reorganizacdo dos vacuolos nas células guarda dos estomatos em Vicia faba. Nas
células guarda ha fusdo de pequenos vacuolos para formar um ou mais vacuolos
grandes a fim de que o estdmato se abra. No grande vacuolo fundido, que ird se
dividir para formar novamente pequenos vacuolos durante o fechamento estomético,
existem remanescentes de tonoplasto no limen e muitas estruturas semelhantes a
vesiculas ligadas a membrana, que devem ser provenientes da unido dos dobras do
tonoplasto (Gao et al., 2005). Ainda, sugeriu-se que estas estruturas de membrana
no lumen do vacuolo sirvam como reservatérios de tonoplasto para amparar as
rapidas mudancas no volume vacuolar durante o movimento de abertura e
fechamento estomatico (Gao et al., 2005).

Foi documentada a dificuldade em se obter células motoras no estado
estimulado porque o processo de recuperagado se inicia segundos apds o estimulo

(Fleurat-Lessard, 1988). De forma similar, o estado de repouso também é
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relativamente dificil de ser obtido, j& que o préprio manuseio para fixar o material ja
pode induzi-lo ao movimento (Fleurat-Lessard, 1988). Além disso, o citoplasma das
células motoras pode ser dificil de fixar devido a sua instabilidade (Fleurat-Lessard,
1988).Nas espécies de Passiflora aqui estudadas, quando observamos células em
microscopia eletrénica de transmissdo com vacuolos contendo em seu Ilumen
conteudos de membrana, estas estdo possivelmente no estagio de recuperacédo do
turgor, apos fusdo de pequenos vacuolos que se formaram durante 0 movimento.

A reorganizacdo vacuolar nos pulvinos e nas células guarda é reversivel e
provavelmente também o é nas células do P1 do androginéforo em Passiflora ja que,
para as quatro espécies estudadas, observou-se que apds cerca de 2-3 minutos do
estimulo (com movimento em uma determinada direcédo), o androginéforo é capaz de
responder novamente a um segundo estimulo na mesma diregdo que a do estimulo
anterior e gerar movimento. No entanto, ndo se observou movimento suplementar
por um segundo estimulo realizado imediatamente e na mesma dire¢cdo. Estas
observagdes concordam com um mecanismo de movimento baseado na plasmdlise
celular parcial e concorda com observagdes para outras espécies, em relacdo ao
tempo necessario para células vegetais retomarem o seu turgor original (Sibaoka,
1980).

A mudanca no tamanho das células do P1 do androginéforo ndo € téao
marcante quando se observa uma célula individualmente. Porém, vale lembrar que a
amplitude do movimento ndo é tdo grande quanto a do fechamento de foliolos do
pulvino, e que as células capazes de movimento ndo se restringem a algumas

camadas de células subepidérmicas (Campbell & Garber, 1980), mas a maioria das
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células do P1 em uma extensdo do androginéforo que pode ir até 9 mm, como foi
observado em P. sanguinolenta.

A microscopia optica e a microscopia eletrénica de transmissdo mostraram
que, além da reorganizacado do vacuolo, o androginéforo das espécies de Passiflora
aqui estudadas possui outras caracteristicas anatébmicas e ultraestruturais
semelhantes as observadas em células motoras do pulvino e células motoras dos
filetes dos estames de B. canadensis. Numerosos espacos intercelulares, paredes
sinuosas irregularmente espessadas, auséncia de lignificagdo nas paredes,
plasmodesmos agrupados em campos de pontoagdo, numerosas mitocondrias e
dictiossomos sao algumas das caracteristicas compartilhadas por estas espécies
(Fleurat-Lessard 1988, Fleurat-Lessard & Millet, 1997, Machado & Rodrigues, 2004)
e que devem estar relacionadas ao movimento. Fleurat-Lessard (1988) e Fleurat-
Lessard & Millet (1997) descreveram para M. pudica pudica e para B. canadensis
grandes espacos periplasmaticos, contendo fibrilas, ou constituintes de membrana
ou cisternas. Espacos periplasmaticos também foram encontrados em P.
sanguinolenta, P. capsularis e P. rubra, e, nestas espécies, algumas vezes
encontram-se cisternas dentro destes espacos, que possivelmente funcionam como
sitio de estocagem temporaria de ions, favorecendo trocas entre simplasto e
apoplasto (Fleurat-Lessard, 1988). As estruturas similares a membranas que formam
cisternas provavelmente sdo exfoliagbes da membrana plasmatica (Fleurat-Lessard,
1988).

As espessas paredes do P1 na base do androginéforo provavelmente servem

como suporte, ja que se trata de um érgao alongado e que esta sujeito a movimentos
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constantes. A diferenca na espessura das paredes parece nao ter relacdo com a
capacidade de mudancas na forma e volume celular nem com as mudancas
intercelulares rapidas que levam a plasmdlise ou turgescéncia da célula, ja que se
observaram estes fendbmenos tanto em regides de paredes espessas quanto em
regides de paredes menos espessas. No pulvino de leguminosas, a diferenca da
espessura da parede entre células flexoras e extensoras é comum, mas em R.
pseudoacacia (Moysset & Simén), por exemplo, ndo existem diferencas entre as
paredes destas células. No entanto, a elasticidade da parede parece ter papel
fundamental para o movimento (Fleurat-Lessard, 1988), bem como a auséncia de
lignificagdes na parede e a presenca de plasmodesmos agrupados em campos de
pontoacdo, que asseguram a comunicacdo entre as células favorecendo a
distribuicdo de ions (Rodrigues & Machado, 2004; Rodrigues & Machado, 2006).

As células parenquimaticas do androginéforo de Passiflora ndo possuem o
sistema duplo de vacuolos (vacuolos de tanino e vacuolos sem tanino ou coloidais)
como observado em células motoras do pulvino, e em células motoras de B.
canadensis (Campbell & Garber, 1980; Fleurat-Lessard 1988; Moysset & Simon,
1991; Fleurat-Lessard & Millet, 1997; Machado & Rodrigues, 2004), mas apenas um
tipo de vacuolo que ndo contém tanino. Acredita-se que os vacuolos de tanino sirvam
como reserva de ions calcio cuja concentracdo é aumentada durante o fechamento
dos foliolos do pulvino, e que pode estar relacionada ao movimento de contracao do
vacuolo e ao efluxo de ions potassio (Toriyama & Jaffe, 1972; Turnquist et al., 1993) .
Provavelmente esta reserva de ions célcio dos vacuolos de tanino ndo € necessaria

para a contracdo do vacuolo de células do P1 do androgin6foro, bem como néo é
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para as células guarda dos estdmatos, que também nao tém vacuolos contendo
tanino, e nas quais o influxo do célcio extracelular € aumentado pela hiperpolarizagao
da membrana plasmatica. As oscilagdes no calcio citosélico sdo fundamentais para o
fechamento dos estébmatos (Allen et al., 2001) . Sabe-se que em células vegetais
ions célcio sao encontrados em grandes quantidades no apoplasto e nos vacuolos, e
ainda no reticulo endoplasmatico e cloroplastos, mas eventos de transduc¢éo de sinal
fazem com que a taxa de ions célcio no citosol aumente (Hirschi, 2004).
A analise da superficie do androgin6foro por microscopia eletrénica de varredura foi
realizada no intuito de buscar peculiaridades que poderiam estar relacionadas a
capacidade de movimentagdo, como as rugosidades e cuticula sulcada observadas
na superficie do pulvino de R. pseudoacacia (Moysset & Simén, 1991) ou as
ondulagdes contendo protuberancias lignificadas em pulvinos do género Mimosa e
outros géneros de Leguminosae (Rodrigues & Machado, 2006). Na superficie do
androginéforo tocado de P. sanguinolenta, P. citrina e P. rubra observaram-se, em
regides proximas a base, dobras na superficie que podem estar relacionados com o
movimento de inclinagdo desta estrutura.

As flores de P. sanguinolenta com pedicelo imerso em solu¢do de auxina (AlA)
a TmM e em solucdo de um inibidor de transporte polar de auxina (NPA) a 0,1 mM
mostraram aumento da amplitude do movimento uma vez que valores maiores de
angulagéo e velocidade angular foram observados em relacdo aos dos movimentos
observados nos testes de movimento. Preliminarmente, foram realizados
experimentos com flores da mesma espécie que foram somente borrifadas com a

mesma solucao de NPA, mas ndo houve diferenca significativa quando comparado
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ao movimento das flores ndo borrifadas (testes de movimento), provavelmente
porque as flores ndo absorveram quantidade suficiente da solucdo de NPA pelas
células da epiderme. E sabido que os movimentos pulvinares sdo derivados de
variagdes de turgor reversiveis dirigidas por fluxos de K* para dentro ou para fora das
células do parénquima do pulvino. A auxina aumenta a atividade das bombas
H+ATPase, estimulando a extrusdo de prétons para fora da célula (Taiz & Zeiger,
2006), que estdo acoplados a fluxos inversos de ions K* (Bonmort &Roblin, 1996;
Moyen et al. 2007). Concomitante com a entrada de ions K" ha entrada de agua,
fazendo entdo com que a célula fique ou se mantenha turgida.

Experimentos com aplicagdo de 2,4-D em C. fasciculata mostraram que 0s
foliolos se mantém abertos mesmo quando colocados no escuro, portanto o estimulo
de fechamento dos foliolos induzido por escuro € inibido. Ao mesmo tempo, quando
colocados na luz, os foliolos continuam abertos e a amplitude da abertura aumenta.
Houve também inibicdo do fechamento dos foliolos mediante estimulo elétrico em
plantas tratadas com 2,4-D (Bonmort & Roblin, 1996; Moyen et al., 2007). Por outro
lado, em M. pudica, observou-se que apds a aplicacdo de auxina (AIA,NAA e 2,4-D)
estimulos mecéanicos geram rapidos movimentos de fechamento e abertura dos
foliolos, tanto no escuro quanto na luz (Watanabe & Sibaoka, 1983). Nossos
resultados concordam com os obtidos por Watanabe & Sibaoka (1983), ja que a
aplicacao de auxina levou a um aumento na velocidade do movimento.

Sabe-se que o NPA tem acdo de acumulagao de auxina no tecido, e ndo de
diminuicdo da concentragdo de auxina, pois a inibicao refere-se ao transporte polar

de auxina e ndo ao efeito do hormdnio (Petrasek, 2003). Observou-se massiva
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proliferacdo radial do xilema nos feixes vasculares adjacentes a folhas jovens em
mutantes AtPIN1 de Arabidopsis, que tém o transporte polar de auxina defeituoso.
No entanto, o aumento de tecido vascular € caracteristico de plantas que
superproduzem auxina. O observado no mutante € explicado pelo fato de que o
tecido vascular estd em uma posicao logo abaixo de folhas jovens que sintetizam
auxina que é entdo acumulada, ja que o transporte basipeto estd prejudicado no
mutante, reduzindo a drenagem deste hormdnio. A inibicdo quimica do transporte
polar de auxina com uso de NPA em plantas selvagens causou alteragdes similares
as do mutante (Galweiler et al. 1998). Foi demonstrado que a extremidade apical
dos érgaos florais, que sado folhas modificadas, é um sitio primario de producéo de
auxina livre que controla o desenvolvimento floral e induz a formagédo dos tecidos
vasculares (Aloni, 2006). O resultado obtido com as flores tratadas com NPA esta
dentro do esperado, ja que o movimento do androginéforo nestas flores teve médias
de angulacéao e velocidade angular similares ao das flores tratadas com AlA.

A concentracao de AlA escolhida para os experimentos realizados foi maior do
que as concentracées que geraram resposta em experimentos com pulvinos de M.
pudica e C. fasciculata (Watanabe & Sibaoka, 1983; Bonmort & Roblin, 1996; Moyen
et al, 2007) a fim de verificar se este hormdnio produziria algum efeito no
movimento. Apds verificar a existéncia do efeito, futuramente pretende-se testar
outras concentragdes de auxinas para verificar o efeito desta variacdo na velocidade
do movimento do androginéforo de espécies de Xerogona. A concentracao de NPA

utilizada foi escolhida com este mesmo propdsito.

64



De maneira geral, os mecanismos que fazem com que o androginéforo se
incline sao semelhantes aos observados nos pulvinos, nos estames de B.
canadensis e em células guarda dos estomatos de V. faba, ao menos até onde se
pode observar com o uso de técnicas tradicionais de andlise anatdbmica e
ultraestrutural. No entanto, experimentos relacionados aos aspectos bioquimicos do
movimento, tais como transporte de ions, agua e prétons, sao necessarios para
desvendar as causas das modificagdes observadas nas andlises de microscopia. De
mesma importancia seriam os estudos sobre a biologia da polinizacdo destas
espécies, a fim de verificar se este movimento de inclinagcdo do androginéforo esta

sob pressao de selecédo no sentido de aprimorar o sucesso da polinizagao cruzada.
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