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RESUMO

Passifloraceae possui 17 géneros e cerca de 630 espécies, subdividida nas Tribos
Paropsieae e Passifloreae, onde a primeira é considerada um complexo basal
parafilético e a segunda, monofilética. O género Passiflora L., pertencente a
Passifloreae, com cerca de 525 espécies, distribuidas nas regides tropicais do Novo
Mundo, Asia e Australia. A taxonomia de Passiflora baseia-se em diversos caracteres
florais e vegetativos, apresentando uma complexa subdivisdo taxonémica em
subgéneros, secdes e séries. Passiflora estd subdividido em quatro subgéneros
(Astrophea, Decaloba, Passiflora, Deidamioides). Este trabalho teve por objetivo
investigar os padrées de diversificagdo dos caracteres anatOmicos foliares em
Passiflora, buscando aqueles de valor taxonémico e potenciais sinapomorfias para o
grupo, dentro de um contexto filogenético, visando o entendimento de como ocorreu a
evolugao de alguns caracteres no género. Para tanto, foram analisadas quarenta e sete
espécies pertencentes a Passiflora e grupos externos, selecionadas a partir de estudos
sobre filogenia molecular do grupo. Foram estudados de dois a trés individuos de cada
espécie, obtidos a partir das colegcdes dos herbarios do Departamento de Botanica da
UFPR (UPCB) e Museu Botanico Municipal (MBM), Curitiba-PR. Foi utilizada a topologia
da arvore filogenética publicada para Passiflora através da analise combinada de oito
regides codificadores do DNA (rbcL, rps4, trnL intron e trnL-trnF, nad1 b/c, nad5 d/e,
26S). Para o estudo anatdmico, as amostras foram preparadas seguindo técnicas usuais
utilizadas em anatomia vegetal. Uma matriz de caracteres foi elaborada com base nas
caracteristicas anatdbmicas qualitativas observadas e os estados de carater utilizados
nas analises de reconstrucdo dos estados ancestrais foram definidos com base nestas
caracteristicas, sendo apresentados apenas aqueles informativos. Nove caracteristicas
foram selecionadas para a reconstrucdo dos estados de carater ancestrais — oito
anatdmicas e uma morfolégica. As analises de evolugao dos caracteres demonstraram a
existéncia de multiplos surgimentos para muitas caracteristicas, indicando que ha muita
convergéncia e paralelismo no grupo. Nove caracteres se destacaram com valor
taxondmico, e potencial de uso na filogenia do grupo, como a presenga de flanges
cuticulares, a forma do sistema vascular da nervura central e do peciolo, a presenga de
cuticula ornamentada, glandulas na face abaxial, a presenga de tricomas glandulares.
Alguns caracteres de valor diagnostico foram observados nas espécies estudadas,
promissores para a taxonomia do grupo, como: papilas epidérmicas, ocorréncia de
calotas de fibras isoladas no cortex da nervura e no peciolo, faixa de esclerénquima
continua no peciolo, dentre outros. Este estudo comprova a importancia da anatomia
foliar para a taxonomia e a filogenia do género Passiflora. Os resultados indicam que
estudos mais detalhados sobre a estrutura das papilas epidérmicas, tipos de tricomas
glandulares e tectores, e a natureza das secregbes possivelmente trardo mais
informagbes para o entendimento das relagbes entre os subgéneros, especialmente
dentro do maior subgénero, Passiflora.

PALAVRAS-CHAVE: Dilkea, Mitostemma, Passifloraceae, sinapomorfia, taxonomia



ABSTRACT

Passifloraceae has 17 genera and ca. 630 species, subdivided in tribes Paropsieae
and Passifloreae. The former is considered a paraphyletic basal complex while the
latter is monophyletic. The genus Passiflora L. belongs to Passifloreae comprising
ca. 525 species distributed in tropical regions of the New World, Asia and Australia.
The taxonomy of Passiflora is based on various vegetative and floral characters, and
the genus has a complex taxonomic subdivision into subgenera, sections and series.
Passiflora is currently subdivided into four subgenera (Astrophea, Decaloba,
Passiflora, Deidamioides). This study aimed to investigate the patterns of
diversification of leaf anatomical characters in Passiflora, seeking those of taxonomic
value and potential synapomorphies for the group, within a phylogenetic context,
aiming to understand the evolution of some selected characters in the genus. Forty-
seven species of Passiflora and outgroups were selected from the molecular
phylogeny of the group. Two to three individuals of each species were studied,
obtained from herbarium collections of the Department of Botany UFPR (UPCB) and
Municipal Botanical Museum (MBM), Curitiba-PR. The topology of the phylogenetic
tree published for Passiflora through a combined analysis of eight coding DNA
regions (rbcL, rps4, trnLintron e trnL-trnF, nad1 b/c, nad5 d/e, 26S) was used. For the
anatomical studies, samples were prepared following the usual techniques used in
plant anatomy. All the material was submitted to a rehydration process. A character
matrix was elaborated based on observed qualitative anatomical features and the
character states used in reconstruction analyzes of ancestral states were defined
based on these features. Only those informative are here presented. Nine
characteres were selected for the reconstruction of ancestral character states - eight
anatomical and one morphological. The analysis showed multiple shifts for several
analyzed features, indicating that there is a lot of convergence and parallelism in the
group. However, nine selected characters stood out with taxonomic value and
potential use in group phylogeny, such as the presence of cuticular flanges, the
shape of the vascular system of the midrib and petiole, the presence of ornamented
cuticle, glands on the abaxial surface, the presence of glandular trichomes. Some
characters of diagnose value were observed in this study, promising for the taxonomy
of the group, such as epidermal papillae, isolated caps of fibers in the cortex of the
midrib and petiole, bands of sclerenchyma in the petiole, among others. This study
demonstrates the importance of foliar anatomy for the taxonomy and phylogeny of
genus Passiflora. The results indicate that a more detailed study focusing on the
structure of the epidermal papillae, types of glandular and tector trichomes, and the
nature of secretions possibly will bring more relevant information to the
understanding of the relationships between subgenera, especially regarding the far
largest subgenus Passiflora.

Key words: Dilkea, Mitostemma, Passifloraceae, synapomorphy, taxonomy
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1 INTRODUGAO

A familia Passifloraceae € composta por 17 géneros e cerca de 630 espécies
distribuidas nos paleotropicos na América do Norte e do Sul, e Nova Zelandia
(OCAMPO et al., 2007; VARGAS et et., 2007; SOUZA E LORENZI, 2008; FARIA E
STEHMANN, 2010; SOUZA E HOPKINS, 2011; TOKUOKA, 2012).

A moncdfilia da familia € bem sustentada em decorréncia da presenca de uma
corona filamentosa em suas flores (JUDD et al., 2009), e por dados moleculares
(FAY et al., 1997; SOLTIS et al., 2007; TOKUOKA, 2012; CUTRI et al., 2013).
Passifloraceae sensu stricto esta subdividida nas tribos Paropsieae e Passifloreae

(FEUILLET E MACDOUGAL, 2007).

A monofilia das duas tribos foi recentemente elucidada pela analise
filogenética com dados moleculares (TOKUOKA, 2012), onde Passifloreae e
Paropsieae formam clados irméos. A tribo Paropsieae é caracterizada pelas
espécies de habito arborescente ou arbustivo e gavinhas ausentes (ESCOBAR,
1988; CERVI, 1997; STEVENS, 2001). Ja a tribo Passiflorieae contém espécies com
habito trepador provido de gavinhas e flores especializadas (ULMER E

MACDOUGAL, 2004; FEUILLET E MACDOUGAL, 2007).

Passifloreae é monofilética (TOKUOKA, 2012) e apresenta como
sinapomorfias o0 habito escandente, gavinhas axilares e flores altamente
especializadas (JUDD et al., 2009). E representada por 11 géneros e cerca de 700
espécies, distribuidas em todo o Neotrépico, Africa, Madagascar, Nova Zelandia e
Nova Guiné. No Brasil, ocorrem quatro géneros: Ancistrothyrsus Harms,

Mitostemma Mast., Dilkea Mast .e Passiflora L. (MACDOUGAL, 1994; FEUILLET E



MACDOUGAL, 2003; MUSCHNER et al., 2003; CERVI, 2006; MUSCHNER et al.,
2012; BERNACCI et al., 2013).

O género Passiflora L. € o mais representativo em Passifloraceae, com cerca
de 525 espécies, distribuidas nas regides tropicais do Novo Mundo, ocasionalmente,
na Asia e Australia (DHAWAN et al., 2004; PACHECO et al., 2012; CUTRI et
al., 2013). A maior riqgueza de espécies do género concentra-se no Brasil e na
Colébmbia, onde podem ser encontradas desde as regides costeiras até altitudes de
3800 m nos Andes (PEREZ, 2007). No Brasil ocorrem, aproximadamente, 140
espécies (CERVI, 1997; VITTA E BERNACCI, 2004; CERVI, 2006; NUNES E
QUEIROZ, 2006; SOUZA E LORENZI, 2008).

Estudos moleculares corroboram a monofilia do género (MUSCHNER et
al., 2003; 2012), mas mesmo assim, a taxonomia de Passiflora € complexa e baseia-
se em diversos caracteres florais e vegetativos, os quais produzem uma complexa
subdivisdo taxonbémica em subgéneros, secbes e séries (FEUILLET E

MACDOUGAL, 2003; CERVI, 2006; FREITAS, 2011; CUTRI et al., 2013).

Passiflora tem como principais caracteristicas florais: a presenca flores
geralmente grandes, com mais de trés centimetros de comprimento e muito
coloridas em purpura, branco, azuis, violetas, vermelho ou misturas dessas cores;
tubo floral geralmente conspicuo, corona de filamentos geralmente complexa;
opérculo nado plicado, algumas vezes filamentoso na parte superior; cinco estames e
orgéo sexuais elevados em uma coluna conspicua, o androginoforo (CERVI, 1997).
O género esta subdividido atualmente em quatro subgéneros (Astrophea, Decaloba,

Passiflora, Deidamioides) (ZAMBERLAN, 2007; MUSCHNER et al., 2012).



10

Passiflora € o maior subgénero, com 236 espécies distribuidas nos Estados
Unidos, América Central e América do Sul (ULMER E MACDOUGAL 2004;
ZAMBERLAN, 2007; FARIA E STEHMANN, 2010). Esta representado por
trepadeiras herbaceas, com bracteas inteiras, flores grandes e coloridas, filamentos
da corona com duas a varias séries, opérculo encurvado e ovario estreitando-se em
direcédo ao apice (NUNES E QUEIROZ, 2006).

O subgénero Astrophea difere dos demais pelo habito arbéreo, arbustivo ou
lianescente arbustivo dos seus representantes, composto por 57 espécies. Esta
distribuido na América do Sul e Central. Caracteriza-se por apresentar folhas inteiras
com duas glandulas peciolares proximo ao apice do peciolo, sésseis ou em forma de
cicatriz (ULMER E MACDOUGAL, 2004).

O subgénero Decaloba inclui pequenas trepadeiras com folhas variegadas ou
bi-lobadas e pequenas flores, contendo cerca de 235 espécies (FEUILLET E
MACDOUGAL, 2007; MILWARD-DE-AZEVEDO et al., 2010). Seus representantes
ocorrem no Novo Mundo, Sudeste da Asia, Oceania e Australia. Caracteriza-se por
apresentar: caule cilindrico, folhas geralmente 3-lobadas, raramente inteiras ou 5-
lobadas, glandulas peciolares presentes, 2 ou até 4, lamina foliar com ocelo
préximos a nervura principal, pedunculos 1 a 20 flores, flores nascidas sobre uma
gavinha, pequenas, amarelo-esverdeadas, brancas ou avermelhadas, corona em 1-3
séries de filamentos (FEUILLET E MACDOUGAL, 2003).

O subgénero Deidamioides contem apenas 13 espécies, e representa o
menor grupo em Passiflora, considerado basal no género (FEUILLET E
MACDOUGAL, 2003). Seus representantes ocorrem na América do Sul e América
Central. Caracteriza-se por apresentar estipulas delgadas, glandulas peciolares

proximas a juncado da lamina foliar, folhas inteiras a 3-9-folioladas, com margem
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inteira, bracteas pequenas, pedunculo terminando em uma gavinha, uma flor com
articulagéo proxima ou bem abaixo da base da flor e opérculo plicado (ULMER E
MACDOUGAL, 2004).

A monofilia dos quatro subgéneros propostos por Feuillet e MacDougal (2003)
foi, posteriormente, comprovada por Muschner et al. (2003, 2005) e Hansen et al.
(2006), mediante analise filogenética molecular. Entretanto, Zamberlam (2007)
informa que apenas o0s subgéneros Astrophea, Decaloba e Passiflora sao
claramente monofiléticos e que a mondfilia de Deidamioides ainda € incerta.

Existem poucos estudos anatdbmicos para o género e para a familia. A
primeira descrigdo anatébmica da folha, para Passiflora, foi realizada por Solereder
(1908). Posteriormente, Metcalfe e Chalk (1950) confirmaram as descricbes
propostas. Stern e Brizicky (1958) foram os primeiros a constatar o crescimento
andmalo para o caule em Passiflora multiflora. Ayensu e Stern (1964) realizaram um
amplo estudo para a familia ao analisar anatomicamente o caule de 44 espécies em
nove géneros (Adenia, Androsiphonia, Barteria, Crossostemma, Dilkea, Mitostemma,
Paropsia, Passiflora, Smeathmannia). Outros estudos podem ser citados, enfocando
a anatomia foliar de poucas espécies de Passiflora, como P.
campanulata (MERUVIA et al., 1993a), P. capsularis (MERUVIA et al., 1993b), P.
actinia (KURTZ et al., 2003) e mais recentemente, P. edulis (BERALTO E KATO,
2008).

Segundo Alves et al. (2002), a grande semelhanga entre espécies e a
caréncia de caracteres diagnésticos de facil visualizagado tornam a anatomia foliar
uma possivel ferramenta para melhor definicdo dos taxons, fornecendo subsidios ao
entendimento de suas relagdes filogenéticas. Nesse contexto, inUmeros estudos

demonstram a relevancia da anatomia no entendimento das relacdes entre grupos.
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Sajo e Rudall (2002) analisaram sete géneros da familia Vochysiaceae, através de
12 caracteres anatbmicos da folha, e descreveram as caracteristicas anatdbmicas
com maior potencial para a sistematica. Alves et al. (2002) analisaram dez espécies
de Cyperaceae e verificaram que os caracteres anatdomicos da folha corroboram a
delimitagdo entre os géneros Hypolytrum e Mapania, porém nao foram suficientes
para sustentar as categorias infragenéricas para Hypolytrum. Gomes e Lombardi
(2010, 2013) estudaram a anatomia foliar e floral de uma subfamilia de
Celastraceae, contribuindo para a taxonomia do grupo e indicando algumas
caracteristicas que foram compartilhadas pela maioria das espécies, o que refletiu a
proximidade filogenética entre determinados grupos. Wagner et al. (2014)
analisaram a anatomia dos tricomas foliares de uma tribo de Asteraceae,
corroborando o seu potencial na taxonomia do grupo. Em um estudo abrangente
com Myrtaceae, Gomes et al. (2009) analisaram a anatomia foliar de 72 espécies da
familia, com 57 caracteres anatOomicos, e discutiram sua utilidade taxondmica e
implicagdes evolutivas. Eles constataram que existem caracteres promissores que
podem ser utilizados em analises filogenéticas, porém indicaram a ampliacédo do
numero de espécies analisadas.

Em Passifloraceae ha poucos trabalhos nessa linha de pesquisa, com
enfoque na anatomia das estruturas vegetativas. Pode-se destacar apenas o estudo
realizado por Hearn (2004, 2009a, 2009b), o qual analisou, dentro de um contexto
filogenético, a evolugdo de caracteres anatébmicos do caule e da raiz no género
Adenia. Os resultados permitiram entender o processo de diversificagao estrutural do
grupo e determinar seus padrdes evolutivos. Para Passiflora, os poucos trabalhos
existentes analisam poucas espécies e enfocam somente aspectos anatémicos. Ja

estudos sobre a evolugao de estruturas vegetativas séo inexistentes para Passiflora.
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Desse modo, este estudo é o primeiro a relacionar aspectos anatdémicos e evolutivos
para todos os subgéneros de Passiflora, a partir de estruturas vegetativas.

O presente estudo teve por objetivo estudar aspectos taxondmicos e
evolutivos em Passiflora, através da anatomia foliar de 47 espécies, representantes
de quatro subgéneros de Passiflora, incluindo duas espécies da familia, Mitostemma
brevifilis e Dilkea cf johannesii Barb. Rodr., utilizadas como grupo externo, para:

1. Verificar a ocorréncia de caracteres diagndsticos para o grupo;
2. Fornecer subsidios para a taxonomia e a filogenia do género;
3. Compreender como ocorreu a evolugdo de algumas caracteristicas

anatdmicas selecionadas.

2 MATERIAL E METODOS

Quarenta e sete espécies pertencentes a Passiflora e grupos externos
foram selecionadas a partir da filogenia molecular de Muschner et al. (2003, 2012).
O material foi obtido a partir da colecdo do Herbario do Departamento de Botanica
da UFPR (UPCB) e Museu Botéanico Municipal (MBM), Curitiba-PR. Os subgéneros
utilizados para o estudo foram Astrophea (DC.) Mast (2), Decaloba (DC.) Rchb. (8),
Passiflora (34), Deidamioides (Harms) Killip (1) e como grupos externos, Dilkea cf
Johannesii e Mitostemma brevifilis. Trés a cinco individuos de cada espécie foram
utilizados para o estudo (Tabela 1).

Amostras foliares obtidas a partir do quarto né foram submetidas ao
processo de reidratagdo de acordo com o método de Smith e Smith (1942), com
modificagbes no tempo de exposigao a solugdo de hidroxido de potassio de acordo

com a rigidez da folha. Inicialmente, o material foi fervido por até 5 minutos em agua,
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com algumas gotas de glicerina e deixado em temperatura ambiente até esfriar.
Quando frio, caso o material ndo estivesse completamente submerso, o processo de
fervura foi repetido até a sua completa submersdo. As amostras foram entéo,
colocadas em uma solucao de hidréxido de potassio a 2%, a temperatura ambiente,
por pelo menos 2 horas para as folnas membranaceas e no maximo 5 horas para
folhas coriaceas. Posteriormente, o material foi lavado em agua destilada por 3
vezes, com intervalos de 1 hora entre cada troca. As amostras foram desidratadas
progressivamente a partir de alcool etilico 10 ° GL até a sua estocagem final em
alcool etilico 70 ° GL (JOHANSEN, 1940).

Para as analises anatébmicas foram utilizadas as por¢cdes da nervura
mediana do limbo e peciolo. As amostras foram emblocadas em Historesina
(Leica®), de acordo com instru¢gées do fabricante e, posteriormente, seccionadas
transversalmente em micrétomo de rotacdo com cerca de 7 ym de espessura. A
seguir as amostras foram coradas com Azul de Toluidina 0,12% em Boérax 5%
(FEDER E O'BRIEN, 1968) e montadas em laminas permanentes com Verniz Vitral
Incolor 500®.

Para o estudo das caracteristicas da epiderme, amostras da regido
mediana do limbo foram submetidas a dissociagao utilizando hipoclorito de sdédio
comercial diluido a 20% (KRAUS E ARDUIN, 1997). Posteriormente, as amostras
foram coradas com fuccina basica e montadas, entre 1amina e laminula, utilizando
gelatina glicerinada (SASS, 1951).

As imagens foram obtidas em fotomicroscopio Olympus BX-40 com

camera de captura Olympus DB-71.
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Tabela 1 — Espécies de Passiflora estudadas, representando cada subgénero, com

respectivos numeros de herbario, ocorréncia e habito.

Subgénero Espécie Vouchers Estado Habito
Dilkea Jjohnmmensis
Grupo externo 52326 (UPCB) AM arbusto
Barb. Rodr.
53643, 42965,
Mitostemma brevifilis 37590 (UPCB);
Grupo externo MS, GO, SC subarbusto, trepadeira
Gontsch. 185068, 185062
(MBM)
46296, 53642,
37282 (UPCB); TO, MS, MA, arbusto trepador, escandente, arbusto,
P. mansoi (Mart.) Mast.
327693, 377353, MG, TO xilopodifera
Astrophea 373661 (MBM)
51093, 51869,
P. rhamnifolia Mast. 69530, 43552 BA, MG, ES trepadeira, liana, escandente
(UPCB)
64601, 65699,
64621 (UPCB);
P. capsularis L. PR, MG, BA liana, trepadeira
385010, 283213
(MBM)
60262, 63455,
43550, 60151
BA, MS, PE,
P. misera Kunth (UPCB); 284353, trepadeira, escandente
GO, ES, SP
284350, 165674,
250671(MBM)
51872, 60267,
Decaloba 60004 (UPCB), PR, BA, SC,
P. morifolia Mast. liana, trepadeira, escandente
263716, MG
179988(MBM)
359613, 290972,
P. organensis Gardner SP, MG, BA trepadeira, liana
272896 (MBM)
60153, 69987,
54686 (UPCB); GO, ES, DF,
P. pohlii Mast. trepadeira, ervavoluvel
354792, 269799, MS, MG
250705 (MBM)
P. suberosa L. 42720, 20502, RJ, RS,SC,MS liana, trepadeira



40709  (UPCBY);

260292, 350961,

376342 (MBM)
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51415, 43544,
P. tricuspis Mast. 53641, 34039 SP, MS, TO trepadeira, escandente, liana
(UPCB)
42267 (UPCB);
P. vespertilio L. 276564, 134825, AC,PA trepadeira, escandente, cipo escandente
71787 (MBM)
P. ovalis Vell Ex M. 46364, 36514,
Deidamioides ES, PE trepadeira, cipé6 em mata de reestinga
Roem. 21986 (UPCB)
45672, 65187
(UPCB);
P. actinia Hook RJ, SP, PR escandente, trepadeira, liana
384999,325299,
250673 (MBM)
15980, 18287,
P. acuminata DC. PA, RO, AM liana
13243 (UPCB)
55043, 43414
P. alata Curtis PR, SC trepadeira
(UPCB)
13077, 15701,
P. ambigua Hemsl. BA, PA trepadeira, liana
15979 (UPCB)
19469, 19065,
16124, 16354,
P. amethystina Mikan PR, DF trepadeira, heliofila
Passiflora 17377,17374
(UPCB)
51707, 45633,
P. caerulea L. PR, SC escandente
24645 (UPCB)
53764, 46192,
58347 (UPCB); DF, PE, DF,
P. cincinnata Mast. trepadeira
383491, 385705 GO
(MBM)
51801, 40293,
P. clathrata Mast. DF, GO Erva prostrada/heliéfita
16123 (UPCB)
43541, 58348,
P. edmundoi Sacco 46589, 42527 BA, MG escandente, trepadeira

(UPCB)



. edulis Sims

. eichleriana Mast.

. elegans Mast.

. foetida L.

. galbana Mast.

. incarnata L.

. kermesina Link e Otto

. luetzelburgii Harms

. mendoncaei Harms

. miersii Mast. in Mart.

. mixta L. f.

59941, 65956,
60268  (UPCB);
283214, 321846,

161127 (MBM)

31871, 65309,
18386  (UPCBY);
385006, 226254,
117908 (MBM)

40102 (UPCB)

60754, 26348,
35836  (UPCBY);
383669, 366499,
208804, 284356
(MBM)

51898  (UPCBY);
337192, 284349,
282717, 276137
(MBM)

148132, 114820,

96203 (MBM)

42954, 46357,
42526 (UPCBY);
251988 (MBM)
58581  (UPCBY);
366496, 361674,
268987, 268988
(MBM)

67578, 42951
(UPCB);, 74221,
310636, 314938,

301227 (MBM)

20206, 20028,
42958  (UPCBY);
384994, 385005,

268252 (MBM)

15667 (UPCB);

PR, SC, BA,

RO, MS

MG, SC, SP,

SP

RS

PA, MS, MG,

BA, SP, SE

MG, BA, ES

USA/FLORIDA

MG, ES

BA

PR, MG, SP

MG, RJ, BA

COLOMBIA,

17

trepadeira

liana, escandente

trepadeira

liana, erva voluvel, trepadeira,
ascendente,escandente

trepadeira, escandente, liana

trepadeira

liana, trepadeira

trepadeira, erva voluvel

liana, erva voluvel, trepadeira,
escandente

escandente, liana, trepadeira

liana, trepadeira



. mucronata Lam.

. nitida Kunth

. quadrangularis L.

. racemosa Brot.

. recurva Mast in Mart.

. riparia Mart.

. setacea DC.

. setulosa Killip

. sidaefolia M. Roemer

165117, 149091,

130068 (MBM)

65918, 64675,
21165  (UPCBY);
355024, 283223,
347920, 276731
(MBM)

54685, 46301,
63449  (UPCBY);
243243, 354795,

268070 (MBM)
12143 (UPCBY);

66846 (MBM)

28120, 46729,
27911 (UPCBY);
363359 (MBM)
58346, 40208
(UPCB);, 357351,
357380, 250706,
268248 (MBM)
52319, 33484,
52330  (UPCBY);
110949, 166030
(MBM)

64099, 67367,
43553  (UPCBY);

3612001, 304527,

361199 (MBM)
22625, 14640
(UPCB);, 25133,
80144, 314936
(MBM)

64129, 19549,
51900  (UPCBY);
350959, 172498

(MBM)

EQUADOR

ES, BA

DF, TO, GO,

AM, DF

MA

ES, RJ

BA, MG

AC, PA, AC,

PERU

MG, BA, RJ

PR

MG, SP, RJ,

ES

18

liana, planta volavel

trepadeira, liana

trepadeira  (semi-umbrofila), arbusto

perene

Trepadeira

Trepadeira

trepadeira, liana

Erva voluvel, trepadeira, escandente

Trepadeira

trepadeira, escandente



19

58571, 53635, MG, MS, MT liana, trepadeira
P. speciosa Gardn.
53636 (UPCB);

31864, 48963

P. tenuifila Killip (UPCB); 234217, SP,PR trepadeira, erva voluvel
273389 (MBM)
19911, 50844

(UPCB); 358316,
P. trintae Sacco MG, BA liana, trepadeira, escandente
105562, 215265
(MBM)
47322, 26052,
18875 (UPCB);
P. villosa Vell. PR, MG, DF trepadeira, liana
385008, 385009,
315775 (MBM)
52309, 52323,
28251
P. watsoniana Mast. PE, AC, BA Trepadeira
(UPCB);276135

(MBM)

Uma matriz de 45 caracteres foi elaborada com base em 73 caracteristicas
anatdmicas (para os sistemas de revestimento, fundamental e vascular, Anexo 1) e
morfolégicas observadas para cada espécie. Os estados de carater utilizados nas
analises de reconstrucdo dos estados ancestrais foram definidos com base nestas
caracteristicas, sendo apresentados apenas aqueles informativos. Os caracteres
foram codificados como binarios ou multiestado, e tratados como ndo ordenados e
nao polarizados. O mapeamento e a reconstrucao dos estados de carater ancestrais
foram realizados no programa Mesquite 2.75.

As arvores filogenéticas foram obtidas a partir da topologia utilizada por
Muschner et al. (2012) através da analise combinada de sete regides do DNA (genes
rbcL e rps4, intron trnL e espacgador intergénico trnL-trnF,do DNA plastidial, introns

nad1 b/c e nad5 d/e do DNA mitocontrial, gene 26S do DNA nuclear). As arvores
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filogenéticas apresentadas (Figs. 31 a 35) sdo um consenso de maioria de 50% das
arvores obtidas através da analise bayesiana das sequéncias das espécies de
Passiflora estudadas.

Apds as andlises de reconstrugdo dos estados ancestrais dos 45 caracteres,
apenas nove deles se mostraram informativos: oito anatébmicos e um morfoldgico. Os
seguintes caracteres foram selecionados: flanges cuticulares nas células
epidérmicas da folha, tricomas glandulares no limbo, presenga de medula
esclerenquimatica na nervura principal, presenca de tricomas na nervura principal,
tipo de cuticula presente na nervura principal, tipo de cuticula no peciolo,
organizacgao do sistema vascular no peciolo, forma do sistema vascular da nervura
principal, presenga de faixa de esclerénquima no coértex do peciolo, presenca de
glandulas na face abaxial ou marginais na lamina. Todos os caracteres foram

codificados em dois ou trés estados discretos (Tabela 2).

Tabela 2 — Caracteres utilizados para as analises de reconstrugdo dos estados ancestrais e tipo de

codificacao:

Caracteres Codificados em:
flanges cuticulares nas células epidérmicas da (0) ausente ou (1) presente
folha
tricomas glandulares no limbo (0) ausente ou (1) presente
presenca de medula esclerenquimatica na (0) ausente ou (1) presente

nervura principal

presenga de tricomas na nervura principal ausente ou (1) presente

tipo de cuticula presente na nervura principal lisa ou (1) ornamentada

organizagao do sistema vascular no peciolo cilindro continuo ou (1) cilindro descontinuo

0)
0)
tipo de cuticula no peciolo (0) lisa ou (1) ornamentada
(0)
0)

forma do sistema vascular da nervura principal em arco, (1) cilindro continuo ou (2) cilindro

descontinuo
presenca de faixa de esclerénquima no cortexdo  (0) ausente, (1) continuo ou (2) descontinuo

peciolo

presenca de glandulas na face abaxial ou (0) ausente, (1) glandulas na face abaxial ou (2)
marginais na lamina foliar glandulas marginais na lamina foliar
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3 RESULTADOS

Foram analisadas 45 espécies de Passiflora e mais duas pertencentes aos
grupos externos representados pelos géneros Mitostemma brevifilis e Dilkea cf

Jjohannesii, em um total de 47 espécies.

3.1 ANALISE MORFOLOGICA

Folhas inteiras ou trilobadas ocorreram na maioria das espécies estudadas.
Folhas bilobadas foram observadas em P. caerulea, P. capsularis, P. misera, P.

organensis, P. pohlii, P. suberosa e P. vespertilio.

A maioria das espécies estudadas apresentou glandulas no peciolo ou
préoximo a base da folha. Foram observadas, também, glandulas laminares,
localizadas na porgdo abaxial da folha, semelhantes a ocelos, além de glandulas

marginais na lamina foliar.

3.2 ANATOMIA

SISTEMA DE REVESTIMENTO

Em vista frontal da lamina foliar, verificou-se que o contorno das paredes
anticlinais das células epidérmicas variou entre as espécies estudadas. A parede
anticlinal é reta (FIG. 1) na maioria das espécies. Algumas espécies apresentaram a
parede anticlinal reta em ambas as faces da epiderme. Outras apresentaram esta
caracteristica apenas na face adaxial, enquanto na face abaxial a parede anticlinal
foi sinuosa (FIG. 2 - 3). Por outro lado, algumas espécies apresentaram parede

anticlinal sinuosa em ambas as faces da epiderme.
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O tipo do complexo estomatico encontrado entre as espécies foi anisocitico
(FIG. 4), paracitico (FIG. 5) ou anomocitico. Foi observado em algumas espécies
mais de um tipo de complexo estomatico, entretanto, um tipo sempre predomina em
relacdo aos demais. Estdmatos anisociticos (FIG. 4) foram observados em P. alata,

P. ovalis e P. suberosa.

A maioria das espécies estudadas sdo hipoestomaticas, com excecao de P.
ambigua e P. sidaefolia, que sao anfiestomaticas. Nessas ultimas espécies, 0s
estdmatos localizados na superficie adaxial da folha sdo maiores e ocorrem em
menor frequéncia, ao contrario da superficie abaxial, em que eles ocorrem em maior

frequéncia.

Os estbmatos, na maioria das espécies, encontram-se no mesmo nivel das
demais células epidérmicas (FIG. 6), exceto em P. clathrata, P. foetida, P. riparia e
P. suberosa que se encontram projetados em relagdo as demais células epidérmicas
(FIG. 7). J& em Mitostemma brevifilis e P. organensis as células subsidiarias
posicionam-se logo abaixo das demais células epidérmicas (FIG. 8). Em algumas
espécies, a posicdo dos estbmatos variou na mesma lamina foliar (P. villosa) ou
entre individuos da mesma espécie (P. edulis, P. eichleriana, P. mansoi e P.
racemosa), ocorrendo as células subsidiarias, ora acima, ora no mesmo nivel das

demais células epidérmicas.

Observou-se, em secgao transversal, que cuticula espessa predomina em
todas as espécies analisadas. Essa caracteristica se manteve para o limbo, nervura
principal e peciolo. Contudo, no peciolo e na regido da nervura principal, a cuticula
foi visualmente mais espessa do que no limbo, o que permitiu observar em

determinadas espécies, nessas regides, mesmo em microscopia Optica, flanges
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cuticulares (FIG. 9) e também ornamentagdes cuticulares (FIG. 10). Notou-se que
apenas os grupos externos (Dilkea e Mitostema) e as espécies dos subgéneros
Astrophea e Deidamioides apresentaram flanges cuticulares. Ornamentagbes

cuticulares foram observadas apenas nos representantes do subgénero Decaloba.

Figura 1 — 9. Epidermes da lamina foliar em vista frontal (1-5) e lamina foliar em secgéo transversal
(6-9). 1. Paredes anticlinais retas da face adaxial da epiderme em Passiflora mansoi. 2. Paredes
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anticlinais sinuosas da face adaxial da epiderme em P. setulosa. 3. Detalhe da face adaxial da
epiderme de P. villosa destacando longos tricomas tectores multicelulares. 4. Estdmato anisocitico em
P. rhamnifolia. 5. Detalhe de estdbmato paracitico em P. rhamnifolia. 6. Face abaxial da epiderme
formando papilas epidérmicas (seta) em P. actinia. 7. Folha hipoestomatica destacando a posi¢do dos
estbmatos dispostos levemente acima das demais células epidérmicas em P. foetida. 8. Detalhe da
bainha esclerenquimatica envolvendo a nervura de menor porte no mesofilo em Mitostemma brevifilis.
9. Presenca de flanges cuticulares (seta) na face adaxial da epiderme em Dilkea cf johannesii. Anis-
Anisocitico, Dr — drusa, Est — Estomato, fl — floema, Paras-Paracitico, Tr- tricoma, Xi — xilema.

Em todas as espécies analisadas a epiderme é unisseriada (FIG 6-13).
Geralmente, as células da epiderme na face adaxial sdo maiores que as da face
abaxial (FIG 6-8), exceto em algumas espécies que apresentaram 0 mesmo
tamanho em ambas as faces. Em P. ovalis as células epidérmicas sao retangulares
e alongadas em sentido periclinal (Fig. 19). Além disso, células epidérmicas maiores
foram observadas na face adaxial de P. suberosa, quando comparadas as células
na face abaxial (FIG. 11). O formato das células epidérmicas variou bastante, de

quadrado a retangular na face adaxial e oval a quadrado na abaxial.

Na face abaxial da epiderme, em algumas espécies, foi possivel observar
papilas formadas pelo prolongamento das células epidérmicas e a sua forma variou
entre as espécies (FIG. 6 e 12). Em algumas espécies, como em P. edmundoi e P.
caerulea, essas células na face abaxial da epiderme sao volumosas, ovais e maiores
qgue as células na face adaxial da epiderme (FIG. 13). Ja em P. actinia, essas células
sdo pequenas, menores que da face adaxial, e as projecbes poderiam ser
produzidas por uma maior deposi¢ao de cuticula, entretanto, ndo foram realizados
testes histoquimicos para se verificar a sua origem (FIG. 9). Em P. incarnata, as
células epidérmicas sao pequenas e as projecdes se estendem, periclinalmente, a

partir da regido mediana da célula.

Tricomas tectores unisseriados (FIG. 3, 14, 15) foram observados, na lamina

foliar, em ambas as faces da epiderme em varias espécies. Em algumas, estes
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ocorrem apenas na face adaxial, ou somente na face abaxial. Muitas espécies
apresentaram tricomas, principalmente, na regiao da nervura principal (FIG. 17 e 18)

e no peciolo (Anexo 1).

Tricomas glandulares multicelulares (FIG. 15-16) foram observados em
poucas espécies. Em P. clatratha eles ocorrem na face abaxial da lamina foliar e tem
um pedunculo curto (FIG. 16). Em P. villosa e P. foetida os tricomas glandulares
ocorreram em ambas as faces da epiderme, formados por um pedunculo muito longo

e uma cabeca globosa multicelular (FIG. 3, 15).
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Figura 10-16. 10. Detalhe da cuticula com ornamentacdes na regido da nervura principal em
Passiflora tenuifila. 11. Grandes células na face adaxial da epiderme em P. suberosa. 12. Lamina
foliar em secgao transversal de P. caerulea com papilas na face abaxial da epiderme. 13. Lamina
foliar de P. kermesina com grandes células epidérmicas na face abaxial. 14. Detalhe do tricoma tector
multicelular na face abaxial da epiderme em P. villosa. 15. Tricoma glandular multicelular com
pedunculo longo e tricoma tector na superficie abaxial da epiderme em P. foetida. 16. Tricoma
glandular multicelular em P. clatratha. Ct — cuticula ornamentada, Tg — tricoma glandular , Tr —
tricoma tector.

SISTEMA FUNDAMENTAL

A espessura do parénquima palicadico e lacunoso, na lamina foliar, variou
entre as espécies analisadas, com relagcdo ao numero de camadas celulares. Em
todas as espécies o parénquima paligadico apresentou uma camada de células (FIG.
6, 7, 12, 16), entretanto, estas sdo mais curtas e retangulares em Dilkea cf
johannesii, P. alata, P. mansoi e P. ovalis (FIG. 9 e 19). Algumas espécies
apresentaram, também, parénquima palicadico (FIG. 28) na regido adaxial da

nervura principal (Anexo 1).

O parénquima lacunoso apresentou de trés a 11 camadas. A maioria das
espécies estudadas apresenta grandes espacos intercelulares no mesofilo. Porém,
em P. setaceae, P. speciosa e P. suberosa elas estdo compactamente arranjadas.
Em Dilkea cf johannesii, as células do parénquima clorofiliano possuem paredes

espessas (FIG. 20).

Idioblastos com cristais na forma de drusas e prismaticos foram observados
no mesofilo e na regido da nervura principal (FIG. 24 e 30), exceto em P. misera e P.
mixta (Anexo 1). P. riparia foi a que apresentou a maior quantidade de drusas, em
todos os individuos analisados, as quais se localizam no mesofilo e também no

sistema vascular.
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A regiao adaxial na nervura mediana € convexa na maioria das espécies (FIG
17, 18, 21). Porém, notou-se que algumas espécies apresentaram a nervura

mediana plana na superficie adaxial e convexa na superficie abaxial (FIG. 22).

Na nervura mediana, uma medula parenquimatica foi observada em algumas
espécies, exceto nos grupos externos, em Astrophea e Deidamioides e, também, em
algumas espécies de Passiflora, as quais apresentaram uma medula composta por

células com paredes espessas, esclerificadas (FIG. 23 e 24).

No peciolo, internamente a epiderme, observou-se uma faixa continua de 3 a
5 camadas colénquima em todas as espécies. O parénquima cortical € formado por
trés a quinze camadas de células arredondadas; idioblastos contendo drusas foram
observados no cértex da maioria das espécies. Cristais prismaticos ocorreram no
cortex em apenas cinco espécies (Dilkea cf johannesii, Mitostemma brevifilis, P.
edmundoi, P. tenuifila e P. trintae). Além disso, foram observadas calotas de fibras
isoladas somente em Mitostemma brevifilis, dispostas no coértex. Ja calotas em
grupos ocorreram apenas em Dilkea cf johannesii. Uma medula esclerenquimatica
ocorre nos grupos externos, em P.mansoi (Astrophea) e em P. luetzelburgii, P. nitida
e P. trintae (Anexo 1). Idioblastos com compostos fendlicos e drusas foram

encontrados na medula de algumas espécies.
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Figura 17 — 24. 17. Regido da nervura principal com tricomas tectores e uma faixa descontinia de
fibras envolvendo o sistema vascular em Passiflora villosa. 18. Sistema vascular formando um cilindro
continuo em P. mansoi. 19. Detalhe da epiderme adaxial em P. ovalis com paredes alongadas
periclinalmente e a presenga de compostos fendlicos no mesofilo. 20. Detalhe do mesofilo com as
células do parénquima lacunoso com as paredes espessadas em Dilkea cf johannesii. 21. Formato
biconvexo (seta) da nervura principal em P. edmundoi. 22. Formato plano-convexo (seta) da nervura
principal em Passiflora misera. 23. Detalhe da medula formada por células com paredes espessas em
P. mansoi. 24. Sistema vascular na forma de um cilindro continuo em P. riparia. Dr — Drusas, Es —
esclerénquima, Est — estdbmato, Fb — fibras, FI — floema, Tr — tricoma, Xl — xilema.
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SISTEMA VASCULAR

Em todas as espécies analisadas os feixes vasculares foram colaterais. Os
feixes de menor calibre, entretanto, apresentaram variagdes entre as espécies
estudadas apenas com relagdo a presenga de bainha parenquimatica,
esclerenquimatica ou uma calota de fibras abaixo do floema (FIG. 6, 8). Algumas
espécies nao apresentaram nenhum tecido esclerenquimatico associado aos feixes
de menor calibre (FIG. 7, Anexo 1). Além disso, observaram-se com frequéncia,
drusas préximas a bainha desses feixes (FIG. 7), exceto em P. alata, P.

amenthistina, P. moriefolia e P. setulosa.

Na regido da nervura mediana e no peciolo, a maioria das espécies
apresentou algum tecido esclerenquimatico associado ao sistema vascular, como
calotas de fibras isoladas (FIG. 29) ou faixas continuas ou descontinuas de fibras
perivasculares (FIG. 17, 18, 19 e 22). A auséncia de fibras e bainha
esclerenquimatica foram observadas em 16 espécies (FIG. 21, Anexo 1). No peciolo,
uma faixa continua de fibras perivasculares com paredes espessas ocorreu apenas

em Dilkea cf johannesii e P. trintae.

O sistema vascular da nervura mediana apresentou crescimento secundario
(FIG. 18, 24). Na maioria das espécies analisadas o sistema vascular estava
organizado na forma de arco (FIG. 17, 21 e 28). Entretanto, observou-se que em
algumas espécies este estava disposto na forma de um cilindro continuo (FIG. 24 e

27) ou, ainda, um cilindro descontinuo.

Na maioria das espécies, o sistema vascular na regido da nervura é
constituido por apenas um arco ou cilindro vascular central. Porém, em algumas

espécies (FIG. 17, 21 e 28), além do sistema vascular central, feixes colaterais
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situados lateralmente ao cilindro central podem ocorrer voltados para a face adaxial
da epiderme. O numero de feixes laterais varia de um a quatro, e quando em maior
numero, estes podem estar dispostos ao redor do sistema vascular central, ou estar

dispostos aleatoriamente pelo tecido fundamental da nervura mediana.

Na regido da nervura e no peciolo foram observados idioblastos contendo
drusas no floema (FIG. 24 e 30) da maioria das espécies. Algumas espécies
apresentaram, também, drusas no xilema, como em P. cincinnata, P. eichleriana, P.
galbana, P. kermesina, P. mucronata, P. quadrangularis, P. riparia, P. tenuifila e P.

watsoniana, todas representantes do subgénero Passiflora.

O peciolo da maioria das espécies estudadas apresentou, em seccao
transversal, formato circular a oval, com dois pequenos lobulos laterais. Observou-se
na porcao adaxial do peciolo, préxima a cada um dos I6bulos, um feixe vascular

colateral (FIG. 25 e 26).

O sistema vascular do peciolo apresenta crescimento secundario e é
composto por unidades vasculares, variando de trés a 12. Na maioria das espécies
analisadas o sistema vascular estava organizado na forma de um cilindro
descontinuo (FIG. 25 e 26), exceto em Dilkea cf johannesii, Mitostemma brevifilis, P.

ovalis e P. trintae (FIG. 27), nas quais este é formado por um cilindro continuo.
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Figura 25-30. Secgdes transversais do peciolo (25-27) e da lamina foliar (28-30). 25. Sistema vascular
em Passiflora foetida formado por 5 feixes centrais e mais dois feixes laterais (seta) proximo a
epiderme. 26. Sistema vascular em P. clatrata formando um cilindro descontinuo e dois feixes
préximos a cada lobulo (seta). 27. Sistema vascular em Dilkea cf johannesii formando um cilindro
continuo. 28. Detalhe do sistema vascular em P. villosa formado por dois feixes, um proximo a
superficie adaxial da folha envolto por fibras e um feixe principal disposto em arco com uma faixa
descontinua de fibras. 29. Detalhe do cortex de Dilkea cf johannesii evidenciando fibras dispostas
aleatoriamente na camada adjacente a epiderme e uma faixa formada por 2-4 camadas de fibras
préxima ao sistema vascular. 30. Detalhe do sistema vascular de P. villosa com xilema, floema, zona
cambial e tecido esclerenquimatico. Ca — calota de fibras, Es — esclerénquima, Fb — Fibras, FI —
Floema, Fv — feixe vascular, LI — lobo lateral, PP — Parénquima paligadico, Tr — tricoma, XI| — Xilema,
Zc — Zona cambial.
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EVOLUCAO DOS CARACTERES FOLIARES

Nove caracteristicas foram selecionadas para a reconstru¢cao dos estados de
carater ancestrais-oito anatébmicas e uma morfolégica: flanges cuticulares nas
células epidérmicas da folha, tricomas glandulares no limbo, presenga de medula
esclerenquimatica na nervura principal, presenca de tricomas na nervura principal,
tipo de cuticula presente na nervura principal, tipo de cuticula no peciolo,
organizagao do sistema vascular no peciolo, forma do sistema vascular da nervura
principal, presenca de faixa de esclerénquima no coértex do peciolo presenca de

glandulas laminares ou marginais na lamina foliar.

A arvore filogenética obtida baseando-se em Muschner et al. (2012) segue

abaixo (Fig. 31):
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Figura. 31. Arvore de consenso de maioria de 50% das arvores obtidas através de analise Bayesiana
combinada de sequéncias de sete regides do DNA (rbcL, rps4, trnLintron e trnL-trnF, nad1 b/c, nad5
d/e, 26S) baseada em Muschner et al. (2012).

A reconstrugdo dos estados ancestrais para o carater “flanges cuticulares”
(Fig. 32A) evidenciou que possuir flanges cuticulares é o estado ancestral. A perda

desse carater ocorreu nos subgéneros Passiflora e Decaloba, entretanto, manteve-
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se para o subgénero Deidamioides e Astrophea. Ocorreu uma reversao em P. trintae

e P. recurva.

A reconstrucdo dos estados ancestrais para o carater “presencga de tricomas
glandulares no limbo” (Fig. 32B) evidenciou que a sua auséncia é o estado
ancestral. O estado “presenga de tricomas glandulares no limbo” surgiu no grupo,
duas vezes, uma em P. clatratha e P. foetida, e outra de forma independente em P.

villosa.
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Figuras 32. Reconstrucdo do estado ancestral: A. para o carater flanges cuticulares; B. tricoma
glandular em Passiflora.

A reconstrugao dos estados ancestrais para o carater “tipo da cuticula na

nervura principal” (Fig.33A) evidenciou que possuir a cuticula lisa € o estado
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ancestral. O estado de carater “cuticula ornamentada” surgiu em Decaloba. Duas

reversdes foram observadas em P. morifolia e P. capsularis.
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Figuras 33: Reconstru¢do do estado ancestral para o carater: A. tipo de cuticula na nervura principal;
B. tipo do sistema vascular em Passiflora.

A reconstrucdo dos estados ancestrais para o carater “tipo do sistema
vascular na nervura principal” (Fig. 33B) evidenciou que possuir o sistema vascular
formando um cilindro continuo é o estado ancestral. O sistema vascular disposto na
forma de arco surgiu nas linhagens de Decaloba e Passiflora. Em Astrophea e
Deidamioides o padrdo do sistema vascular € o mesmo do estado ancestral. O
padrdo de sistema vascular disposto na forma de um circulo descontinuo surgiu
apenas em P. alata. Algumas reversdes para o estado ancestral ocorreram, de forma

independente, em P. ambigua, P. riparia, P. recurva e P. pohlii.
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A reconstrucdo dos estados ancestrais para o carater “tricomas na nervura
principal” (Fig. 34A) apresenta como equivoco o estado dos clados 1 e 2. A presenca
de tricomas na nervura ocorreu, principalmente, nos clados 3 (Decaloba), 4, 5 e para
alguns outros representantes de Passiflora, com multiplas origens e algumas

reversdes dentro do grupo.

A reconstrucdo dos estados ancestrais para o carater “medula
esclerenquimatica” (Fig. 34B) evidenciou que a sua presenga constitui o estado
ancestral. Esse carater foi perdido em Decaloba e Passiflora, sendo que este ultimo
grupo apresentou algumas reversdes para o estado ancestral, bem como em P.

pohlii, do subgénero Decaloba.

A reconstrucdo dos estados ancestrais para o carater “tipo de cuticula no
peciolo” (Fig. 34C) evidenciou que a cuticula lisa é o estado ancestral. O estado
“cuticula ornamentada” no peciolo surgiu posteriormente duas vezes, de forma
independente, uma em Decaloba (clado 3) e outra em P. tenuifila do subgénero

Passiflora.

A reconstrucido dos estados ancestrais para carater “tipo do sistema vascular
do peciolo” (Fig. 34D) evidenciou que um sistema vascular na forma de um cilindro
descontinuo € o estado ancestral. O estado “cilindro continuo” no peciolo esta
presente apenas nos grupos externos e no subgénero Deidamioides. Ele surgiu, de

forma independente, em P. trintae do subgénero Passiflora.
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Figuras 34: Reconstrugdo do estado ancestral para o carater: A. tricomas na nervura; B. medula
esclerenquimatica; C. tipo da cuticula no peciolo; D. tipo do sistema vascular no peciolo em

Passiflora.
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Figuras 35: Reconstrugéo do estado ancestral do carater tipo de glandulas na folha em Passiflora.

A reconstrucao dos estados ancestrais para o carater “presenca de glandulas
na face abaxial ou marginais na lamina foliar” (Fig. 35) evidenciou que a auséncia de
glandulas na folha é o estado ancestral. O carater “glandulas na face abaxial” surgiu
posteriormente no grupo, uma unica vez, apenas para Decaloba. Ja a presencga de
glandulas marginais na lamina foliar surgiu, de forma independente, em varias

linhagens do género.
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4 DISCUSSAO

As espécies estudadas de Passiflora e os grupos externos, representados por
Dilkea cf johannesii e Mitostemma brevifilis, apresentaram estrutura anatébmica
semelhante, corroborando com os padrées anatémicos encontrados para Passiflora

como um todo (SOLEREDER, 1908; MERCALFE E CHALK, 1950).

Estudos descritivos dos 6rgédos vegetativos, principalmente da folha, em
Passiflora confirmam o padrao anatémico descrito por Solereder (1908) e Metcalfe e
Chalk (1950). Destes, as espécies mais estudadas foram P. edulis e P. alata
(FREITAS, 1985; PEREIRA et al., 2009), devido a sua grande importancia no ponto
de vista alimenticio e farmacoldgico. Outras espécies analisadas sdo P. suberosa
(JAUREGUI et al., 2002; BARP et al, 2006; GIANI, 2009) , P. edulis (GLORIA et al.,
1999; BERALDO E KATO, 2008; COP et al., 2014), P. foetida (JAUREGUI et al.,
2002; MACHADO et al., 2008; COSTA, 2013), P. oerstedii, P. suberosa (JAUREGUI
et al., 2002), P. misera (GIANI, 2009; COP et al., 2014), P. kermesina (COP et al.,
2014), P. campanulata (MERUVIA et al., 1993a), P. actinia (KURTZ et al., 2003), P.
lobata (CARDOSO, 2008), P. quadrangularis (FREITAS, 1985), P. incarnata
(FREITAS, 1985), P. amenthystina (ROCHA et al., 2009) e P. adenopoda (GILBERT,

1971).

Sob enfoque taxonbémico, destaca-se apenas Brasileiro e Melo-de-Pinna
(2013), que utilizaram caracteres anatdbmicos e morfolégicos foliares para delimitar
os subgéneros de Passiflora. Nesse contexto, compararam os subgéneros Passiflora
e Decaloba, através da analise morfolégica e anatdbmica de 30 espécies, e

constataram que a morfologia da margem da lamina foliar, a presenga de glandulas
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peciolares, a forma das células epidérmicas e o arranjo dos feixes na nervura central

auxiliam na delimitagao desses subgéneros.

Na maioria das espécies analisadas, as folhas sdo hipoestomaticas, o que
estd de acordo com as descri¢gdes realizadas para o género (SOLEREDER, 1908;
METCALFE E CHALK, 1950). Meruvia et al. (1993) e Kurtz et al. (2003) observaram
folhas hipoestomaticas em P. campanulata e P. actinia, respectivamente. Por outro
lado, no presente estudo, foram observadas também folhas anfiestomaticas em P.
ambigua e P. sidaefolia, sendo que os estdmatos localizados na face adaxial da

epiderme ocorrem em menor frequéncia quando comparados aos da face abaxial.

Em um estudo comparativo da anatomia e filogenia em Myrtaceae, realizado
a partir de 26 espécies, nas quais a maioria das espécies apresentaram folhas
hipoestomaticas, constatou-se a presenga de folhas anfiestomaticas nos géneros
mais basais do grupo, o que segundo os autores constituem uma condicio
plesiomorfica em Myrtaceae (GOMES et al., 2009). No presente estudo, a posigao
dos estbmatos ndo se mostrou informativa para este fim. Esta caracteristica pode

ser considerada de diagnose para as espécies P. ambigua e P. sidaefolia.

Os complexos estomaticos observados nas espécies em estudo estdo
dispostos, geralmente, no mesmo nivel das demais células epidérmicas e podem ser
anomociticos, paraciticos ou, em menor frequéncia, anisociticos. Conforme relatado
por Kurtz et al. (2003), estdmatos anomociticos ocorrem em P. actinia, os quais
estdo dispostos no mesmo nivel das demais células. Além disso, os referidos
autores descreveram que os estdmatos podem estar rodeados por células com
aspecto papiloso. Por outro lado, Meruvia et al. (1993a) observaram que em P.

campanulata os estdmatos localizam-se abaixo das demais células epidérmicas e
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podem ser também paraciticos. No presente estudo, foram observados estdmatos
no mesmo nivel das demais células epidérmicas na maioria das espécies,
corroborando com os resultados obtidos por Kurtz et al. (2003) e Meruvia et al.
(1993a). Contudo, em quatro espécies (P. suberosa, P. clathrata, P. foetida e P.
riparia) os estdbmatos localizaram-se levemente acima das demais células. Além
disso, em P. organensis e Mitostemma brevifilis ocorreram estdomatos abaixo das

demais células epidérmicas.

O valor taxonémico dos tipos de estbmatos € comprovado para varios grupos
(METCALFE E CHALK, 1979), como Umbeliferae (OSTROUMOVA E LAVROVA,
2008), Dipterocarpaceae (NORAINI E CUTLER, 2009), Celastraceae (GOMES et al.,
2005, GOMES E LOMBARDI, 2010), dentre outros. No presente trabalho, o tipo de

estdbmato tem valor diagndstico para algumas espécies.

Cuticula espessa e lisa predomina na maioria das espécies analisadas. Essa
caracteristica ja foi descrita em P. edulis (BERALDO E KATO, 2008). Porém, em P.
actinia (KURTZ et al., 2003) foi observada uma cuticula relativamente delgada,
levemente estriada e com cera epicuticular com aspecto de escamas. No presente
estudo, verificou-se que cuticula espessa predomina em todas as espécies
analisadas, porém observou-se, também, que algumas espécies apresentaram
maior espessamento cuticular do que outras. Como as espécies estudadas foram
obtidas a partir de material herborizado e que nem sempre o local de coleta foi
informado corretamente, foi dificil fazer uma correlagdo da espessura da cuticula
com as condi¢gdes ambientais, visto que estas influenciam no padréo de deposicéo e

espessura da cuticula (HLWATIKA E BHAT, 2002).
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Solereder (1908) e Metcalfe e Chalk (1950) citaram, em seus primeiros
estudos com Passiflora, a presencga de proje¢cdes cuticulares em varias espécies.
Cuticula levemente estriada foi descrita também por Kurtz et al. (2003) em P. actinia,
0s quais notaram também a deposi¢ao de cera epicuticular em formato de escamas.
A ornamentacdo cuticular pode ser um importante carater taxonémico e de
diagnéstico, podendo ser utilizada para a identificagdo e delimitagdo de espécies
(SOLEREDER, 1908; METCALFE E CHALK, 1979; CUTTER, 1986; METCALFE E
CHALK, 1988; FAHN, 1990; FONTENELLE et al., 1994; BARTHLOTT et al., 1998,
KOCSIS et al., 2004; GOMES et al., 2005; MORAES, 2005; MORAES et al., 2009;
ARRUDA et al., 2010; ALEXANDRINO et al., 2011; MORAES et al., 2011, LUNA et

al., 2013).

Garcia et al. (2008) também constataram, ornamentagbes cuticulares, na
forma de reticulo, na epiderme adaxial em Passiflora aff. tiliaefolia. No presente
estudo, algumas espécies apresentaram ornamentagdes cuticulares, visiveis em
microscopia de luz, principalmente na regido da nervura principal e no peciolo.
Essas ornamentagdes foram exclusivas para Decaloba e este pode constituir-se em

carater taxondmico, que pode ser utilizado para separar este subgénero dos demais.

Observando-se a reconstrucdo da evolugcao do carater ornamentacgdes
cuticulares na nervura principal, nota-se que ocorreu apenas um surgimento no
grupo, no clado composto por P. tricuspis, P. organensis, P. pohlii, P. misera e P.
vespertilio, sendo que o estado ancestral € ambiguo para o clado que inclui P.
suberosa e P. capsularis. Este estado de carater pode ter surgido a partir do
ancestral de P. suberosa, e ter sido perdido apenas em P. capsularis. Na

reconstrucio do carater ornamentacdes cuticulares no peciolo, percebe-se que este
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tem dois surgimentos, em Decaloba, podendo constituir-se numa sinapomorfia para

o subgénero, e em P. tenuifila, do subgénero Passiflora.

A presenca de flanges cuticulares, presente em cinco espécies aqui
estudadas nao foi relatada ainda para o género Passiflora. Elas foram encontradas
nas duas espécies pertencentes aos grupos externos de Passiflora (Dilkea e
Mitostemma), em P. mansoi e P. rhamnfolia (subgénero Astrophea) e também em P.
ovalis (subgénero Deidamioides), uma espécie que recentemente teve sua
classificagdo e posicionamento alterado, de Tetrastylis, para Passiflora (VITTA E
BERNACCI, 2004). Os resultados aqui sugerem que essa caracteristica esta restrita
aos grupos mais basais de Passiflora, tendo valor diagnostico para o grupo
estudado. O valor diagnostico desta caracteristica também €& reportado em

Myrtaceae, presente em algumas espécies (FARIAS et al., 2009).

Das 47 espécies analisadas 24 apresentaram tricomas. A maioria dos
tricomas foram tectores, entretanto, tricomas glandulares foram observados em P.
clathrata, P. foetida e P. villosa. Como relatado na literatura (METCALFE E CHALK,
1950), podem ocorrer tricomas tectores unisseriados e glandulares, unicelulares ou

pluricelulares, com variado grau de espessamento da parede, em Passiflora.

Tricomas tectores ja foram observados em P. misera (LEITE et al., 2013; COP
et al., 2014), P. edulis (BERALDO E KATO, 2008; LEITE et al., 2013), P.
campanulata (MERUVIA et al, 1993a), P. suberosa (BARP et al., 2006; LEITE et al.,
2013) em P.alata, P. capsularis, P. cincinnata, P. foetida, P. mansoi, P. porophyilla,
P. silvestris, e P. watsoniana (LEITE et al., 2013). Meruvia et al. (1993a) descreveu
também tricomas tectores, pluricelulares e unisseriados, de paredes estriadas e

lignificadas em P. campanulata (MERUVIA et al., 1993a), corroborando com os
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resultados do presente estudo. Também foram observados tricomas multicelulares
na forma de escamas na superficie adaxial de P. guazumaefolia (GARCIA et al.,

2008).

Solereder (1908) citou a ocorréncia de tricomas grandulares em P. clathrata
Mast., P. foetida Linn, P. lepidota Mast. e P. villosa Vell. (METCALFE E CHALK
,1950; DHAWAN et al., 2004; COSTA, 2013). Durkee et al. (1984) informaram que P.
foetida € a unica espécie do género que secreta resina. As analises realizadas
nesse estudo com P. clathrata, P. foetida e P. villosa corroboram as descricbes dos
autores supracitados para presenca de tricomas glandulares. A presenca de
tricomas glandulares compartilhados por P. clathrata e P. foetida corrobora com
analises filogenéticas, nas quais essas espécies formam um grupo fortemente
sustentado (MUSCHNER et al., 2012). Varios estudos demonstram a importancia
taxondmica da presenca e dos tipos de tricomas, como Noraini e Cutler (2009), para
o género Parashorea (Dipterocarpaceae); em Rubiaceae, Kocsis et al. (2004), para o
género Rondeletia, e Moraes et al. (2011) para Psychotria; Gomes et al. (2009), para

algumas espécies de Myrtaceae.

Na reconstrugdo do estado ancestral, a presenca de tricomas glandulares
surge duas vezes no subgénero Passiflora, uma na linhagem P. clathrata e P.
foetida, podendo representar uma sinapomorfia para este clado, e outra em P.

villosa.

Quanto a ocorréncia de tricomas tectores na nervura principal, observou-se
que ocorreram varios surgimentos em Passiflora, ausente somente no subgénero
Deidamioides, representado por P. ovalis. A maioria dos representantes de Decaloba

possui essa caracteristica, perdida em P. misera e P. tricuspis, bem como houve
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varios surgimentos no subgénero Passiflora. Astrophea, representado neste estudo
por P. mansoi e P. rhamnifolia, apresenta um surgimento em P. mansoi. Os grupos
externos ndo apresentaram tricomas tectores ou glandulares. Embora seja um
carater que apresenta muita convergéncia, com varios surgimentos no grupo, este
pode constituir uma sinapomorfia para Decaloba, e para o clado composto por P.

mixta, P. clathrata e P. foetida.

Todas as espécies analisadas apresentaram uma epiderme uniestratificada, o
que corrobora com as descri¢des ja realizadas para o grupo (GLORIA et al., 1999).
Além disso, algumas espécies apresentam células papilosas na face abaxial da
epiderme como algumas espécies de Decaloba e varias do subgénero Passiflora. A
morfologia dessas estruturas variou entre as espécies estudadas, em algumas
espécies as células papilosas sdo volumosas e ja em outras espécies as células
epidérmicas sdo pequenas e as papilas formam-se a partir de projecoes da cuticula.
Para uma melhor compreensao dessas estruturas, faz-se necessario um estudo
pormenorizado, a partir de testes histoquimicos e também o uso de microscopia
eletrbnica de varredura, para a melhor compreensao e classificacdo das papilas
epidérmicas em Passiflora, visto que elas foram presentes em cerca de 20% das
espécies analisadas e foram encontradas em subgéneros distintos (Decaloba e

Passiflora).

Essa caracteristica foi citada por Metcalfe e Chalk (1950) para Passiflora e
Adenia (Passifloraceae). Papilas na face abaxial da epiderme também ja haviam
sido reportadas em P. misera e P. watsoniana (LEITE et al., 2013), P. actinia
(KURTZ et al., 2003) e P. campanulata (MERUVIA et al., 1993a) e foram
reconfirmadas pelo presente estudo. De acordo com Fahn (1990) as papilas

epidérmicas desempenham um papel na distribuicdo da luz na superficie foliar.
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Metcalfe e Chalk (1979) e Judd et al. (2008) apontam que os tipos de papilas sao

caracteres de importancia na taxonomia e sistematica de varios grupos.

O mesofilo apresentou organizagao dorsiventral em todas as espécies
analisadas e esta de acordo com os caracteres gerais para Passiflora (MERUVIA et
al., 1993a; BERALDO E KATO, 2008; LEITE et al., 2013). Solereder (1908)
constatou, entretanto, que algumas espécies podem apresentar um mesofilo com
estrutura céntrica, como em Passiflora mooreana. e P. reticulata. Metcalfe e Chalk
(1950) mencionaram que pode ocorrer, também, um mesofilo isobilateral em
Passiflora ou em outros géneros da familia como em Adenia, Paropsia e

Tryphostemma.

Assim como foi observado no presente estudo, o mesofilo é formado,
geralmente, por uma camada de células palicadicas e por cerca de 6-7 estratos
compondo 0 parénquima lacunoso, 0 que corrobora com o estudo realizado em
outras espécies de Passiflora (MERUVIA et al., 1993a; GLORIA et al., 1999; BARP

et al., 2006; BERALDO E KATO, 2008; LEITE et al., 2013).

Kurtz et al. (2003) e Beraldo e Kato (2008) descreveram a presenga de
cristais de oxalato de calcio, na forma de prismas ou drusas, na lamina foliar de P.
actinia e P. edulis, respectivamente. No presente estudo, ao se estudar P. actinia e
P. edulis, foram observados apenas cristais na forma de drusas no parénquima
palicadico, floema e medula da nervura principal, mas nao foram encontrados

cristais prismaticos.

Os feixes vasculares de pequeno porte, situados no mesofilo, sdo colaterais
em todas as espécies analisadas. Eles podem apresentar, também, uma bainha que

envolve o feixe (parenquimatica ou esclerenquimatica) ou fibras localizadas somente
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abaixo do floema. Os resultados obtidos estdo de acordo com as descrigbes para o
género, pois Solereder (1908) informa que os feixes vasculares em Passiflora podem
ou nao serem acompanhados por esclerénquima. Gloria et al. (1999) também
observaram em P. edulis f. flavicarpa feixes vasculares colaterais limitados por uma
bainha parenquimatica. Ja Kurtz et al. (2003) descreveu que os feixes vasculares de
pequeno porte em P. actinia sdo colaterais e apresentam uma calota de fibras
perivasculares, aposta ao floema, sendo que uma bainha parenquimatica envolve o
feixe vascular, o que esta de acordo com os resultados obtidos no presente estudo.
Garcia et al., (2008) observaram tecido esclerenquimatico associados as nervuras

de menor porte em em P. guazumaefolia e P. aff. tiliaefolia.

Nas espécies estudadas a nervura principal, em seccdo transversal, teve
geralmente formato biconvexo, o que corrobora com outros estudos publicados para
o género (KURTZ et al., 2003; BARP et al., 2006; GARCIA et al, 2008; BERALDO E
KATO, 2008). Entretanto, algumas espécies apresentaram a face adaxial da nervura
quase planas, como em P. caerulea, P. galbana, P. mucronata, P. sidaefolia, P.

trintae e P. watsoniana.

O sistema vascular da nervura principal, das espécies analisadas, variou
bastante. Algumas espécies apresentaram um sistema vascular formado por xilema
e floema organizados na forma de um arco, enquanto outras apresentaram varios
feixes vasculares dispostos préximos ou ao redor do sistema vascular principal, ou
até um cilindro vascular continuo, com medula parenquimatica ou esclerénquimatica.
Crescimento secundario na nervura principal € uma condigdo predominante no grupo
estudado. Varios autores relatam que o sistema vascular em Passiflora pode estar
disposto em arco ou formando um cilindro descontinuo na nervura principal

(FREITAS, 1985; MERUVIA et al., 1993a; BARP et al. 2006; GARCIA et al. 2008;
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BERALDO E KATO, 2008). Ao realizar a analise anatbmica em P. guazumaefolia e
P. aff. tiliaefolia, Garcia et al. (2008) observaram varios feixes, dispostos em circulo,
formando o sistema vascular. Feixes vasculares colaterais formando um circulo
descontinuo foram também observados em P. edulis, o que corrobora com as
analises realizadas no presente estudo para essa espécie (FREITAS, 1985;
BERALDO E KATO, 2008). Por outro lado, em P. suberosa e algumas outras
espécies estudadas, o sistema vascular foi constituido por apenas um arco,
conforme ja relatado por Barp et al. (2006). J&4 Meruvia et al., (1993a) relata que a
nervura principal em P. campanulata é formada por um feixe vascular disposto em
arco, acompanhado por um feixe colateral menor, posicionado acima e na regido
central do arco, o que também foi observado em 16 espécies analisadas nesse

estudo.

O sistema vascular do peciolo tem formato de um cilindro descontinuo na
maioria das espécies estudadas, o que corrobora com as descri¢coes realizadas em
P. guazumaefolia e P. aff. tiliaefolia (GARCIA et. al., 2008) e P. edulis (BERALDO E
KATO, 2008). Varios autores mencionam a relevancia da formato sistema vascular,
principalmente no peciolo, para fins taxonébmicos, como ressaltado por Martinez-
Cabrera et al. (2008) para Rubiaceae, Gomes e Lombardi (2010) para espécies de
Celastraceae, e no caso do formato do sistema vascular da nervura mediana,

verificou-se sua importancia para espécies de Myrtaceae (GOMES et al., 2009).

Na reconstrucédo do estado ancestral para o carater tipo de sistema vascular
na nervura principal, observa-se que o tipo de sistema vascular predominante nos
grupos basais € o cilindro continuo, sendo que ha multiplos surgimentos
independentes do mesmo nas outras linhagens: surge uma vez em Decaloba, em P.

pohlii, e trés vezes no subgénero Passiflora. Apenas em P. alata observou-se o tipo
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descontinuo. Para o tipo de sistema vascular do peciolo, observou-se que ha dois
surgimentos para o cilindro continuo: nos grupos externos e na linhagem de
Deidamioides, representada por P. ovalis. O cilindro do tipo descontinuo surge uma

Unica vez e predomina nos demais subgéneros de Passiflora.

Quanto a presenca de medula esclerenquimatica, a reconstrugao revelou que
a presencga deste carater ocorre nos grupos externos e nas linhagens mais basais
(Deidamioides e Astophea), tendo ocorrido um unico surgimento em Decaloba, em

P. pohlii, e multiplos surgimentos em Passiflora.

Embora historicamente a folha seja considerada um 6rgao muito plastico, que
responde rapidamente as condigdes do ambiente (DICKISON, 2000), o valor
taxondmico dos caracteres morfologicos e anatdémicos foliares € reconhecido para
inumeros grupos (METCALFE E CHALK, 1979). No presente trabalho, varias
caracteristicas gerais ja descritas para outras espécies de Passiflora, foram
observados, como epiderme unisseriada, mesofilo dorsiventral, estématos
anomociticos, paraciticos ou anisociticos, folha hipoestomatica, parénquima
palicadico composto por 1-2 camadas de células, feixes vasculares colaterais e,

ocasionalmente, a presenca de uma epiderme abaxial papilosa.

Embora tenha sido constatada uma grande convergéncia para a maioria das
caracteristicas anatdmicas analisadas no grupo estudado, algumas caracteristicas
observadas, entretanto, sdo restritas a algumas linhagens, podendo constituir-se em

caracteres de valor taxonémico e potencialmente filogenéticos.

Como caracteres diagndsticos em Passiflora podem-se citar:
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a presenca de flanges cuticulares e o sistema vascular da nervura
central formando um cilindro continuo presentes nos grupos externos e

nos subgéneros Astrophea e Deidamioides;

a presenga de cuticula ornamentada e glandulas na face abaxial,
presentes apenas em representantes de Decaloba, que podem

representar sinapomorfias para este subgénero;

a presenga de tricomas glandulares, que pode ser uma sinapomorfia

para o clado representado por P. foetida e P. clathrata;

o0 sistema vascular descontinuo no peciolo é praticamente uma
constante para os subgéneros de Passiflora, podendo representar uma

sinapomorfia para o género;

o tipo de sistema vascular na nervura principal em arco predomina em

Passiflora.

Como caracteres promissores para a taxonomia do grupo foram encontrados:

v

papilas epidérmicas em P. misera, P. ftricuspis, P. vespertillio
(Decaloba) e em P. caerulea, P. edmundoi, P. incarnata, P.

mendoncaei, P. sidaefolia e P. watsoniana (Passiflora);

calota isoladas de fibras no cortex da nervura e no peciolo, observados

em P. mansoi e P. ovalis;

faixa de esclerenquima continua no peciolo, constatado em P. trintae e

Dilkea cf johannesii.
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Pode-se verificar que alguns caracteres sao uUteis e podem ser utilizados para
avaliar a evolucdo do grupo, como a presenca de uma cuticula ornamentada na
nervura principal e no peciolo; glandulas na face adaxial da epiderme que

constituem sinapormofias em Decaloba.

A investigagdo mais aprofundada das papilas epidérmicas pode trazer
resultados interessantes para a ocorréncia dessa caracteristica, que se mostrou
variada no grupo especialmente no subgénero Passiflora. Além dessa caracteristica,
o estudo dos tipos de secrecgdo e tipos de tricomas glandulares e tectores também
sdo caracteres com grande potencial taxonémico e filogenético para o género

Passiflora como um todo, especialmente para o subgénero Passiflora.
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