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RESUMO 

 

Passiflora suberosa e Passiflora misera (Passifloraceae) são plantas 

hospedeiras com estreitas relações com as borboletas Heliconius erato phyllis 

(Lepidoptera: Nymphalidae). Dentre estas relações, destaca-se, por exemplo, P. 

misera, mais consumida, digerida e assimilada por H. erato phyllis do que P. 

suberosa. Embora esta contenha maior teor de nutrientes, P. misera proporciona 

desenvolvimento mais rápido das larvas e maior tamanho dos adultos. Sabe-se ainda 

que os fragmentos menores de P. misera, cortados por estas larvas, possuem uma 

maior superfície exposta relativa ao volume, enquanto que os fragmentos de P. 

suberosa possuem uma maior superfície exposta absoluta. Não se sabe quais são os 

nutrientes destas passifloráceas, o mecanismo envolvido na sua extração tampouco a 

existência de um mecanismo de compensação em relação ao tempo no processo 

digestivo das larvas. Neste estudo, qualificamos os nutrientes das folhas de P. misera 

e P. suberosa e o mecanismo envolvido na sua extração, bem como mensuramos o 

tempo em que são processados. Para isto, analisamos morfologicamente os fragmentos 

de ambas as passifloráceas obtidas antes da ingestão e no decorrer do processo 

digestivo das larvas de H. erato phyllis. Com a inclusão destes fragmentos em resina, 

seguida de cortes seriados em micrótomo, foram realizados testes histoquímicos para 

detecção de polissacarídeos, proteínas e amido, efetuadas comparações quantitativas 

em relação ao conteúdo citoplasmático remanescente. Finalmente, com o oferecimento 

de discos foliares corados com Oil Red®, mensuramos o tempo em que os fragmentos 

ingeridos percorrem o intestino das larvas de H. erato phyllis. Os testes histoquímicos 

mostraram que o conteúdo protéico apresentou uma configuração irregular após passar 

pelo processo digestivo. Não ocorreu a extração de pectinas e a absorção do amido foi 
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completa para ambas as passifloráceas. Os fragmentos de P. suberosa apresentaram 

maior espessura e menor quantidade de células em relação a P. misera. Na análise 

quantitativa, a região central dos fragmentos de P.misera e P. suberosa apresentou-se 

significativamente mais preservada. O tempo médio de digestão não deferiu 

significativamente entre as duas espécies de planta. Infere-se que a assimilação dos 

nutrientes não diferiu entre as espécies e que há um gradiente de extravasamento, com 

a ação enzimática a partir da superfície exposta dos fragmentos foliares em direção ao 

centro destes. Não existe um mecanismo de compensação da digestibilidade pelo 

tempo de permanência do alimento no trato digestivo para ambas as passifloráceas.  
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1. Introdução 

 

A maioria dos insetos fitófagos absorve e converte uma pequena porção do 

alimento que consomem sendo o restante eliminado de forma inalterada (CHAPMAN, 

1982; KERPEL, 2004). O alimento nesse caso consiste de polissacarídeos (amido, 

celulose e hemicelulose) e proteínas. Os polissacarídeos são quebrados em 

monossacarídeos e as proteínas em aminoácidos para serem absorvidos (CHAPMAN, 

1982). A habilidade em adquirir aminoácidos essenciais oriundos das proteínas dos 

tecidos foliares é o principal limitador no desenvolvimento dos insetos (BERNAYS & 

CHAPMAN, 1994).  

A digestão e absorção dos alimentos estão relacionadas as diferentes funções 

das partes do intestino dos insetos (BERRIDGE, 1970; CHAPMAN, 1982), que se 

apresenta dividido em três partes: anterior, médio e posterior (SNODGRASS, 1935; 

CHAPMAN, 1982). O intestino anterior começa na boca que inclui a cavidade pré-oral 

(com as glândulas salivares), seguida da faringe, o esôfago e o papo. Na cavidade pré-

oral, os tecidos vegetais são cortados pelas mandíbulas e manipulados pelas maxilas e 

labro (CHAPMAN, 1982; 1995; SCHOONHOVEN et al., 1998). Nesta cavidade, as 

secreções salivares solubilizam o alimento que seguirá para o intestino anterior 

(CHAPMAN, 1982; 1995). O papo serve para o armazenamento do alimento (TERRA, 

1990). O intestino anterior é um tubo reto nos insetos folífagos. Sua origem é 

ectodérmica, sendo revestido por uma camada de cutícula que sofre ecdise e, em 

conseqüência, nele não há absorção de nutrientes (TERRA, 1990), o que foi 

comprovado em Erinnys ello (Sphingidae) (SANTOS et al., 1983). O proventrículo, que 

é um órgão triturador, presente em alguns insetos, possui uma válvula para o controle 

da entrada do alimento no intestino médio (TERRA, 1990).  
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O intestino médio inclui um tubo que liga o intestino anterior ao posterior, com 

variações no diâmetro longitudinalmente, de origem endodérmica, sem revestimento 

por cutícula. Em insetos herbívoros, é geralmente curto e amplo, permitindo um alto 

fluxo de alimentos com baixo teor nutritivo (BILLINGSLEY & LEHANE, 1996). Os 

insetos, em geral, podem apresentar cecos gástricos em forma de projeções 

digitiformes. Em larvas de lepidópteros, porém, não há a presença de cecos gástricos 

(TERRA, 1990). Esta porção do intestino possui alta alcalinidade em larvas de 

Trichoptera e Lepidoptera, onde o pH varia de 8-10 (CHAPMAN, 1982). Espécies de 

Sphingidae, Noctuidae e Pyralidae possuem no intestino anterior pH 7,0. Porém, no 

intestino médio apresentam pH 9,8, na porção média, 10,5 e, na posterior, em torno de 

9,5 (TERRA et al., 1996). Esta alcalinidade em Lepidoptera permite o consumo de 

vegetais ricos em taninos, os quais em condições de pH menores podem dificultar a 

absorção de proteínas (MARTIN et al., 1987). O intestino médio constitui-se no local 

de maior produção de enzimas digestivas e onde ocorre a maior parte da absorção dos 

nutrientes (CHAPMAN, 1982; TERRA, 1990). 

De acordo com TERRA et al. (1996), as principais enzimas digestivas são as 

peptidases (proteases) e as carboidrases (glicosidades). As peptidases clivam ligações 

peptídicas e estão divididas em endopeptidases e exopeptidases. As endopeptidases ou 

proteinases são classificadas em serina-proteinases, cisteína-proteinases, aspartato-

proteinases e metaloproteinases. No lúmen do intestino dos insetos, as comumente 

encontradas são asparato-proteinases (pepsina) ativas em pH 3 e as serina-proteinases 

ativas em pH neutro ou alcalino. As principais serina-proteinases são quimiotripsina e 

tripsina. Em Lepidoptera, a tripsina foi isolada em pH alto com variação entre 9,5-10 

(TERRA & FERREIRA, 1994). As exopeptidases são classificadas em aminopeptidase, 

carboxipeptidase e dipeptidase hidrolisam os aminoácidos resultantes da quebra das 
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ligações peptídicas pelas endopeptidases. As principais carboidrases presentes nos 

insetos são a α-amilase, celulases e glicosidases.  A α-amilase (amilase) hidrolisa 

ligações glicosídicas presentes nas cadeias principais do amido e glicogênio. A 

celulase hidrolisa a celulose e a glicosidase hidrolisa oligossacarídeos e dissacarídeos 

(TERRA, 1990). 

Em muitos insetos, o intestino médio é delineado por uma membrana 

peritrófica (MP), que separa o conteúdo do lúmen em dois compartimentos: o espaço 

ectoperitrófico - lado externo da membrana e o espaço endoperitrófico - lado interno 

da membrana (TERRA, 1990). A membrana peritrófica (MP) foi descrita originalmente 

como um saco membranoso que envolve diretamente o alimento no lúmen intestinal 

(RICHARDS & RICHARDS, 1977; WIGGLESWORTH, 1930). Consiste de uma matriz de 

carboidratos e proteínas permeada por uma rede de microfibrilas de quitina, de 

natureza acelular (TERRA, 1990). A MP confere proteção ao epitélio intestinal contra 

danos mecânicos, agressões patogênicas, toxinas e outros danos químicos. É 

semipermeável, e dessa forma seletiva, regulando a passagem de moléculas entre os 

diferentes compartimentos (ectoperitrófico e endoperitrófico) do intestino médio 

(LEHANE, 1997). Estudos realizados com a larva de Rhynchosciara americana 

(Diptera: Sciaridae) demonstraram que a tripsina e a α-amilase são secretadas no 

espaço ectoperitrófico e são difundidas para o espaço endoperitrófico, enquanto que  a 

aminopeptidase e trealase são secretadas no espaço ectoperitrófico, mas não 

atravessam a membrana peritrófica (TERRA et al., 1996). O tamanho das enzimas é um 

dos fatores de seleção da passagem destas através da MP, ou seja, as enzimas que 

chegam ao espaço endoperitrófico são menores  do que as enzimas que ficam 

limitadas ao espaço endoperitrófico (SANTOS & TERRA, 1986). A circulação endo-

ectoperitrófica das enzimas estudadas no intestino médio de E. ello, mostrou que as 
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enzimas que entram na região anterior do espaço endoperitrófico são recuperadas à 

medida que hidrolisam os polímeros, tornando-os menores o suficiente para 

acompanhá-las através da MP. Assim, as enzimas e os nutrientes deslocam-se para a 

porção anterior do intestino médio, onde ocorre a digestão final e a absorção do 

alimento, na superfície das células colunares do epitélio (SANTOS & TERRA, 1984). As 

células colunares auxiliadas pelas caliciformes absorvem água na região anterior e 

excretam água na região posterior do intestino médio; as células caliciformes também 

excretam íons de potássio absorvidos dos tecidos vegetais ingeridos pelas larvas 

(SANTOS & TERRA, 1986).  Assim, além da absorção, o papel das células epiteliais do 

intestino médio é a síntese e a secreção das enzimas digestivas, as quais são secretadas 

por vesículas na base da região microvilar destas, além de produzir secreções para a 

formação da membrana peritrófica (BILLINGSLEY & LEHANE, 1996). 

Na região do esfíncter posterior (piloro), que demarca a separação do intestino 

médio com o posterior, inserem-se os túbulos de Malpighi, responsáveis pela 

excreção. O intestino posterior inclui  íleo, colo e reto (que estão envolvidos na 

absorção de água e íons, através da ação das papilas retais), terminando com o ânus 

(SNODGRASS, 1935; CHAPMAN, 1982). Em alguns insetos, é reduzido a um tubo reto e, 

em outros, modificado em uma câmara de fermentação. Ambos podem abrigar 

microorganismos que colaboram na digestão (TERRA, 1990). A região posterior do 

intestino é de origem ectodérmica, sendo revestida por uma camada de cutícula, 

porém mais permeável que a região do intestino anterior (CHAPMAN, 1982). Nesta 

porção, ocorre a formação dos pellets (fezes), que consiste no empacotamento dos 

restos alimentares não digeridos (BERNAYS & JANZEN, 1988). 

Segundo SCRIBER (1982, 1984), o crescimento e a reprodução dependem da 

capacidade do inseto de ingerir, digerir e converter o nitrogênio da planta de forma 
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eficiente e rápida. A maior parte do desenvolvimento dos insetos, na natureza, ocorre 

nas plantas hospedeiras (HANSON, 1983). Passiflora suberosa Linnaeus e Passiflora 

misera Humbold, Bonpland & Kunth (Passifloraceae) são maracujás nativos do Rio 

Grande do Sul, sendo as espécies mais utilizadas pelas larvas de Heliconius erato 

phyllis (Fabricius) (Lepidoptera: Nymphalidae) (KERPEL & MOREIRA, 2005); embora 

as larvas destes heliconíneos  possam  utilizar várias espécies de passifloráceas como 

recurso alimentar (BENSON et al.,1976; MENNA-BARRETO & ARAÚJO, 1985). 

Passiflora misera e Passiflora. suberosa encontram-se em bordas de matas e clareiras, 

sendo mais freqüentes na Depressão Central (MONDIN, C. & MOREIRA, G. R. P. 

UFRGS, dados inéditos). Passiflora suberosa é uma liana, suberificada nas porções 

inferiores, com folhas simples trinervadas, de forma variável, no mesmo indivíduo, 

desde inteiras até profundamente trilobadas (SACCO, 1980).  P. misera é uma liana de 

caule angulado, com folhas simples em geral bilobadas, podendo ser trilobadas 

(SACCO, 1980). 

Nas populações naturais destas passifloráceas podem ser encontradas variações 

nas características morfológicas e nutricionais, provavelmente devido a fatores 

edáficos e ambientais (BARP et al., 2006). Algumas destas características compõem 

barreiras físicas e químicas, que podem dificultar a nutrição dos insetos (STRONG et 

al., 1984), as quais desempenham um importante papel na seleção correspondente 

pelos insetos herbívoros (FEENY et al., 1983; WOODMAN & FERNANDES, 1991; 

BERNAYS & CHAPMAN, 1994). 

De acordo com PEETERS (2002), a variedade estrutural das folhas influencia a 

distribuição e o acometimento pelos insetos herbívoros. Assim como a presença de 

tricomas, cristais, resinas, características da superfície foliar e cutícula podem se 

constituir em obstáculos físicos e químicos aos insetos (BECERRA 1994; FERNANDES, 
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1994). Os tricomas podem proteger a planta contra a herbivoria (WOODMAN & 

FERNANDES, 1991), podendo variar em densidade de acordo com a parte da planta, a 

idade do tecido considerado e entre populações (COLEY, 1983; WOODMAN & 

FERNANDES, 1991; MEDEIROS & MOREIRA 2002, 2005). Por exemplo, a presença de 

tricomas em forma de ganchos, em Passiflora adenopoda, age como eficiente 

obstáculo para o uso da maioria das larvas dos heliconíneos (GILBERT, 1971). Nos 

primeiros instares de Gratiana spadicea (Coleoptera: Chrysomelidae), a presença dos 

tricomas estrelados de Solanum sisymbriifolium (Solanaceae) está associada a uma 

alta mortalidade destas larvas (MEDEIROS & MOREIRA, 2005). Recentemente, foi 

detectado que tais tricomas são em parte ingeridos, o que pode estar associado a estes 

números (BOLIGON et al., submetido). 

Já foi constatado em outros insetos que as características físicas das plantas, 

como o alto grau de dureza nas folhas, também afetam a herbivoria e interferem na 

forma de suas mandíbulas (RAUPP, 1985; WALLIN, 1988). Para LUCAS et al. (2000), a 

dureza foliar está relacionada com a espessura  e estrutura da epiderme, as quais 

formam uma barreira física para os insetos. Com base neste assunto, SILVEIRA (2002), 

ao comparar P. misera e P. suberosa, percebeu que há uma maior dureza foliar em P. 

suberosa, em folhas maduras. A autora constatou também um maior desgaste nas 

mandíbulas das larvas de H. erato phyllis que consomem as folhas mais duras. 

KERPEL (2004) aponta que há um menor custo na utilização e um maior 

aproveitamento dos nutrientes de P. misera, ocasionado por características físicas da 

planta, de menor dureza e espessura.  A autora constatou que a diferença entre o peso 

do alimento ingerido pelas larvas de H. erato phyllis e o dos pellets foi 

significativamente maior em P.misera, embora esta contenha uma menor concentração 

de macronutrientes (nitrogênio, cálcio, magnésio, fósforo e potássio), do que P. 
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suberosa. Além disso, P.misera proporciona uma maior taxa de crescimento às larvas 

e maior tamanho aos adultos (RODRIGUES & MOREIRA, 2004), Sendo preferida pelas 

larvas de H. erato phyllis (KERPEL & MOREIRA, 2005). 

De acordo com KERPEL (2004), os fragmentos encontrados no intestino das 

larvas de H. erato phyllis alimentadas com P. misera são significativamente menores 

do que aqueles de P. suberosa. Estes fragmentos de menor tamanho possuem uma área 

de exposição relativa ao seu volume maior, proporcionando, supostamente, uma ação 

mais efetiva das enzimas digestivas para acessar os nutrientes intracelulares. Os 

nutrientes utilizados por um dado inseto herbívoro mastigador são obtidos dos tecidos 

foliares possivelmente pelo rompimento mecânico da parede celular, acessando o 

conteúdo interno das células da periferia do fragmento (SLANSKY & RODRIGUEZ, 

1987; HOCHULI, 1996). Tem sido inferido que a parede celular não é digerida por 

muitos insetos (MARTIN, 1991), deste modo, a limitada habilidade de digestão da 

celulose impõe um limite definitivo no consumo das plantas. Sendo assim, a parede 

celular pode desempenhar uma defesa fundamental contra a herbivoria (ABE & 

HIGASHI, 1991). A obtenção dos nutrientes pelos insetos herbívoros mastigadores pode 

ocorrer através dos plasmodesmos localizados nas paredes celulares, os quais 

permitem a comunicação entre as células correspondentes permitindo que seus 

nutrientes sejam difundidos para o exterior (BARBEHENN, 1992; 2005). Assim, a 

parede celular parece ser uma barreira que os gafanhotos devem romper 

mecanicamente para assimilar os nutrientes (CLISSOD et al., 2004). Uma explicação 

para tal, seria que esses insetos absorvem os nutrientes extravasados das células dos 

tecidos foliares que atravessam o trato digestivo com as paredes celulares intactas, na 

sua maioria, rompendo somente a membrana celular. Deste modo, os plasmodesmos e 
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poros da parede celular permitiriam o fluxo de nutrientes das células do mesofilo 

(BARBEHENN, 2005). 

Nenhum estudo abordou quais são os nutrientes de P. misera e P. suberosa e o 

mecanismo envolvido na sua extração, bem como a velocidade em que são 

processados pelas larvas H. erato phyllis. Neste trabalho, procuramos verificar se há 

um gradiente de extravasamento dos nutrientes nos fragmentos foliares após a 

digestão. Visamos ainda averiguar se a velocidade difere entre as espécies de 

passifloráceas para identificar possíveis compensações na taxa de digestão. 

Qualificamos os nutrientes existentes em P. misera e P. suberosa comparativamente 

através da histoquímica. Avaliamos a existência de um mecanismo de extravasamento 

dos nutrientes celulares através de uma análise quantitativa e mensuramos a 

velocidade em que os fragmentos ingeridos percorrem o intestino das larvas de H. 

erato phyllis. 

 

2. Material e Métodos 

 

2.1 Plantas 

Foram coletadas mudas de Passiflora misera e Passiflora suberosa no Instituto 

de Pesquisas Hidráulicas (IPH) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul 

(UFRGS). Estas foram divididas em dois lotes; metade das mudas foi transplantada 

para vasos plásticos contendo solo enriquecido com matéria orgânica e mantidas em 

casa de vegetação sob proteção de tela sombrite 50%, no Departamento de Ecologia 

da UFRGS e, as demais, foram transplantadas para um passifloreto existente no 

entorno do prédio do Departamento de Zoologia da UFRGS, mantidas com adubação 
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orgânica. Estas plantas foram cultivadas para produção de ramos, a serem usados na 

oviposição dos insetos em insetário, descrito a seguir. 

Para a criação das larvas em laboratório, análises e testes, foram coletados 

ramos de P. misera e P. suberosa, no Horto florestal Barba Negra, pertencente a 

Aracruz S.A., localizado no município de Barra do Ribeiro, RS (30° 23`S e 51° 

12`W).  Esta área é dividida em talhões com o predomínio do cultivo de Eucalyptus 

spp. No interior destes talhões, ocorre um sub-bosque composto de espécies nativas. 

Entre elas, citam-se o Butia capitata (Martius) Becc. (Arecaceae) e Desmodium sp. 

(Fabaceae) (CORRÊA et al., 2001). As plantas hospedeiras, P. misera e P. suberosa, 

utilizadas pelas larvas de H. erato phyllis encontram-se nas bordas destes talhões 

(RODRIGUES & MOREIRA, 2002). 

 

2.2 Criação das larvas 

Os adultos de H. erato phyllis foram coletados no Morro Santana, em Porto 

Alegre, RS (30o 02’ S e 51o 09’ W), e transferidos para insetário (dividido em 

compartimentos de 2,0 x 2,0 x 2,7 m, coberto com uma tela de sombrite 50% de cor 

preta, localizado no Departamento de Ecologia da UFRGS). Neste foram distribuídos 

cinco indivíduos (fêmeas) em cada compartimento. 

Para a manutenção dos adultos, diariamente foi oferecida uma dieta à base de 

mel, pólen e água destilada, na proporção de 2:1:7 (FERRO, 1998). Para a oviposição 

dos heliconíneos, foram utilizados ramos de P. misera, com meristema apical 

preservado, contidos em garrafas plásticas providas de uma estrutura de arame e 

bambu (MUGRABI-OLIVEIRA & MOREIRA, 1996). 

Diariamente, foram realizadas a troca do alimento e a coleta de ovos. Os ovos 

foram transferidos para placas de Petri com papel filtro umedecido. As larvas foram 
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transferidas para garrafas plásticas providas de armação de arame e bambu, cobertas 

por tela de malha fina (MUGRABI-OLIVEIRA & MOREIRA, 1996) contendo ramos de P. 

suberosa ou P. misera, conforme o experimento a ser realizado. Estas larvas foram 

dispostas na superfície apical destes ramos e mantidas nestes, em câmara climatizada 

(14 horas luz/dia, 25±1°C) existente no Departamento de Zoologia da UFRGS, até 

atingirem o quinto ínstar. 

 

2.3 Análise qualitativa 

Os estudos relativos à histologia e histoquímica foram desenvolvidos no 

Laboratório de Anatomia Vegetal do Departamento de Botânica da UFRGS.  

 

2.3.1 Preparação do material para histoquímica 

Após a muda para o quinto ínstar, as larvas criadas em P. misera (n = 5) e em 

P. suberosa (n = 5) foram dispostas individualmente em potes plásticos com 9,5 cm de 

diâmetro por 9,0 cm de altura, onde permaneceram em jejum por 24 horas, com a 

finalidade de provocar o esvaziamento do conteúdo intestinal. Após, receberam 16 

discos de folhas maduras removidas do 5° ao 8° nós (do ápice em direção à base) dos 

ramos das passifloráceas. Os discos foram cortados com um vazador com 63,3 mm2 de 

área.  Nos potes, as larvas permaneceram se alimentando por um período de 24 horas. 

Após este período, foram dissecadas, restando somente o tubo digestivo, contendo a 

cabeça e segmentos terminais do abdômen para a preservação do conteúdo intestinal. 

A dissecção foi feita através de um corte na região dorsal utilizando-se uma tesoura 

microcirúrgica.  

Os tubos digestivos das larvas foram fixados em tubos de microcentrífuga 

(1,5ml) em uma mistura de glutaraldeído 2,5 % e formaldeído 2 % em tampão fosfato 
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de sódio 0,1 M, pH 7,2 (ROLAND & VIAN, 1991), à temperatura ambiente, por 24 

horas. Após, foram lavados em tampão fosfato de sódio 0,1 M, pH 7,2 (três vezes, 

durante quinze minutos cada) e desidratados em série crescente de etanol (10, 30, 50, 

70, 90 e 100%; vinte minutos cada) (JOHANSEN,1940). Finalmente, foram incluídos 

em resina acrílica à base de hidroxietilmetacrilato (GERRITS & SMID, 1983). O 

emblocamento do material em resina foi realizado em molde de fundo retangular de 

papel parafinado, selado em um banho de parafina líquida, adequado ao tamanho do 

tubo digestivo das larvas. Seções semifinas, de 3 µm de espessura foram feitas em 

micrótomo de rotação Microm® modelo HM 340E equipado com navalhas 

descartáveis de vidro de 6mm. 

Para as amostras comparativas (controle), folhas maduras intactas, removidas 

do 5° nó (do ápice em direção à base) de P. misera e de P. suberosa, foram cortadas à 

mão livre (4 mm2) com o auxilio de navalha descartável de aço e colocadas em tubos 

de microcentrífuga (1,5ml) fixadas, desidratadas e incluídas em resina acrílica 

conforme descrito para a preparação do tubo digestivo. 

Para a montagem das lâminas histológicas, os tubos digestivos foram 

seccionados em três partes, correspondendo a cada uma das três porções intestinais 

(intestino anterior, médio e posterior). De cada porção, foram confeccionadas oito 

lâminas com cinco cortes, sendo reservadas duas lâminas por porção do intestino para 

cada um dos testes histoquímicos. Após a coloração com Azul de Toluidina O 0,05% 

em tampão de benzoato de sódio, pH 4,4 (O´BRIEN & MCCULLY, 1981), foi usado 

verniz vitral Acrilex® 500 (PAIVA et al., 2006) como meio de montagem. Este 

procedimento foi realizado com os tubos digestivos das larvas alimentadas com P. 

misera e de P. suberosa. 
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Para o controle, foram confeccionadas duas lâminas com cinco cortes para 

cada um dos quatro testes histoquímicos para cada espécie de passiflorácea. 

 

2.3.2 Testes histoquímicos 

Para se identificar quais as substâncias se encontravam nos fragmentos foliares 

de P. misera e de P. suberosa retirados do intestino posterior das larvas de H. erato 

phyllis comparativamente ao controle, foram realizados os seguintes testes 

histoquímicos: Alcian Blue em solução acética 3 % (LILLIE, 1965), utilizado para a 

detecção de ácidos mucopolissacarídeos e pectinas; Comassie Blue  com concentração 

de 0,25 % em solução acética 7 % (SOUTHWORTH, 1973), utilizado para a detecção de 

proteínas totais; Lugol (IKI, Iodeto de potássio e iodo) utilizado para a detecção de 

amido (JOHANSEN,1940); Ácido Periódico Reativo de Schiff (PAS), utilizado para a 

detecção de polissacarídeos totais (O'BRIEN & MCCULLY, 1981). Os cortes foram 

oxidados com solução aquosa de ácido periódico a 1 % (HIO4)  durante 10 minutos e 

corados com o Reativo de Schiff por 30 minutos. Este último foi precedido de Azul de 

Astra com concentração 0,5 % em ácido tartárico 2 % (ROESER,1972), utilizado para 

evidenciar   parede celular primária seguido de Fucsina Básica utilizada para 

evidenciar parede celular secundária lignificada e componentes citoplasmáticos 

(O'BRIEN & MCCULLY, 1981).  

As imagens foram obtidas em microscópio óptico Leica® modelo DMR-HC 

com câmera digital Leica® modelo DFC 500. 
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2.4 Análise quantitativa 

 

2.4.1 Dimensões lineares dos fragmentos foliares 

Foram mensuradas a espessura e a largura dos cortes transversais de cada 

fragmento foliar de P. misera e P. suberosa retirados do intestino posterior de larvas 

de H. erato phyllis, com vistas a comparar o tamanho destes fragmentos entre as 

passifloráceas e, dessa forma, reavaliar a relação de tamanho correspondente 

observada por KERPEL (1999), citada anteriormente. Tal procedimento justifica-se 

pelo fato que essa autora deteve-se na quantificação da área dos fragmentos, com base 

em imagens digitalizadas da superfície destes, não quantificando as medidas lineares 

correspondentes (espessura e largura). 

Tais medidas foram obtidas a partir de 40 lâminas (10 lâminas/região) por 

passiflorácea, as quais foram montadas e coradas com Ácido Periódico Reativo de 

Schiff (PAS). Em cada uma das lâminas, foram medidos 5 cortes transversais  dos 

fragmentos foliares  de  P. misera (5 fragmentos/corte) e para P. suberosa (4 

fragmentos/corte) totalizando 180 medições.  Para as observações e medidas foi 

utilizado microscópio óptico Olympus® modelo CH 30, equipado com ocular 

micrométrica. 

 

2.4.2 Número total de células das seções dos fragmentos 

Para se testar a hipótese de diferença na quantidade de células dos cortes 

transversais dos fragmentos foliares entre P. misera e P. suberosa, essas também 

foram quantificadas. Para isto, as lâminas contendo os cortes foram dispostas sob 

microscópio Hund® modelo H 500 em (400x) e foram contadas todas as células 

contidas em cada um dos fragmentos. 
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2.4.3 Incidência de Células Alteradas (ICA) 

Para testar a hipótese da existência de um gradiente de extravasamento, foram 

quantificadas as células alteradas nas regiões do início (margem) e meio dos 

fragmentos. Para as comparações entre as regiões foi calculado o Índice de Células 

Alteradas (ICA). Consideraram-se células alteradas as que apresentaram uma 

configuração diferente das células dos fragmentos foliares do controle; ou seja, células 

com formato irregular ou com perda da sua turgidez. 

O ICA foi calculado a partir do quociente entre células alteradas e o total de 

células dos fragmentos foliares retirados do intestino posterior de larvas de H. erato 

phyllis, alimentadas em P. misera (n = 5) e em P.suberosa (n = 4). Para isto, foram 

realizados cortes na região do início (margem) dos fragmentos (n = 10) e na região do 

meio destes (n = 10). Em cada um dos cortes dos fragmentos, foram definidas três 

seções (A, B e C), onde cada uma das seções corresponde a um terço do total de 

células do corte. As seções A e C constituem-se nas extremidades dos cortes que 

compõem as regiões do início e meio dos fragmentos. A seção B na região do meio 

constitui-se na porção central dos fragmentos. 

Para as amostras comparativas (controle) foram removidas folhas maduras do 

5° nó (do ápice em direção à base) dos ramos de ambas as passifloráceas. Para cada 

passiflorácea, foram seccionados cinco fragmentos, de 1mm2, à mão livre, com o 

auxílio de lâmina de aço paralela a nervura central destas folhas. Foram feitos cortes 

na região do início (n = 5) e  na região do meio (n = 5) destes fragmentos. 

Os fragmentos retirados do intestino posterior (tratamento) e os do controle 

foram armazenados em tubos de microcentrífuga (1,5ml), fixados, desidratados e 

inclusos em resina acrílica conforme descrito no item 2.3.1. 
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Para a montagem das lâminas, seções semifinas de 3 µm de espessura foram 

feitas em micrótomo de rotação Microm® modelo HM 340E, equipado com navalhas 

de aço. 

Os cortes foram corados com Ácido Periódico Reativo de Schiff (PAS), 

precedido de Azul de Astra (ROESER,1972)  seguido de Fucsina Básica (O'BRIEN & 

MCCULLY, 1981) e analisados em microscópio Hund® modelo H 500. As imagens 

foram obtidas em microscópio óptico Leica® modelo DMR-HC com câmera digital 

Leica® modelo DFC 500.  

 

2.5 Tempo de digestão 

Para se verificar a existência de um mecanismo de compensação, foi medido o 

tempo de passagem dos fragmentos foliares de ambas as passifloráceas pelo trato 

digestivo das larvas. Foi definido como tempo de digestão, o período compreendido 

entre a ingestão do primeiro fragmento dos discos foliares até a formação do primeiro 

pellet (fezes). Este tempo foi mensurado em câmara climatizada (14 horas luz/dia, 25 

±1°C), com larvas de quinto ínstar de H. erato phyllis para P. misera (n = 20) e para 

P. suberosa (n = 20), mantidas isoladamente em potes plásticos. Inicialmente, foram 

oferecidos três discos foliares de 63,3 mm2 de área, por um período de 2 horas. Após 

este período, foi oferecido um disco foliar corado com Oil Red® O Sigma por 1 hora, 

sendo medido o tempo até a formação do primeiro pellet corado. Os pellets foram 

identificados sob lupa Wild® M125.  

Os discos foliares corados utilizados no experimento foram cortados com um 

vazador. Após, foram perfurados com o auxílio de uma pinça na sua superfície adaxial 

e corado com uma solução do corante biológico. Para a preparação da solução do 
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corante, foi misturado 0,05 g/Kg  do  corante Oil Red®  O Sigma em 10ml/Kg de 

etanol absoluto (STEPHENS et. al, 2008). 

Para se testar a hipótese de influência do corante no tempo de digestão, foi 

realizado um experimento similar ao descrito anteriormente, alterando-se a ordem de 

oferecimento dos discos. Ou seja, primeiro foram oferecidos discos corados e, após, 

discos não corados. Este procedimento consistiu no tratamento (controle), para larvas 

de H. erato phyllis alimentadas com P. misera (n = 20) e P. suberosa (n = 16). 

 

2.6 Testes estatísticos 

Os dados foram avaliados inicialmente quanto à normalidade, perante o teste 

de Kolmogorov-Smirnov e, a homocedasticidade, perante o teste de Bartlett. Após, as 

medidas lineares (altura e largura) das seções transversais dos fragmentos foliares de 

P. misera e P. suberosa foram comparadas com o teste não paramétrico U de Mann-

Whitney; a quantidade de células das seções transversais comparadas com o teste t de 

Welch; o ICA com o teste de Kruskal-Wallis, seguido de comparações múltiplas de 

Dunn e, o tempo de digestão, por meio de ANOVA, seguida de comparações 

múltiplas de Tukey. Para estes testes estatísticos, foi considerado α = 0,05. Para a 

execução destes testes foi utilizado o software Instat3, v.3.01, seguindo-se os 

procedimentos descritos em CONOVER (1980) para os testes não-paramétricos e 

SNEDECOR & COCHRAN (1989) para os testes paramétricos. Os resultados encontram-

se representados pelas médias aritméticas e respectivos erros padrões ( x ± EP), a 

menos que explicitado. 

3. Resultados 

 

3.1 Análise qualitativa 
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O limbo das folhas maduras de P. misera, em seção transversal, apresentou 

epiderme uniestratificada, com paredes primárias periclinais externas mais espessas na 

face adaxial. Além disso, suas células possuíam aspecto papiloso e com estômatos 

somente na face abaxial. Nos fragmentos foliares analisados nas três porções 

intestinais das larvas de H. erato phyllis, em seção transversal, a anatomia geral das 

células epidérmicas foi compatível com a das folhas maduras (controle). Verificou-se 

que, em geral, algumas células do parênquima paliçádico, na região do intestino 

médio, apresentaram paredes sinuosas e sem o aspecto de turgidez encontrado nas 

células do controle e do intestino anterior. Observou-se ainda a presença de drusas de 

oxalato de cálcio no vacúolo das células do parênquima esponjoso nos fragmentos 

foliares de P. misera nas três porções intestinais e controle. A bainha perivascular, nos 

feixes vasculares colaterais, é parenquimática nas folhas de P. misera (Fig. 1) 

O limbo das folhas maduras de P. suberosa, em seção transversal, se 

diferenciou de P. misera por apresentar a parede periclinal externa na face adaxial 

mais espessa e as paredes anticlinais levemente sinuosas e finas nas células na face 

adaxial. A anatomia geral das células epidérmicas dos fragmentos foliares, nas três 

porções intestinais das larvas de H. erato phyllis, foi compatível com aquela das 

folhas do controle (Fig. 2). 
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Figura 1. Seção transversal do limbo foliar (folha intacta, controle) e dos fragmentos 

foliares de Passiflora misera nas porções intestinais de larvas de H. erato phyllis, 

coradas com Alcian Blue. A) Controle, B) Intestino anterior, C) Intestino médio e D) 

Intestino posterior. e.ab, epiderme da face abaxial; e.ad, epiderme da face adaxial; es, 

estômato; fv, feixe vascular; id, idioblasto com drusa; p.e., parênquima esponjoso; 

p.p., parênquima paliçádico. Barras = 50 µm. 

es 

fv 

e. ad 

p.p. 

p.e 

e. ab 

A B

C D



 19

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Seção transversal do limbo foliar (folha intacta, controle) e dos fragmentos 

foliares de Passiflora suberosa nas porções intestinais de larvas de H. erato phyllis, 

coradas com Alcian Blue. A) Controle, B) Intestino anterior, C) Intestino médio. D) 

Intestino posterior. e.ab, epiderme da face abaxial; e.ad, epiderme da face adaxial; fv, 

feixe vascular; p.e., parênquima esponjoso; p.p., parênquima paliçádico. Barras = 50 

µm. 
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O teste histoquímico com Alcian Blue, em P. misera, foi positivo para a 

detecção de pectinas nas paredes celulares das células epidérmicas (coradas de azul 

claro) (Tab. I). 

Em P. suberosa, o teste histoquímico com Alcian Blue foi positivo, corando 

em azul mais intenso as pectinas nas paredes periclinais externas mais espessas das 

células epidérmicas (Tab. II). 

As células do limbo foliar de P. misera, no teste com Coomassie Blue, não 

mostraram proteínas de reserva, revelando somente aquelas proteínas estruturais e 

enzimáticas presentes no citoplasma e suas organelas. Não houve reação positiva nas 

paredes celulares. Ao longo do tubo digestivo, observou-se que a disposição do 

conteúdo citoplasmático (protéico) existente nas células do mesofilo foliar de P. 

misera, nas três porções intestinais, apresentou uma organização diferente da 

encontrada no controle. Esta disposição do conteúdo citoplasmático apresentou-se 

dispersa no intestino anterior e mais irregular, aglomerada e centralizada nos 

intestinos médio e posterior (Fig. 3). 

No mesofilo dos fragmentos foliares de P. suberosa, o conteúdo protéico, 

evidenciado em azul, apresentou-se mais disperso nas células das três porções 

intestinais em relação à configuração do controle (Fig. 4).  
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Tabela I. Resposta histoquímica de folhas intactas e dos fragmentos foliares de P. 

misera no intestino anterior (IA), intestino médio (IM) e intestino posterior (IP) 

corados com Alcian Blue (+ intenso; + + muito intenso; – ausente). 

 

Tecidos Controle IA IM IP 

Epiderme na face adaxial + + + + 

Epiderme na face abaxial + + + + 

Parênquima paliçádico + + + + 

Parênquima esponjoso + + + + 

O sinal + indica coloração da parede celular primária. 
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Tabela II. Resposta histoquímica de folhas intactas e dos fragmentos foliares de 

P.suberosa no intestino anterior (IA), intestino médio (IM) e intestino posterior (IP) 

corados com Alcian Blue (+ intenso; + + muito intenso; – ausente).  

 

Tecidos Controle IA IM IP 

Epiderme na face adaxial + + + + 

Epiderme na face abaxial + + + + 

Parênquima paliçádico + + + + 

Parênquima esponjoso + + + + 

O sinal + indica coloração da parede celular primária. 
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Figura 3. Seção transversal do limbo foliar (folha intacta, controle) e dos fragmentos 

foliares de Passiflora misera nas porções intestinais de larvas de H. erato phyllis 

coradas com Coomassie Blue. A) Controle, B) Intestino anterior, C) Intestino médio e 

D) Intestino posterior. e.ab, epiderme da face abaxial; e.ad, epiderme da face adaxial; 

id, idioblasto contendo drusa; p.e., parênquima esponjoso; p.p., parênquima 

paliçádico. Barras = 50 µm. 
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Figura 4. Seção transversal do limbo foliar (folha intacta, controle)  e dos fragmentos 

foliares de Passiflora suberosa nas porções intestinais de larvas de H. erato phyllis 

coradas com Coomassie Blue. A) Controle, B) Intestino anterior, C) Intestino médio e 

D) Intestino posterior. e.ad, epiderme da face adaxial; p.e., parênquima esponjoso; 

p.p., parênquima paliçádico. Barras = 50 µm. 
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Nos fragmentos foliares de P. misera e P. suberosa analisados nas três porções 

intestinais e controle, visualizou-se o conteúdo protéico (cloroplastos, núcleo e 

citoplasma) em azul intenso (Tab. III, IV). 

A reação com Lugol (IKI) apresentou resultado semelhante para P. misera 

(Fig. 5) e para P. suberosa (Fig. 6). Foi positiva para a detecção de pequenos grãos de 

amido, com coloração marrom escura no interior dos cloroplastos no mesofilo para o 

intestino anterior (como no controle). Nas células do mesofilo dos fragmentos foliares, 

de ambas as passifloráceas, analisadas no intestino médio e posterior, não se 

evidenciou a presença de amido (Tab. V, VI). 

A reação do PAS, combinado com Azul de Astra e Fucsina Básica, indicou 

reação positiva com coloração intensa na parede celular primária (corada em azul) e 

citoplasma (corado em rosa claro) em todos os tecidos do mesofilo foliar de P. misera 

e P. suberosa. O PAS também indicou reação positiva para os grãos de amido 

(corados em rosa escuro) nas células dos fragmentos foliares do controle e intestino 

anterior. Houve reação positiva para grãos de amido nas células-guarda nos tecidos 

foliares dos fragmentos analisados no intestino médio e posterior de P. misera (Fig. 7)  

e P. suberosa (Fig. 8). Os grãos de amido não foram identificados nas células do 

mesofilo foliar dos fragmentos do intestino médio e posterior (Tab.VII, VIII). 
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Tabela III. Resposta histoquímica de folhas intactas e dos fragmentos foliares de 

P.misera no intestino anterior (IA), intestino médio (IM) e intestino posterior (IP) 

corados com Coomassie Blue (+ intenso; + + muito intenso; – ausente). 

 

Tecidos Controle IA IM IP 

Epiderme na face adaxial + + + + 

Epiderme na face abaxial + + + + 

Parênquima paliçádico + + + + + + + + 

Parênquima esponjoso + + + + + + + + 

O sinal + indica coloração de organelas (cloroplastos, por exemplo), núcleo e citoplasma. 
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Tabela IV. Resposta histoquímica de folhas intactas e dos fragmentos foliares de P. 

suberosa no intestino anterior (IA), intestino médio (IM) e intestino posterior (IP) 

corados com Coomassie Blue (+ intenso; + + muito intenso; – ausente). 

 

Tecidos Controle IA IM IP 

Epiderme na face adaxial + + + + 

Epiderme na face abaxial + + + + 

Parênquima paliçádico + + + + + + + + 

Parênquima esponjoso + + + + + + + + 

O sinal + indica coloração de organelas (cloroplastos, por exemplo), núcleo e citoplasma. 
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Figura 5. Seção transversal do limbo foliar (folha intacta, controle) e dos fragmentos 

foliares de Passiflora misera nas porções intestinais de larvas de H. erato phyllis 

coradas com Lugol. A) Controle, B) Intestino anterior, C) Intestino médio e D) 

Intestino posterior. e.ab, epiderme da face abaxial; e.ad, epiderme da face adaxial; es, 

estômato; g.a., grãos de amido; p.e., parênquima esponjoso; p.p., parênquima 

paliçádico. Barras = 50 µm.  
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Figura 6. Seção transversal do limbo foliar (folha intacta, controle) e dos fragmentos 

foliares de Passiflora suberosa nas porções intestinais de larvas de H. erato phyllis 

coradas com Lugol. A) Controle, B) Intestino anterior, C) Intestino médio e D) 

Intestino posterior. e.ab, epiderme abaxial; e.ad, epiderme adaxial; g.a., grãos de 

amido; p.e., parênquima esponjoso; p.p., parênquima paliçádico. Barras = 50 µm. 
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Tabela V. Resposta histoquímica de folhas intactas e dos fragmentos foliares de P. 

misera no intestino anterior (IA), intestino médio (IM) e intestino posterior (IP) 

corados com Lugol (+ intenso; + + muito intenso; – ausente). 

 

Tecidos Controle IA IM IP 

Epiderme na face adaxial – – – – 

Epiderme na face abaxial – – – – 

Parênquima paliçádico + + – – 

Parênquima esponjoso + + – – 

O sinal + indica coloração dos grãos de amido. 
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Tabela VI. Resposta histoquímica de folhas intactas e dos fragmentos foliares de P. 

suberosa no intestino anterior (IA), intestino médio (IM) e intestino posterior (IP) 

corados com Lugol (+ intenso; + + muito intenso; – ausente). 

 

Tecidos Controle IA IM IP 

Epiderme na face adaxial – – – – 

Epiderme na face abaxial – – – – 

Parênquima paliçádico + + – – 

Parênquima esponjoso + + – – 

O sinal + indica coloração dos grãos de amido. 
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Figura 7. Seção transversal do limbo foliar (folha intacta, controle) e dos fragmentos 

foliares de Passiflora misera nas porções intestinais de larvas de H. erato phyllis, 

coradas com a reação de PAS (precedida de Azul de Astra, seguido de Fucsina 

Básica). A) Controle, B) Intestino anterior, C) Intestino médio e D) Intestino 

posterior. e.ab, epiderme da face abaxial; e.ad, epiderme da face adaxial; es, 

estômato; fv, feixe vascular; g.a., grãos de amido; p.e., parênquima esponjoso; p.p. 

parênquima paliçádico. Barras = 50 µm. 
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Figura 8. Seção transversal do limbo foliar (folha intacta, controle) e dos fragmentos 

foliares de Passiflora suberosa nas porções intestinais de larvas de H. erato phyllis 

coradas com a reação de PAS (precedida de Azul de Astra, seguida de Fucsina Básica. 

A) Controle, B) Intestino anterior, C) Intestino médio e D) Intestino posterior. e.ab, 

epiderme da face abaxial; e.ad, epiderme da face adaxial; g.a., grãos de amido; p.e., 

parênquima esponjoso; p.p. parênquima paliçádico. Barras = 50 µm. 
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Tabela VII. Resposta histoquímica de folhas intactas e dos fragmentos foliares de P. 

misera no intestino anterior (IA), intestino médio (IM) e intestino posterior (IP) 

corados com PAS. (+ intenso; + + muito intenso; – ausente). 

 

Tecidos Controle IA IM IP 

Epiderme na face adaxial – – – – 

Epiderme na face abaxial – – – – 

Parênquima paliçádico + + – – 

Parênquima esponjoso + + – – 

O sinal + indica reação positiva para o amido. 
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Tabela VIII. Resposta histoquímica de folhas intactas e dos fragmentos foliares de P. 

suberosa no intestino anterior (IA), intestino médio (IM) e intestino posterior (IP) 

corados com PAS (+ intenso; + + muito intenso; – ausente). 

 

Tecidos Controle IA IM IP 

Epiderme na face adaxial – – – – 

Epiderme na face abaxial – – – – 

Parênquima paliçádico + + – – 

Parênquima esponjoso + + – – 

O sinal + indica reação positiva para o amido 
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3.2 Análise quantitativa 

 

3.2.1 Dimensões lineares dos fragmentos foliares 

A espessura média das seções dos fragmentos foliares retirados do intestino 

posterior das larvas de H. erato pyhllis foi de 121,25 ± 3,75 µm (n = 100) para P. 

misera e de 164,06 ± 3,44 µm (n = 80) para P. suberosa. A espessura média destas 

seções diferiu significativamente entre as passifloráceas (teste de Mann-Whitney, ρ < 

0,0001). A largura média das seções destes fragmentos foi de 384,4 ± 5,8 µm (n = 

100) para P. misera e de 373,8 ± 5,9 µm (n = 80) para P. suberosa. Não ocorreu 

diferença significativa entre as passifloráceas (teste de Mann-Whitney, ρ = 0,32).  

 

3.2.2 Número total de células das seções dos fragmentos foliares 

O número de células das seções dos fragmentos foliares, retirados do intestino 

posterior das larvas de H. erato pyhllis, diferiu significativamente entre as 

passifloráceas (teste t de Welch  = 9,76, ρ < 0,0001). P. misera apresentou, em média, 

125 ± 3,5 células (n= 100) e P. suberosa apresentou 89 ± 1,3 células (n= 80) por 

fragmento. 

 

3.2.3 Cálculo do ICA 

A anatomia geral dos fragmentos foliares da região do início e meio de P. 

misera e P. suberosa foi compatível com a das folhas maduras (controle) conforme 

descrito no item 3.1. Os fragmentos foliares de ambas as passifloráceas apresentaram 

células alteradas no parênquima paliçádico e esponjoso. Em ambas as regiões (inicio e 

meio), estas células apresentaram paredes sinuosas e sem o aspecto de turgidez 

encontrado nas células do controle (Fig. 9). 
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Figura 9. Cortes transversais do limbo foliar de Passiflora misera e Passiflora suberosa, 

intactas (controle) e dos fragmentos do limbo de ambas passifloráceas, retirados das 

porções intestinais de larvas de H. erato phyllis, coradas com PAS. A) P. misera, 

controle; B) P. suberosa, controle; C) região inicial dos fragmentos de P. misera; D) 

região inicial dos fragmentos de P. suberosa; E) região mediana dos fragmentos de P. 

misera e F) região mediana dos fragmentos de P. suberosa. c.a., células alteradas; 

e.ab, epiderme abaxial; e.ad, epiderme adaxial; id, idioblasto com drusa; es, estômato; 

fv, feixe vascular, pe, parênquima esponjoso; p.p., parênquima paliçádico. Barras = 

100 µm.  
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Para o cálculo do ICA, foram analisados os fatores planta, região e seção (Tab. 

IX). Ocorreu diferença significativa do ICA entre as regiões do início e meio de P. 

misera e de P. suberosa (Fig. 10, 11). Considerando as seções individualmente, os 

dados obtidos mostraram que houve diferença significativa entre estas em relação aos 

fatores planta e região (Tab. X). Ocorreu diferença significativa entre as seções da 

região do início dos fragmentos de P. misera (fig. 12) e de P. suberosa (fig. 13). Da 

mesma forma, entre as seções da região do meio dos fragmentos de P. misera (fig. 14) 

e de P. suberosa (fig. 15). 

 

3.3 Tempo de Digestão 

O tempo de passagem dos fragmentos foliares de P. misera e de P. suberosa 

pelo tubo digestivo das larvas de H. erato phyllis não diferiu significativamente (Fig. 

16). 

O tempo de digestão para P. misera apresentou um intervalo de 22 a 108 

minutos e, para P. suberosa, de 20 a 100 minutos.  Para o controle do tempo de 

digestão de P. misera, o intervalo foi de 20 a 109 minutos e, para P. suberosa, de 23 a 

98 minutos. 
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Tabela IX. Resumo do teste de Kruskal-Wallis, a respeito da influência dos fatores 

planta (P.misera e P. suberosa), região (início e meio) e seção (A, B e C) no Índice de 

células alteradas (ICA) dos fragmentos foliares retirados do intestino posterior de 

larvas de H. erato phyllis. Asteriscos indicam diferença significativa. 

 

 
 

Parâmetro Fator N Soma do ranking GL KW ρ 

ICA Planta 300 P. misera 74.412 1 29.262 <0,0001* 

  240 P. suberosa 71.658    

ICA Região 270 Início 80.629 1 44.044 <0,0001* 

  270 Meio 65.441    

ICA Seção 180 A 55.045 2 98.161 <0,0001* 

  180 B 31.957    

  180 C 59.068    
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Figura 10. Índice de células alteradas (média ± erro padrão) das regiões dos 

fragmentos de P. misera retirados do intestino posterior das larvas de H. erato phyllis. 

Letras diferentes indicam diferença significativa (teste t de Welch  = 2,672, n = 50, α 

= 0,05). 
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Figura 11. Índice de células alteradas (média ± erro padrão) das regiões dos 

fragmentos de P. suberosa retirados do intestino posterior das larvas de H. erato 

phyllis. Letras diferentes indicam diferença significativa (teste t de Welch  = 2,921, n 

= 40, α = 0,05). 
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Tabela X. Resultado do teste de Kruskal-Wallis, a respeito da influência da seção no 

ICA dos fragmentos foliares retirados do intestino posterior de larvas de H. erato 

phyllis (α = 0,05). Na composição das abreviações, na ordem, A, B e C correspondem 

às seções dos fragmentos; I e M, corresponde às regiões do início e meio dos 

fragmentos; M e S, referem-se à P. misera ou à P. suberosa, respectivamente. 

 

Fator N Soma do 

ranking 

Média do 

ranking 

Graus de 

liberdade 

KW ρ 

AIM 50 15700 313 11 155 < 0,0001 

BIM 50 11828 236    

CIM 50 14548 290    

AMM 50 11822 236    

BMM 50 7482 149    

CMM 50 13033 260    

AIS 40 14361 359    

BIS 40 7502 187    

CIS 40 16692 417    

MAS 40 13163 329    

BMS 40 5145 128    

CMS 40 14796 369    
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Figura 12. Índice de células alteradas (média ± erro padrão) nas seções dos fragmentos 

de P. misera retirados do intestino posterior das larvas de H. erato phyllis. Na 

composição das abreviações, na ordem, A, B e C correspondem às seções dos 

fragmentos; I e M, corresponde às regiões do início e meio dos fragmentos; M e S, 

referem-se à P. misera ou à P. suberosa, respectivamente. Letras diferentes indicam 

diferença significativa (ANOVA, n = 50, α = 0,05). 
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Figura 13. Índice de células alteradas (média ± erro padrão) nas seções dos fragmentos 

de P. suberosa retirados do intestino posterior das larvas de H. erato phyllis. Na 

composição das abreviações, na ordem, A, B e C correspondem às seções dos 

fragmentos; I e M, corresponde às regiões do início e meio dos fragmentos; M e S, 

referem-se à P. misera ou à P. suberosa, respectivamente. Letras diferentes indicam 

diferença significativa (Kruskal-Wallis,  n = 40, α = 0,05). 
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Figura 14. Índice de células alteradas (média ± erro padrão) nas seções dos fragmentos 

de P. misera retirados do intestino posterior das larvas de H. erato phyllis. Na 

composição das abreviações, na ordem, A, B e C correspondem às seções dos 

fragmentos; I e M, corresponde às regiões do início e meio dos fragmentos; M e S, 

referem-se à P. misera ou à P. suberosa, respectivamente. As letras diferentes indicam 

diferença significativa (Kruskal-Wallis, n = 50, α = 0,05). 
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Figura 15. Índice de células alteradas (média ± erro padrão) nas seções dos fragmentos 

de P. suberosa retirados do intestino posterior das larvas de H. erato phyllis. Na 

composição das abreviações, na ordem, A, B e C correspondem às seções dos 

fragmentos; I e M, corresponde às regiões do início e meio dos fragmentos; M e S, 

referem-se à P. misera ou à P. suberosa, respectivamente. Letras diferentes indicam 

diferença significativa (ANOVA,  n = 40, α = 0,05). 
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Figura 16. Tempo de digestão (média ± erro padrão) para os fragmentos de Passiflora 

suberosa e Passiflora misera e seus respectivos controles no trato digestivo de larvas 

de H. erato phyllis. Não há diferença significativa entre os tratamentos (ANOVA, n 

=20, α = 0,05). 
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4. Discussão 

 

Em seção transversal, as folhas de P. misera e de P. suberosa, nas três porções 

intestinais e controle, apresentaram epiderme uniestratificada, composta por células de 

perfil papiloso, coincidentes ao descrito para Passiflora actinia (KURTZ, 2003). Segundo 

METCALFE et al. (1983), as células epidérmicas formam um sistema de revestimento que 

confere um caráter de resistência às plantas.  Para ESAU (1998), as células epidérmicas 

podem variar na altura e quase sempre apresentam formato tabular. Inseridos no mesmo 

plano das células epidérmicas, encontram-se estômatos somente na face abaxial do 

limbo foliar de ambas as espécies, confirmando o encontrado em P. actinia (KURTZ, 

2003) e outras espécies de Passiflora apontadas por FREITAS (1985).  

As paredes periclinais externas das células epidérmicas da face adaxial dos 

fragmentos foliares de P. suberosa apresentaram uma parede primária mais espessa do 

que em P. misera, característica que, de acordo com PYYKKÖ (1966), confere maior 

proteção para a lâmina foliar contra transpiração e luminosidade excessivas. Para 

PEETERS (2002), o número de camadas e as paredes espessadas ou lignificadas do 

mesofilo foliar são algumas das características que podem contribuir para a espessura 

foliar e constituem-se numa barreira física. A presença de algumas células do 

parênquima paliçádico, com paredes sinuosas nos fragmentos de P. suberosa 

encontrados na região do intestino médio, pode estar associada à perda de água, 

alterando o turgor das células (TAIZ & ZEIGER, 2006). De modo geral, as passifloráceas, 

assim como descrito para P. actinia (KURTZ, 2003) e para P. capsularis 

(MERUVIA,1993), apresentaram mesofilo dorsiventral constituído por células vacuoladas 

com paredes delgadas, as quais são usualmente  encontradas na anatomia foliar de 

folhas maduras  de dicotiledôneas (CUTTER, 1987). Em meio ao parênquima esponjoso 



 49

dos fragmentos no interior do intestino, de ambas as espécies de passifloráceas, 

observou-se a presença de cristais de oxalato de cálcio, como encontrados em P. actinia 

(KURTZ, 2003; FREITAS, 1985), os quais podem constituir uma barreira cristalífera.  Os 

cristais de oxalato de cálcio comumente encontrados nas células de vários órgãos têm 

como principal função remover o excesso de cálcio do sistema. Outras funções 

geralmente associadas à presença destes cristais são a defesa da planta contra herbivoria 

e ou a manutenção de nutrientes como reserva de cálcio ou oxalato de cálcio (VOLK et 

al., 2002). Estes também se constituem de depósitos de produtos de excreção originados 

dos vacúolos (CUTTER, 1986). No mesofilo de ambas as passifloráceas, visualizaram-se 

feixes vasculares do tipo colaterais, como já observados por KURTZ (2003), em 

Passsiflora actínia, e por MERUVIA et al. (1993), em Passiflora capsularis. 

As pectinas constituem um dos principais polissacarídeos estruturais 

encontrados na parede celular primária e nas camadas intercelulares das plantas 

dicotiledôneas e de algumas monocotiledôneas (JARVIS, 1988; SHKODINA et al., 1998). 

As paredes celulares do mesofilo possuem, como principais carboidratos, celulose, 

hemicelulose e substâncias pécticas. Os compostos pécticos mantêm unidas as células 

adjacentes e contribuem para a resistência à seca (ESAÚ, 1998), para a força, 

flexibilidade e estrutura das paredes celulares e para a regulação da permeabilidade dos 

plasmodesmos (LINERS et al., 1994). Os polissacarídeos pécticos incluem os ácidos 

poligacturônicos que são formados por cadeias de ramnoses (ramnogalacturanos I e II) 

(WILLATS, 2006). O resultado da coloração com Alcian Blue, para a localização de 

pectinas na lamela média e  paredes  primária mostrou que as mesmas, nos fragmentos 

foliares, permaneceram íntegras na sua maioria, comprovado pela ausência de alteração 

das pectinas e a não fragmentação dos tecidos foliares de ambas as passifloráceas. Não 

houve a extração de pectinas, pois se consegue visualizar perfeitamente a epiderme nas 
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faces adaxial e abaxial e os tecidos do sistema fundamental nas três porções intestinais, 

mesmo após passar pelo processo digestivo. Não foi observada fragmentação dos 

tecidos durante a digestão, com inexistência da dissolução da lamela média e isolamento 

de células, nem a dissolução das paredes celulares.  

As enzimas que hidrolisam as pectinas são as pectinases e incluem 

poligalacturonases, pectina esterases e pectina liases (ALKORTA et al., 1998). Segundo 

TERRA et al. (1996), em Lepidoptera as pectinases não têm sido caracterizadas. Logo, 

explica-se a integridade dos tecidos. 

As proteínas são polímeros de moléculas contendo nitrogênio, conhecidos como 

aminoácidos (RAVEN, 2001). Nas plantas, apenas 5% do nitrogênio está na forma de 

aminoácidos livres, cuja concentração varia de acordo com o órgão da planta, com a 

idade das folhas e com os fatores abióticos. Os aminoácidos comumente livres e mais 

concentrados são o ácido glutâmico, glutamato e aspargina.  Os aminoácidos juntamente 

com as proteínas perfazem cerca de 15 a 40% do peso seco das folhas. A maior parte da 

proteína solúvel está associada à função estrutural da parede celular sendo de difícil 

extração (BERNAYS & CHAPMAN, 1994). Coomassie Blue, indicou a presença de 

proteínas totais nos fragmentos foliares analisados nas três porções intestinais para 

ambas as passifloráceas.  Observou-se uma alteração do conteúdo protéico em ambas as 

passifloráceas. Esta alteração constituiu-se da existência de células com vacúolos 

colabados e conseqüente desorganização do seu conteúdo intracelular disposto por todo 

o compartimento celular em porções aglomeradas amorfas.  Algumas células 

apresentaram ausência deste conteúdo intracelular. Segundo TERRA et al. (1985), a 

digestão das proteínas ocorre parcialmente no lúmen intestinal e é finalizada na 

superfície das células da porção posterior do intestino médio. As proteases estão 

presentes nesta última porção do intestino médio (FERREIRA et al., 1990). SHINBO et al. 
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(1996) demonstrou que, em Bombyx mori, a digestão das proteínas começa na porção 

anterior do intestino médio e que a absorção dos aminoácidos ocorre ao longo deste na 

superfície das células colunares (SANTOS & TERRA, 1984). Na digestão das proteínas no 

intestino médio, as peptidases são as enzimas responsáveis pela clivagem das ligações 

peptídicas. Em Lepidoptera, a peptidase tripsina foi isolada no intestino médio atuando 

em um pH entre 9,5 e 10 (TERRA & FERREIRA, 1994).  

As proteínas são nutrientes importantes para o crescimento e fecundidade dos 

insetos (SLANKY & FEENY, 1977; MATTSON, 1980). Segundo o estudo de KERPEL 

(2004), o tempo de desenvolvimento de larvas de H. erato phyllis foi maior quando 

alimentadas  em ramos de P. misera e P. suberosa sem adição de nitrogênio. O 

contrário foi verificado em larvas de Pieris rapae (Lepidoptera: Pieridae) quando 

alimentadas com plantas com maiores níveis de nitrogênio (SLANSKY & FENNY, 1977). 

O amido é um polissacarídeo de reserva estável e insolúvel de carboidratos 

encontrado na maioria das plantas (TAIZ & ZEIGER, 2006) e sintetizado nos cloroplastos 

e amiloplastos (RAVEN, 2001). Os grãos de amido são formados por dois polímeros de 

glicose (amilose e a amilopectina) (FREY-WYSSLING, 1969; MIURA, 1994) A amilose  é 

formada por cadeias lineares de resíduos de glicose com ligações α-(1-4), enquanto que 

a amilopectina é formada por cadeias ramificadas de resíduos de glicose com ligações 

α-(1-4) (MARTIN & SMITH, 1995). Grãos de amido, com dimensões e formas diversas, 

são comumente encontrados em todos os tecidos dos parênquimas clorofilados ou de 

reserva, especialmente em tubérculos, rizomas e sementes (CUTTER, 1986). Os 

resultados dos testes histoquímicos com Lugol (IKI) e reação de PAS mostraram a 

presença de grãos de amido nas células das folhas maduras de P. misera e P. suberosa. 

Nas células dos tecidos foliares de P. misera e P. suberosa, analisadas na região do 

intestino anterior de larvas de H. erato phyllis, verificou-se a presença de grãos de 
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amido, o que é resultado da não absorção de nutrientes nesta porção intestinal, como 

apontado por TERRA (1990), e comprovado por SANTOS et al. (1983) em estudo com 

larvas de Erinnys ello (Lepidoptera: Sphingidae). A ausência de grãos de amido nas 

células dos fragmentos foliares de P. misera e P. suberosa, analisados no intestino 

médio e posterior, indicou a digestibilidade deste carboidrato pelas larvas de H. erato 

phyllis. De acordo com CHAPMAN (1982) & TERRA (1990), o intestino médio é o local 

de maior produção enzimática e de maior absorção de nutrientes. Segundo TERRA et al. 

(1985), a maior parte da digestão dos carboidratos ocorre no lúmen da porção anterior 

do intestino médio destes insetos. Várias enzimas podem ser utilizadas na degradação 

do amido (α-amilase, β-amilase), mas somente  a α-amilase é considerada importante na 

degradação do amido das células vegetais (SUN et al., 1991). Uma das principais 

carboidrases presentes nos insetos é a α-amilase (TERRA et al., 1990). Esta carboidrase é 

secretada por exocitose nas células da região posterior do intestino médio das larvas de 

Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae) (FERREIRA et al., 1990) e é responsável 

por hidrolisar ligações glicosídicas que correspondem às cadeias principais do amido e 

glicogênio (TERRA et al., 1990).  

As células-guarda que compõem os estômatos possuem grãos de amido contido 

nos seus cloroplastos e não apresentam comunicação através dos plasmodesmos as 

células adjacentes e as demais células epidérmicas (RAVEN, 2001). Deste modo, o fluxo 

de substâncias nas células-guarda é realizado somente via membrana plasmática 

(MOHR, 1995); o que explica o resultado positivo para a presença de amido nos tecidos 

foliares dos fragmentos analisados no intestino médio e posterior de P. misera e 

P.suberosa. 

Analisando-se a espessura das seções semifinas dos fragmentos foliares das 

passifloráceas retirados do intestino posterior das larvas de H. erato pyhllis, verificou-se 
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que P. suberosa apresentou um limbo foliar com uma espessura média maior em 

relação a P. misera. Corroborando com os dados de DELL`AGLIO inéditos (2008), neste 

estudo a média do parênquima esponjoso, em P. misera, apresentou uma altura média 

menor do que P. suberosa. As células do parênquima paliçádico apresentaram uma 

altura média menor em P. misera do que P. suberosa. Em geral, a dureza foliar pode 

estar associada a uma grande espessura das folhas e, deste modo, atuando na defesa 

contra a ação dos herbívoros (LUCAS et al., 2000).  De acordo com WEI et al. (2000), a 

espessura da parede das células epidérmicas e a densidade do parênquima esponjoso e 

paliçádico podem agir como uma barreira física na oviposição pelas fêmeas de 

Liriomyza huidobrensis (Diptera: Agromizidae). 

Ao se quantificar o total de células nos fragmentos foliares de P. misera e de P. 

suberosa, retirados do intestino posterior das larvas de H. erato pyhllis, este foi 

significativamente maior em P. misera; fato que poderia estar associado com o proposto 

por KERPEL (2004) no qual P. misera investe num crescimento mais rápido, enquanto P. 

suberosa apresenta um crescimento lento e persistente. 

Os fragmentos foliares retirados do intestino posterior de larvas de H. erato 

phyllis apresentaram um índice significativamente maior de células alteradas na região 

do início em P. suberosa em comparação a P. misera o que, segundo KERPEL (2004), 

pode estar relacionado a uma superfície exposta absoluta (espessura x perímetro) maior 

dos fragmentos foliares de P. suberosa e uma superfície exposta relativa ao volume 

maior dos fragmentos foliares de P. misera. A porção central das seções destes 

fragmentos apresentou-se significativamente mais preservada nas regiões do início e 

meio dos fragmentos de ambas a passifloráceas. As margens nos fragmentos foliares de 

ambas as passifloráceas, em média, se apresentaram homogeneamente danificadas, não 

havendo diferença significativa do ICA entre elas. A área da periferia é a região onde é 
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aplicada a mordida pelas larvas e local de extravasamento dos nutrientes pelo 

rompimento destas células. Para um acesso enzimático e assimilação dos nutrientes das 

células mais internas dos fragmentos, os insetos herbívoros devem atravessar a parede 

celular.  De acordo com CLISSOD et al., (2004), esta é uma barreira que deve ser 

transposta para a assimilação dos nutrientes pelos gafanhotos e deve ser rompida 

durante o processo de mastigação (SLANSKY & RODRIGUEZ, 1987; HOCHULI, 1996). 

Deste modo, esta parece exercer uma defesa fundamental contra os herbívoros (ABE & 

HIGASHI, 1991) devido à incapacidade de alguns insetos para digerir a celulose 

(MARTIN, 1991). Para BARBEHENN (1992, 2005) os nutrientes obtidos do conteúdo 

intracelular pelos insetos herbívoros mastigadores durante a passagem dos fragmentos 

pelo tubo digestivo são extravasados via plasmodesmos. Segundo este autor, os 

nutrientes podem ser extravasados pelos plasmodesmos das células do mesofilo foliar 

mantendo a integridade da parede celular, na sua maioria, com o rompimento somente 

da membrana plamática. Os plasmodesmos são aberturas nas paredes celulares de 

células vizinhas através dos quais diminutos filamentos citoplasmáticos estendem-se, 

permitindo a comunicação entre as células adjacentes, formando o simplasto. O 

transporte via plasmodesmos é realizado para micromoléculas, tais como açúcares, 

aminoácidos e macromoléculas tais como proteínas e ácidos nucléicos por meio de um 

processo ativo dependente de energia (RAVEN, 2001).  

De acordo com MATTSON & SCRIBER (1987), o tempo de permanência do 

alimento no intestino é um dos fatores que influencia na digestibilidade dos tecidos 

vegetais. Neste estudo, o tempo de passagem dos fragmentos foliares de P. misera e de 

P. suberosa pelo tubo digestivo das larvas de H. erato phyllis não diferiu 

significativamente, não havendo uma retenção diferenciada dos fragmentos foliares, o 
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que comprova a inexistência de um mecanismo de compensação na obtenção dos 

nutrientes. 

 

5. Considerações finais 

 

A organização estrutural das folhas de ambas as espécies de passifloráceas não 

apresentou variação quanto à distribuição dos tecidos foliares. A diferença consiste na 

menor quantidade e maior tamanho das células de P. suberosa comparativamente à P. 

misera. O maior tamanho das células de P. suberosa implicou a maior espessura de 

seus fragmentos. A espessura maior dos fragmentos foliares em P. suberosa 

ocasionou o maior índice de células alteradas nas margens dos fragmentos desta 

passiflorácea em relação a P. misera.  A área exposta relativa ao volume maior em P. 

misera e a área exposta absoluta maior em P. suberosa influenciaram o gradiente de 

células alteradas em ambas as passifloráceas, o qual foi comprovado pelo maior ICA 

nas margens dos fragmentos em relação ao centro destes.  

Os principais nutrientes qualificados nos fragmentos foliares de ambas as 

espécies de passifloráceas foram substâncias pécticas, proteínas e polissacarídeos na 

forma de amido. As pectinas encontradas na formação das paredes celulares não foram 

absorvidas durante o processo digestivo. As proteínas evidenciadas foram somente as 

estruturais e enzimáticas presentes no citoplasma e suas organelas, não ocorrendo 

proteínas de reserva. Provavelmente foi assimilada a parte composta por aminoácidos 

livres. A molécula do amido presente em grandes quantidades nas células do mesofilo 

de folhas madura, precisa ser quebrada para ser absorvida durante a digestão; sendo os 

plasmodesmos a provável rota de extravasamento dos nutrientes das células do 

interior dos fragmentos.  



 56

Com base nos resultados similares evidenciados pelos testes histoquímicos e 

tempo médio equivalente para as passifloráceas, inferimos que não há um mecanismo 

de compensação no processo digestivo das larvas de H. erato phyllis. Em estudos 

futuros, podem ser realizadas análises similares às deste trabalho com outras espécies 

de heliconíneos e passifloráceas. Pode ser analisado a variação da ultraestrutura das 

células ao longo da passagem pelo intestino, verificando-se a amplitude da extração  

dos nutrientes por estes insetos, conforme estudo de BARBENHENN (2005). 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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