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RESUMO

Malpighiales apresenta sua monofilia caracterizager dados
moleculares, no entanto, as relacdes filogenétidestro da ordem séo
problematicas, em funcdo do grande numero de fmniljue abrange.
Erythroxylaceae, uma das 39 familias de Malpigbkiad@resenta quatro géneros,
dentre elesErythroxylum P. Browne, o Unico que ocorre no Brasil. O género é
um dos mais comuns dos cerrados brasileiros e eafifeesima caracteristica
peculiar, flores heterostilicas, com dois tipos fmldgicos, brevistiladas e
longistiladas. Esse estudo foi realizado com o tilojede descrever o
desenvolvimento da antera e grdao de pélen das sfldnevistiladas e
longistiladas emErythroxylum campestre, E. cuneifolium e E. suberosum,
espéciemativas, mas que ocorrem em habitats distintosedmdo de Minas
Gerais. Esses dados visam a auxiliar na compreales@spectos ecoldgicos e
reprodutivos, além de fornecer dados para futustisdes filogenéticos dentro
da familia e da ordem Malpighiales. Os resultadaaahstram que o androceu
dos dois morfos florais e das trés espécies € cstmppor dez estames
distribuidos em dois verticilos (antessépalos e@talos), com filetes conatos
na base. O desenvolvimento da parede da anteréigbdiicotileddneo. O botdo
floral das trés espécies apresenta cinco camad@sam epiderme, endotécio,
duas camadas médias e tapete. A epiderme é uadsmertom conteddo
fendlico, o endotécio apresenta espessamento se@oid tipo “baseplate”, os
dois estratos de camada média sdo efémeros e ¢e tépesecretor. A
microsporogénese é simultanea e forma tétradegtkicas. Os grdos de polen
sao bi e tricelulares nas flores longistiladaselbiares nas flores brevistiladas e
em ambos os morfos sdo tricolporados e dispersomé@nades. Os gréos de
pélen sao ortodoxos e apresentam pollenkitt adeadsua superficie, em ambos
os morfos. As flores longistiladas apresentam empéem formado, com amido
e lipideos, ja o polen das flores brevistiladagsgmta grande incidéncia de ma
formacédo, verificada pelo formato irregular, e @es® de amido. Outra
caracteristica quanto aos gréos de pélen, é aéowiarde pélens de tamanho
menor em flores longistiladas. O desenvolvimentoadtera e dos gréos de
pélen das espécies dythroxylum evidenciou caracteres importantes para a
taxonomia e, também, para a ecologia de Erythrogge.

Palavras-chave: Microsporogénese. Microgametogériegames. Heterostilia.
Malpighiales.



ABSTRACT

Malpighiales presents its morphology characterizgdnolecular data.
However, the phylogenetic relations inside the pate problematic due to the
large number of families it encompasses. Erythrmoghe, one of the 39
Malpighiales families presents four genus, amorgmthareErythroxylum P.
Browne, the only one occurring in Brazil. This gengione of the most common
in the Brazilian cerrado and presents a peculiaragtteristic, heterostylous
flower with two morphological types, pin and thrufthe objective of this study
was describing the development of the anther afidrpgrain of pin and thrum
flowers in Erythroxylum campestre, E. cuneifolium and E. suberosum, native
species which occur in distinct habitats in theado in Minas Gerais, Brazil.
These data aim at aiding in understanding ecolbgied reproductive aspects,
as well as provide data for future phylogenetidigts inside the family and the
Malpighiales order. The results demonstrated thatandroecium of the two
morpho-flowers and the three species is compri$édnostamens distributed in
two whorls, with stamens are connate basally atttse. The development of
the anther wall is of the dicotyledonous type. Tlbeal bud of the three species
present five parietal layers: epidermis, endotimelitwo medium layers and the
tapetum. The epidermis is uniserial, with phenaantent, the endothecium
presents secondary thickening of the baseplate thpegwo medium layer strata
are ephemeral and the tapetum is secretory. Theospiorogenesis is
simultaneous and form tetrahedral tetrads. Theepgtains as bi and tri-cellular
in the thrum flowers, and bi-cellular in the pirovlers, and tricolporate and
dispersed in monads. The pollen grains are orthaaluk present pollenkit
adhered to its surface in both morphos. The thriemefrs present well-formed
pollen with starch and lipids, while the pin flowgoresent a large incidence of
mal-formation verified by the irregular form andsebce of starch. Another
characteristic regarding pollen grain is the oaenice of smaller pollen grains in
thrum flowers. The development of the anther andlepograins of the
Erythroxylum revealed important characters for the Erythroxgéactaxonomy
and ecology.

Keywords: Microsporogenesis. Microgametogenesis. Stamenseréiyly.
Malpighiales.
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1 INTRODUCAO

Malpighiales é constituida por 39 familias, 716egés e cerca de 16000
espécies sendo sua monofilia caracterizada porsdaddeculares (STEVENS,
2013). As relacdes filogenéticas dentro da ordemnpsablematicas, mas tém
sido parcialmente esclarecidas por Chase et ab2j2@avis e Chase (2004),
Davis et al. (2005), Soltis et al. (2011), Toku¢R@07, 2008) e Tokuoka e Tobe
(2006). Em decorréncia do grande numero de famijas Malpighiales
abrange, mais estudos, ainda, sdo necessarion) defielucidar a complexa
relacéo entre elas, inclusive Erythroxylaceae.

Erythroxylaceae apresenta cerca de 240 espécigbuiidas em quatro
géneros:Erythroxylum P. Browne, género encontrado nos quatro continente
principalmente, na América tropicaneulophus Benth.,Nectaropetalum Engl.

e Pinacopodium Exell & Mendonca géneros, exclusivamente, africanos e que
contam com poucos representantes (DALY, 2004).

Erythroxylum € um dos géneros mais comuns nos cerrados hmasilei
(SOUZA; LORENZI, 2012) e suas espécies possuenm aé importancia
ecoldgica, aplicacdes farmacoldgicas e na medipojular (LOIOLA et al.,
2007). Dentre as espécies do género, a mais caiahédtrythroxylum coca
Lam., pois € dela que se extrai a cocaina.

O género apresenta espécies arboreas, arbustivasarbustivas, com
folhas e ramos alternos ou opostos. As folhas shdrag, inteiras,
membranaceas, cartdceas ou coridceas e possugrulasstinterpeciolares,
persistentes ou caducas, de tamanho e consistéaciavel (AMARAL
JUNIOR, 1980). As flores sd@o mondclinas, diclaméjepentameras e
heterostilicas, com dez estames de filetes uniddmee, formando um tubo que

circunda o pistilo. O ovario é supero, tricarpefgalpcular, mas geralmente com
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apenas um ovulo diferenciado. O fruto é drupoigeesentando coloracdo que
varia do vermelho a purpura (NAKAMURA, 2003).

Estudos de anatomia de 6rgaos reprodutivos, pahlmgnte de analise
floral e embriologia, séo ferramentas valiosas gpaem auxiliar na delimitacédo
taxondmica e na posicdo sistematica dos grupostaisge@lém de permitir a
compreensao de processos filogenéticos, evolutbriegenéticos e ecolégicos,
conforme ja observado por Carvalho, Nakamura e &4j09), Furness (2011,
2012), Remizowa et al. (2011), Rudall e Batemar0220Rudall e Conran
(2012) e Sajo, Furness e Rudall (2009), entre sutro

Caracteristicas do desenvolvimento da antera egdiass de pélen de
Erythroxylum sdo descritos por Narayana (1960, 1964) e Ra®j186antera
apresenta epiderme, endotécio fibroso, duas acafmdas médias e tapete
secretor. O desenvolvimento da antera é do tipatiidéneo, enk. havanense
Jacg. (VAZQUEZ-SANTANA; DOMINGUEZ; MARQUEZ-GUZMAN1996).

A microsporogénese é simultanea e a tétrade déspiaros formada é do tipo
tetraédrico, sendo os graos de pdlen dispersostadie tricelular (RAO, 1968;
NARAYANA, 1964). Essas caracteristicas da microsgénse e
microgametogénese, embora pouco exploradas, podersosstantes para a
familia, e podem ser consideradas importantes padelimitacdo do taxon
dentro de Malpighiales.

Uma caracteristica interessante do gérerghroxylum é que seus
representantes apresentam flores heterostilicasmJ&979a, Ganders verifica
heterostilia emErythroxylum coca e relata diferencas entre os morfos,
principalmente no que diz respeito a quantidade® eéamanho dos grdos de
polen produzidasEstudos conk. havanense enfocam a esterilidade masculina
em plantas brevistiladas, demonstrando que a espéde estar evoluindo para
a dioicia (AVILA-SAKAR; DOMINGUEZ, 2000; CUEVAS etal., 2005;
DOMINGUEZ et al., 1997; ROSAS; DOMINGUEZ, 2009; RA&S PEREZ-
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ALQUICIRA; DOMINGUEZ, 2005). Barros (1998) ao estudos sistemas
reprodutivos e a polinizagdo enkrythroxylum campestre A. St.-Hil,
Erythroxylum suberosum A. St.-Hil e Erythroxylum tortuosum Mart., conclui
gue o dimorfismo floral promove o fluxo de pélengcriementa a polinizacéo,
além de atuar como uma barreira para a autofertdia.

Diante do exposto, objetivou-se neste trabalho rdesc o
desenvolvimento da antera e do gréo de pélerElytnroxylum campestre A.
St.-Hil, Erythroxylum cuneifolium (Mart) O. E. Schulz eErythroxylum
suberosum A. St.-Hil, verificando a ocorréncia de semelhanegasliferencas
entre os morfotipos florais e entre as espécisando auxiliar na compreensao
de aspectos ecoldgicos e reprodutivos, além deederndados para futuros

estudos filogenéticos dentro da familia e da ori&ipighiales.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Filogenia da ordem Malpighiales, com énfase em Eilyroxylaceae

A ordem Malpighiales é um clado fortemente sustimtaomo
monofilético (DAVIS et al., 2005; WURDACK; DAVIS, @9), com amplos
estudos filogenéticos moleculares (CHASE et al931%AVOLAINEN et al.,
2000a, 2000b; SOLTIS et al., 2000; WURDACK; DAVIE)09), e no entanto,
suas relagbes interfamiliares e infrafamiliares e8tdo bem compreendidas,
tornando-se um dos clados menos resolvido das spagimas (FURNESS,
2011; WURDACK; DAVIS, 2009).

Malpighiales é composta por 39 familias, as quaiteriormente, eram
distribuidas por Cronquist (1981) em 13 diferemetens. Segundo Wurdack e
Davis (2009), a ordem, em sua atual circunscrifgiddentificada pela primeira
vez por analises morfologicas e moleculares reddizgor Chase et al. (1993).
O nome “Malpighiales” foi apropriado de Hutchins@d®26, 1959) e aplicado
no primeiro estudo do grupo de filogenia das Anmggosias (ANGIOSPERM
PHYLOGENY GROUP - APG, 1998).

Ha estudos de morfologia que visam a elucidar adlpmas de
relacionamento entre as familias que compdem Maikdigs. Tokuoka e Tobe
(1999), estudando representantes de Euphorbiaogaeem, a partir da analise
de dados embriolégicos, que a tribo Drypeteae deveclevada ao taxon de
familia: Putranjivaceae, a qual estaria proximalogéneticamente, de
Erythroxylaceae e Rhizophoraceae. Tobe e Raven 1jR0éstudando a
embriologia de Irvigiaceae, relatam que as compasagealizadas dentro da
ordem demonstram que esta familia ndo apresemades com as demais

familias do grupo. Os autores relatam, ainda, gb&o 4das familias de
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Malpighiales sdo pouco conhecidas e, portanto, béessidade de uma
investigacdo mais profunda para comparacéo datidardéentro da ordem.

Com relacdo aos grupos mais estreitamente relatignacom
Erythroxylaceae, estudos filogenéticos demonstram &hizophoraceae é
grupo-irmao de Erythroxylaceae, sendo as duasaaceitmo familias distintas
ou reunidas em apenas uma: Rhizophoraceae (APG3).2@m 2009,
considerando as diferencas morfolégicas das fanitiagrupo de estudos de
filogenia das angiospermas (APG, 2009) reconhedsaaras familias e, neste
contexto, corrobora este estudo e, também, o deaSeulorenzi (2012),
reconhecendo o clado Erythroxylaceae. Matthewsdedss (2011) e Wurdack e
Davis (2009), ainda, incluem Ctenolophonaceae cognopo irmdo de
Erythroxylaceae e Rhizophoraceae. Soltis et al0gR0essaltam que somente
alguns representantes de Rhizophoraceae vivem emuezais e que 0 género
africanoAneulophus (Erythroxylaceae) é morfologicamente semelhargkyans
representantes da primeira familia, sendo congldegénero intermediario entre
as duas familias (APG, 2009).

A estreita relacdo entre Erythroxylaceae e Rhizogdeae foi sugerida
por compartilharem um tipo muito especifico de fitke® que contém cristais de
proteinas, presentes nos elementos de tubo cridadtmema (SETOGUCHI;
KOSUGE; TOBE, 1999). Tokuoka e Tobe (1999) relatacompartiihamento
de caracteristicas embriolégicas, incluindo exo&mgnfibroso em sementes
maduras, formacao de endotélio e tegumento inteitplicativo e espesso.

Thiebaut e Hoffmann (2005) comparam a morfologiacdiéteres de
Erythroxylaceae e Rhizophoraceae e relatam queeemos diferem na posicao,
arranjo e tamanho, concluindo que ndo ha correldgdacoléteres encontrados
entre os representantes das duas familias. Mattedsrsdress (2011) afirmam
gue a estrutura floral das duas familias sustestdaolos moleculares que as

correlacionam. Entre as estruturas florais, descpelos autores, podemos citar:
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tubo floral; sépalas valvares; estames anexos em \doticilos diferentes;
estames antepétalos mais longos que o0s estamesépati®s; protuberancia no
ovéario no lado dorsal; évulos crassinucelados; #idp camada distinta de
idioblastos no mesofilo das sépalas. Em estudosriards ao advento da
biologia molecular, indmeros autores relacionavamreptesco entre
Erythroxylaceae e Linaceae (NARAYANA, 1960, 1964ARAYANA; RAO,
1978; RAO, 1965, 1968), embora hoje ja se saibaegaes sao clados distintos
e distantes.

Diante das controvérsias aqui apresentadas sobrerelgdes
filogenéticas dentro de Malpighiales, pesquisasi@uiis ainda sdo necessérias
para elucidar as relacdes entre seus representdAes, 2003, 2009;
FURNESS, 2011; LOIOLA et al., 2007; SOUZA; LOREN2D12). Em estudo
recente de caracterizacdo estrutural das florédatigighiales, Endress, Davis e
Mattews (2013) afirmam que ha, relativamente, psutmbalhos sobre
desenvolvimento floral na ordem e, portanto, amptasnparacdes de
desenvolvimento do androceu, ainda, ndo sao passivatificando a
importancia desses estudos.

2.2 Heterostilia

Heterostilia € um tipo de polimorfismo floral, géinamente controlado,
em que as flores hermafroditas apresentam difer@at@primentos de estiletes
e filetes, podendo ser distilicas, com flores tatdaidas ou thrum (estiletes
curtos e estames com filetes longos) e longistlama pin (estiletes longos e
estames com filetes curtos), ou tristilicas, qu#ér, além desses dois morfos,
flores medistiladas (estilete curto, filetes longamédios; estilete médio, filetes
longos e curtos; estilete longo, filetes médios w@tos) (SCHIFINO-
WITTMANN; DALL"AGNOL, 2002).
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As plantas com flores heterostilicas apresentam gsistema de
autoincompatibilidade dialélica esporofitica que péade a fecundacéo
intramorfos (GANDERS, 1979a).

Segundo Vuilleumier (1967), o termo heterostilid fisoposto por
Hildebrand em 1867. Neste estudo, Hildebrand descee mecanismo de
reproducéo de plantas da mesma espécie que colméa €¢om duas ou trés
diferentes razbes entre comprimento de estiletgtignga. Ele, também, indica
que plantas com flores de mesma morfologia ndecc@pativeis e afirma que a
diferenca no comprimento das partes florais é urmmamiemo de poliniza¢do
cruzada mediada por insetos.

Ainda no mesmo estudo, Vuilleumier relata que Darnem 1877, na
publicacdo The Different Forms of Flowers on Plants of the Same Species’
adota a terminologia de Hildebrand, ratificando quemo heterostilia deve ser
limitado para casos em que um morfo floral é fé&inente quando fertilizada
pelo gréo de pélen produzido pelo outro morfo. Adisimfoi Darwin, em 1877,
gue introduz termos como cruzamento legitimo eaganorfos, cruzamento
ilegitimo, flores pin e thrum. Darwin, ja nesteugkt, nota dimorfismos entre os
morfos florais, além do comprimento estigma/estjlédis como: tamanho e
forma do pélen e superficie estigmatica.

Estudos posteriores evidenciam o dimorfismo floaédm do tamanho
do polen, como na quantidade de grédos de pélerupidmb por cada morfo, na
escultura da exina, na presenca de amido no pdéenploracdo do pélen, nas
papilas do estigma e na morfologia e tamanho daac(EANDERS, 1979a).

A heterostilia é conhecida para 24 familias de Asgérmas, sendo
comumente encontrada em representantes de Rubi@iigB® et al., 2009).
Nesta familia, sdo observados estudos de bioldgial,f como os de Castro e
Oliveira (2002) e Teixeira e Machado (2004). O niorge estudos anatdmicos

gue focam na comparacao dos morfos florais é orfeguando comparado aos
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estudos de biologia floral. Dentre 0s poucos estad@mtdmicos com espécies
distilicas ou tristilicas e que comparam o desefiv@nto floral entre morfos,
podemos destacar Dominguez et al. (1997), com ixgtaceae, Strange,
Rudall e Prychid (2004), com Pontederiaceae e Satzal. (2008), com
Rubiaceae. Neste (ltimo, a comparacédo é focadwipaimente, na morfologia
dos graos de poélen.

Estudos especificos camythroxylum e que comparam a biologia floral
ou morfoanatomia floral no género sdo escassogedriecio com os estudos de
Ganders (1979b). Neste estudo, o autor analisatexolsélia emE. coca e
observa que as flores longistiladas produzem maissgde polen que as flores
brevistiladas, embora o pdlen da brevistilada sgjir que o da longistilada. O
autor relaciona, também, o mecanismo como uma fodmaprotecdo a
autofecundacao.

Barros (1998), em seu estudo de biologia floral cespécies de
Erythroxylum, cita a presenca de flores distilicas pdfa campestre, E.
suberosum e E. tortuosum. A autora compara o didametro do grdo de pélen das
flores longistiladas e brevistiladas e conclui gueampestre e E. suberosum
apresentam diferencas significativas que podemr esfacionadas com o
namero de gréos de pdlen produzidos (flores loitagiists com gréos de pélen
menores e em maior nimero que as brevistiladadin Aisso, a autora ratifica a
importancia do dimorfismo floral das espécie€dghroxylum, o qual funciona
como um meio de promover o fluxo de pélen entredois tipos de flores
incrementando a alogamia.

Ha, também, trabalhos que analisam a evolucdo dastap,
relacionando as espécies distilicaskrgthroxylum a tendéncia de esterilidade
masculina. A evolugcdo para dioicia, com o0 surgimede espécies com
individuos de sexos separados, pode partir de gsarttermafroditas
heterostilicas, quebrando o sistema de incompdtibié (BARRET, 2002;
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GIBBS, 1990). O trabalho de Dominguez et al. (199}lencia a tendéncia a
esterilidade masculina em plantas brevistiladasEdghroxylum havanense,
demonstrando diferengas marcantes no desenvolonmniandroceu entre 0s
morfos. Os autores relatam que a espécie apregantsistema parcialmente
ginodioico, indicando condi¢des para a evolucéa patioicia.

Conforme Cuevas et al. (2005), os morfosEdbavanense apresentam
diferencas na fertilidade do polen e mais altardistde masculina associada as
flores brevistiladas, sugerindo, assim, que a ésp@sta sujeita a um processo
de especializagdo do género. Avila-Sakar e Doming2@00) demonstram que
os individuos deE. havanense com flores brevistiladas produzem um maior
namero de sementes e o desempenho vegetativo Boswgies individuos que
desenvolvem as flores longistiladas, compensarafima sua perda da funcao
masculina.

Os resultados encontrados por Rosas, Perez-AlgueiDominguez
(2005), em estudos com a esterilidade masculinasen@onia reprodutiva,
também, indicam que a perda parcial da funcdo rfinacem individuos
brevistilados deE. havanense é compensado por um aumento da funcéo
feminina. Embora esses dados sejam bastante sighifis para uma espécie do
género, para outré. suberosum, Del-Carlo e Buzato (2006) concluem, ao
avaliar o nivel de esterilidade masculina, questlidi € estavel na espécie.

Ja emErythroxylum undulatum Plowman Berry, Tobe e Gomez (1991)
verificam apenas flores longistiladas, caractedpana espécie como
monomorfica. Os autores afirmam que a espécie iwadler de um ancestral
distilico e apresenta formacdo de embrido apomithk® sementes, cujos
embrifes sao resultado dessa reproducdo assesegdado os mesmo autores,
sdo responsaveis pela producdo de cerca de 15%eic@ntes totais produzidas

pela espécie.
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2.3 Desenvolvimento da antera e do gréo de pélen

A antera, estrutura responsavel pela producdo dwm gte polen
(gametdfito masculino), apresenta morfologia extnex@nte variavel nos grupos
vegetais e possui grande importancia para estud®s ewblucdo das
Angiospermas (JUDD et al.,, 2009; SIMPSON, 2006§&nmalde auxiliar na
classificacdo de familias e géneros (ARCY, 19963nfera pode conter dois ou
mais loculos, geralmente quatro (ENDREWSS, 1998).cBda microsporangio,
verifica-se a diferenciacdo de quatro camadastpimj€ue protegem e nutrem o
tecido meristematico o qual originard os micrésporepiderme, endotécio,
camada média e tapete.

A epiderme é um tecido continuo ao longo da antégdyada de um
conjunto de células que se dividem com a expansadrgdo. Podem estar
presentes nesta camada estdbmatos e tricomas (AFER8). Na maturidade da
antera, a epiderme é tipicamente fina, podendorecaolapso, compressao,
distensdo ou ruptura de suas células (MARIATH; S&$T BITTENCOURT
JUNIOR, 2012).

A camada subepidérmica da antera € o endotécialngamte possui
espessamentos de celulose ou lignina que sdo thfussi durante o
amadurecimento do 6rgdo (MANNING, 1996). E carazselo como estrato
mecanico, participando da abertura da antera es&gmw dos graos de podlen
(ESAU, 1977; KEIJZER, 1987). Alguns estudos relatgoe o padréo de
deposicdo da parede secundaria, presente nestda;gmode ser um importante
carater taxonémico (DETTKE; SANTOS, 2011; FRENCHKH83; MANNING,
1996; MANNING; LINDER, 1990; TEBBIT, 1999).

A camada média, presente entre o endotécio e tgmate ser formada
ou ndo durante o desenvolvimento da antera. Sudduinda, € desconhecida,

seu numero de estratos é variavel e, geralmerdecazfadas efémeras, sendo
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obliteradas ao final do desenvolvimento (MARIATH; ANTOS;
BITTENCOURT JUNIOR, 2012).

O tapete é um tecido em contato com o tecido egpaico e é
responsavel pela nutricdo dos micrésporos e difipedos gridos de polen,
podem ser: secretor e plasmodial e um tipo inteidmied invasivo (FURNESS,
2008; FURNESS; RUDALL, 1998).

O desenvolvimento do grédo de pdélen ocorre em cadeosporangio.
Para que os graos de pélen sejam diferenciadosies@ssarios dois processos:
microsporogénese (formag¢do dos micrésporos, pooseaios microsporécitos
ou célula mée dos micrésporos) e microgametogéfieseacado dos gametas
masculinos). Durante a meiose, podem ocorrer dpiss tde citocinese: o
sucessivo, onde ao final da meiose | forma-se uanede celular entre os dois
nucleos (diades) e o simultédneo, o qual ndo seafpanede até a formacgéo dos
guatro nuacleos haploides, nesta fase, os micréspem tétrades estdo
envolvidos por uma parede de calose, logo apdsteadiberacdo das tétrades
e conclusédo do processo de formacao dos micrésporos

Os micrésporos passam pelo processo de microgaémetsg Este
processo tem inicio com o aumento de volume dodsparo, aparecimento de
pequenos vacuolos que mais tarde se fundem e amgum U(nico e grande
vaclolo. A célula do micrésporo entra em mitose rigima duas células
desiguais: a vegetativa e a generativa, esta Ultitaia na periferia. A célula
vegetativa ocupa a maior parte do microgametéfiteein e comprime a
generativa contra a esporoderme. A célula genaratifre um estrangulamento,
assumindo, gradativamente, uma forma alongadacdofahe. Posteriormente,
ocorre a segunda divisdo mitética do processo, fraraacdo dos gametas
masculinos, na célula generativa. Em 70% das angfioss o gréo de pdlen é
liberado na forma bicelular constituido pelas @dulegetativa e generativa. No

restante, o microgametéfito é disperso na fornualtriar, apresentando a célula
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vegetativa e duas espermaticas, os microgametasR(MA]; SANTOS;
BITTENCOURT JUNIOR, 2012).

Estudos sobre o desenvolvimento do grdo de potenantera tém sido
realizados com o intuito de fornecer embasamentopéteses das recentes
relacdes filogenéticas de Malpighiales. FurnesslZp0em suas andlises de
polen e tapete, realizadas em cinco familias depigftaibles, indica que
caracteristicas como o pélen disperso em mdnadernaa subesferoidal, a
abertura tricolporada, a superficie perfurada diculada e a exina com
columela tectante ou semitectante, além da microgpoese simultanea, tapete
secretor e pélen bicelular, sdo provavelmente tenex plesiomorficos para o
clado “Clusioid”, um dos clados apresentados pordafitk e Davis (2009) para
a ordem.

Furness (2011) compara a estrutura e desenvolhengenpolen e tapete
em Malpighiales, enfatizando que no clado “Parietalbservam-se
sinapomorfias como o pélen com endoaberturas afl@sgad autora relata que
Passifloraceae apresenta o pélen de maior tamasitocoddo clado “Parietal”,
maior variedade das endoaberturas e tapete plasimaldim de polen colporado
com mais de trés aberturas e bicamada de intirsesEdois Ultimos caracteres
sdo encontrados, também, em Violaceae, sustentendaelacdo de parentesco
entre as duas familias. Exceto no clado “Parietal”pélen é altamente
diversificado dentro da ordem, podendo ser consengméle sua diversidade
ecoldgica, como também da rapida radiacdo de Mahles durante o médio
Cretaceo.

Ainda com relacdo ao desenvolvimento da antera eipilyhiales, a
presenca de caracteres como cristais estiloidéapebe, idioblastos com drusas
no endotécio e microsporogénese simultdnea e $umeasxiliam na distingdo

de Croton e Aserae de outros géneros de Euphorbiaceae, além de,
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possivelmente, representar autapomorfias parda @rotoneae (DE-PAULA,
SAJO, 2011).

Para outras ordens, os estudos que incluem ae@daliantera e gréo de
pélen, também, trazem suas contribuicdes. Na farMiiyacaceae, Carvalho,
Nakamura e Sajo (2009) relatam pela primeira vepresenca de anteras
tetrasporangiadas erWayaca fluviatilis, colocando um fim nas discussbes
acerca da presenca de antera bisporangiada nesegé qum dos quatro
representantes da familia. Esta citacdo ratificquesenca de Mayacaceae na
ordem Poales.

Em Poaceae, Sajo, Furness e Rudall (2009) relagdemppimeira vez a
microsporogénese simultanea para a familia, norgé&eeptochaeta o qual
pertence a subfamilia Anomochlooideae, considdpadal para a familia. Esse
relato sugere que esta caracteristica é uma autefi@mpara o género, uma vez
gue em todas as demais Poaceae a microsporogésasessiva. Este caréter,
embora inusitado, ndo interfere na morfologia demoémuito semelhante ao
das demais Poaceae.

Outra caracteristica conflitante encontrada nacesgedr Sajo, Furness
e Rudall (2009) é quanto ao tipo de desenvolvimeat@ntera, reduzido. As
autoras consideram duas hipéteses para a presestza ahracteristica: ou se
trata de uma homoplasia, uma vez que este caréddservado enPharus
(subfamilia Pharoideae, também considerada basalapiamilia) ou se trata de
uma reversdo. Sajo, Furness e Rudall (2009) reJawinda, que ndo ha
espessamento do endotécio 8meptochaeta e que este tecido se degenera nos
estadios iniciais de desenvolvimento da anteraasEsaracteristicas impares,
observadas no desenvolvimento da parede da antexardécrosporogénese de
Sreptochaeta, podem evidenciar informacgdes sobre a evolugdaulpoge estar

relacionadas, por exemplo, com o tipo de polinigacdue, para grupos
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ancestrais de gramineas anemdfilas, é concretgadinsetos, muito embora
mais estudos, ainda, sejam necessarios a estéoespe

Quanto a caracteristicas do grdo de pdlen, cqmoad reserva,
guantidade de agua e presenca de pollenkitt, &tesonsiderados importantes
para o conhecimento da ecologia das espécies.iPacdiarnieri e Nepi (2006),
em uma revisdo sobre desenvolvimento, apreseneghspersdo do grao de
pélen, relatam que ha acumulo de amido na suadasdesenvolvimento e
maturacdo. Esse composto é total ou parcialmenteedido em outros
carboidratos, antes da abertura da antera, os po@ésn modificar a presséo de
turgor interna do microgametéfito, permitindo adepécom estas caracteristicas
uma maior resisténcia em ambientes hostis.

Em relacdo ao teor de agua no grédo de pédlen, Hrahai. (2011) o
correlaciona com estratégias ecoldgicas e fisio&dge demonstram que o pdlen
responde de maneira diferente em relacéo a umietateva do ambiente, sendo
afetada sua viabilidade de dispersdo e manuteligss®s autores classificam
como ortodoxo o pélen que apresenta tolerancigssedacao, caracterizado por
resistir no ambiente por um periodo maior, aguatdacondicdes mais
favoraveis para germinacgéo, e recalcitrantes, essgo eliminados com teores
de umidade relativamente altos, apresentando ragatainacdo, pois o
processo de reidratacdo pode ser desnecessério.

Ja a presenca de pollenkitt esta relacionada aal@plispersdo do grdo
de pdlen, sendo encontrado, principalmente, nagc&sp com polinizacao
zoofilica (PACINI; HESSE, 2005). Segundo essesragtoo pollenkitt pode
exercer sua atividade, durante a apresentacaoldn, @huar na selecdo de um
polinizador especifico, desempenhar sua funcaasperdao ou quando o pélen
disperso entrar em contato com o estigma.

O pollenkitt € uma mistura de material hidrofébicopmposto,

principalmente, por lipidios saturados e insatusadarotenoides, flavonoides,
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proteinas e carboidratos. A ele sdo atribuidag@tiincdes distintas. Entre as
diferentes funcdes do pollenkitt, podemos citacilitar a dispersao, proteger o
pélen contra perda de agua e raios UV, manter anao graos, durante o
transporte, atrair animais, tornar o pélen visigal oculta-lo aos olhos dos
animais, evitar a predacdo por meio do cheiro, feraderéncia ao corpo do

inseto e recompensa aos polinizadores (PACINI; HEZ805).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Espécies estudadas e locais de coleta

Erythroxylum campestre A. St.-Hil. € um subarbusto, arbusto ou
arvoreta, com folhas, as vezes caducas, cartacemtaaeas, em geral elipticas
com estipulas maiores que os peciolos. Apresestéctdos com 6-12 flores, em
geral na axila foliar, flores brevistiladas e Ia®tiiadas, com 7-9 mm de
comprimento, exibindo pedicelo crasso, calice verdm lobos triangulares,
pétala que varia do branco ao creme, oblongo-edipd ovario obovoide.
Floresce e frutifica 0 ano inteiro. Distribuicaockisivamente na América do
Sul, ocorrendo na Guiana, Bolivia, Paraguai e BrhAls Brasil foi registrado
nos estados da Bahia, Cearda, Maranhdo, Rio Gran8iode, Distrito Federal,
Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas GgefRio de Janeiro, Sao
Paulo, Rio Grande do Sul e Parand, sendo encontraddominio cerrado,
cerraddo, campo rupestre e transicao cerrado/camm (LOIOLA, 2001).

Erythroxylum cuneifolium (Mart.) O. E. Schulzé um arbusto ou
subarbusto de até 6 m de altura com caule finoesapta folhas curto-
pecioladas, elipticas ou subovadas, membranacdadamas quando jovens e
cartaceas ou subcoreaceas quando adultas, tamanhwel; dependendo do
habitat e estipulas enérveas. Flores com pedigelss@, de 1,5-4,0 mm de
comprimento, sépalas semiovadas e acuminadasapétahdas ou subovadas,
brevistiladas e longistiladas. Floresce de agosfevareiro, frutificando de
setembro a marco. Apresenta ampla distribuicdalotemia ocorréncia relatada
no Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, 8do,MRio de Janeiro, Minas
Gerais, Mato Grosso, Goias, Paraguai, Argentinaolvid. Habita floresta
estacional semidecidual, cerrado, capdes, capaeinaatas ciliares (AMARAL
JUNIOR, 1980).
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Erythroxylum suberosum A. St.-Hil € uma arvoreta de até 3 m de altura
(OLIVEIRA-FILHO, 2006), com folhas pecioladas obfimobovadas, de base
aguda e apice arredondado, as vezes emarginadase discolor. Flores
pediceladas na axila foliar, geralmente em fassf;utom sépalas conatas na
base e pétalas brancas, oblongas (FLORA BRASILIBN3013). Floresce de
agosto a dezembro. Encontrado no cerrado, com éxnar nos estados do
Parana, Sao Paulo, Rio de Janeiro, Espirito Sifitgs Gerais, Mato Grosso
do Sul, Mato Grosso, Goias, Distrito Federal, Balilagoas, Pernambuco,
Ceara, Maranhao, Amapa, Amazonas, Acre e, tambénRamaguai, Bolivia e
Venezuela (MENDONCA; CERVI; GUIMARAES, 1998).

Foram coletados bot6es florais em diversas fasefegenvolvimento,
flores em antese e flores pés-antese de ambos d®smde Erythroxylum
campestre e Erythroxylum suberosum, ocorrentes em areas proximas do Parque
Florestal Quedas do Rio Bonito, municipio de Lavmagido sul de Minas
Gerais e somente longistiladas Heythroxylum cuneifolium, ocorrentes no
Parque Natural Municipal Victério Siquierolli, noumicipio de Uberlandia,
Minas Gerais. Materiais testemunhos foram depasitatb Herbario ESAL
(Herbario do Departamento de Biologia da Univerdid&ederal de Lavras)
apresentando os seguintes registros 27328, 2732326, respectivamente.

3.2 Exame anatdmico: desenvolvimento da antera, microspogénse e

microgametogénese

Para avaliacdo do desenvolvimento da antera era{@o de esporos e
gametas masculinos, botdes florais em varios estatlores em antese e pos-
antese foram fixados em solucdo de Karnovsky pdr, bsteriormente lavados
em tampao fosfato (KARNOVSKY, 1965), desidratadpsdativamente, em

solucéo de etanol e conservados em etanol 70%.
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Para confeccdo do laminario permanente, as amosioasm
desidratadas em série etilica, infiltradas e idasiem hidroxietil-metacrilato
Leica®, seccionadas em microtomo de deslize owdrida coradas com azul de
toluidina (O'BRIEN; FEDER; MCCULLY, 1964) e montadam Permount®.
Todo o laminario foi analisado em microscépio dptisendo os resultados
descritos e comparados com os disponiveis natliteréevantada. Os resultados
foram registrados com auxilio de microscépio trilacacoplado ao capturador

de imagens.

3.3 Macerac¢do da parede da antera

Para visualizagdo do espessamento da camada n@cénidotécio,
realizou-se maceracdo da antera segundo FrankBd5(lapud KRAUS;
ARDUIN, 1997). Anteras fixadas em Karnovsky (1965)conservadas em
etanol 70% foram colocadas em solucdo de peroxadidrogénio e acido
acético, permanecendo na estufa por 48 h. Postenue, foram armazenadas
no refrigerador por uma semana. As anteras foraadés em agua destilada,
pressionadas com auxilio de bastdo, coradas emdazidluidina (O'BRIEN;
FEDER; MCCULLY, 1964) e montadas entre lamina eitaia, em gelatina

glicerinada.

3.4 Grao de polen: forma e presenca de “pollenkitt”

Para caracterizar a forma do pélen, no momentaideapresentacao e
detectar a presenca de “pollenkitt”, grdos de pédeam removidos de anteras
deiscentes e submetidos, imediatamente apés caltstes em 6leo de imerséo,
agua, Lugol e Sudan Il (PACINI; HESSE, 2005) e tadons entre lamina e
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laminula para observacdo em microscépio de luzyisdg a metodologia

descrita por Pacini, Guarnieri e Nepi (2006).

3.5 Terminologia para gréo de pdlen

A terminologia adotada para descrever a classéizap gréo de pélen,
quanto ao seu status hidrico, seguiu Pacini, Gararei Nepi (2006), que
denomina ortodoxo o grao de poélen com um conteiiich inferior a 30% e,

recalcitrante, o grdo de pélen com um conteldaduiduperior a 30%.
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4 RESULTADOS

4.1 Morfologia das flores

As espécieErythroxylum campestre, E. cuneifolium e E. suberosum
(Figura 1) apresentam flores longistiladas e btidadtas (Figura 2 A, B), as
qguais sdo pentameras, ciclicas, completas e possolracdo variando de
branca a levemente amarelada (Figura 1). Em setrg@sversal, exibem
formato pentagonal (Figura 3 A, B, C).

As cinco sépalas e pétalas séo livres entre sire es verticilos (Figura
3 A, B, C). O androceu é composto por dez estamsmries antessépalos e
antepétalos) (Figura 3 A, B, C), cujos filetes s@natos somente pela base. As
flores brevistiladas exibem todos os estames nanmatura, ja as longistiladas,
apresentam os estames em dois niveis, sendo esé&pats mais curtos que os
antepétalos (Figura 2 A, B). O gineceu é tricarmpelajos carpelos sdo conatos
apenas pela regido do ovario (Figura 3 A, B). Agméss um loculo fértil e dois
inférteis. O Unico carpelo fértil diferencia apenas tnico 6vulo.

4.2 Parede da antera

No desenvolvimento da antera das trés espéciegryhroxylum
estudadas, a protoderme recobre o tecido meristamd diferenciacdo das
camadas parietais da antera ndo difere entre @&siespem entre os morfos
florais.

O desenvolvimento da parede da antera é do timtildidoneo. Abaixo
da protoderme, a camada parietal primaria, dig&leericlinalmente originando
as camadas parietais secundarias externa e infenaamada parietal secundaria

externa divide-se, originando o endotécio, camagda &abaixo da protoderme, e
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a camada média. Esta se divide novamente formaoidoedtratos de camadas
médias. O extrato secundario interno diferenciatainente em tapete. O tecido
meristematico, subjacente a camada parietal segand#erna, origina o
arqueosporio (Figura 4 A, B, C).

O botao floral das trés espécies Egthroxylum estudadas apresenta
estame jovem com as anteras bitecas, tetraspodasgiigura 4 C), com cinco
camadas parietais ja diferenciadas: epiderme, écidptduas camadas médias e
tapete (Figura 4B).

No inicio do desenvolvimento, a epiderme, o endotégs camadas
médias e o tapete pouco se diferenciam entre gur@i4 A). Numa fase um
pouco mais avancada, mas ainda em botdo jovem,rvakse epiderme
unisseriada e composta por células de formato lesttonvexo a papiloso, de
tamanhos variados e com contetido fendlico (Figui, €). O endotécio é
composto por células vacuoladas, alongadas tarajemsite e com nucleo
evidente (Figura 4 B, C, D). Internamente ao erwloté&iferenciam-se dois
estratos de camadas médias (Figura 4 B, C) cujalasépresentam paredes
finas e formato alongado tangencialmente. O tapetepresentado por uma
camada de células de paredes delgadas, com fovarddwel, citoplasma denso
ou por vezes hialino, com vacuolo diferenciado e miicleo conspicuo e
centralmente disposto na célula (Figura 4 B, Ck &kpécies estudadas, o tapete
€ secretor.

Conforme o botdo se diferencia e a flor atinge s& fde pré-antese e
antese, a epiderme mantém suas caracteristicage ogodiferenciacdo do
endotécio, cujas células exibem formato variandocdkeoide a levemente
alongado radialmente e espessamento secundario.céiidas, também,
desenvolvem um vacuolo central, que lhe confergpecto hialino (Figura 4 E).
Nestas células, apenas um nlcleo pode ser obserfiéidora 4 E). O

espessamento do endotécio € do tipo “baseplatesapta uma placa na parede
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periclinal interna, com projecdes que se comunicam a parede periclinal
externa, a qual se mantém primaria (Figura 4 5,H).

As camadas médias sdo obliteradas ao final do delsénento da
antera (Figura 4 E, F). O tapete, durante a fasal file tétrades, torna-se
binucleado (Figura 5 D). Posteriormente, diminugseu volume tornando-se
alongado tangencialmente, a cuboide e permanece citoplasma denso e
binuclear, embora os nucleos reduzam o tamanhourgrig D, 5 E, F).
Posteriormente, quando o gréo de podlen ja esthnenée diferenciado, ndo é
mais observado (Figura 4 F, 5 G).

Na antera madura, a epiderme é persistente (FguaF, 5 F, G).
Nesta fase, ocorre a ruptura dos tecidos entreoiss Iéculos, que se unem
(Figura 4 F). Na regido do estdmio, regido de lidagie da epiderme da antera
(Figura 4 F), ocorre o rompimento das células epid@s, promovida pelo
endotécio, provocando sua abertura em fenda Iafigdl e consequente

liberacdo dos graos de polen.

4.3 Microsporogénese e Microgametogénese

Em seccdo longitudinal da antera jovem, as célalagiesporiais
apresentam citoplasma denso e nucleo conspicuard-y B, 5 A). Estas se
dividem uma vez, por mitose, dando origem aos repmoicitos ou célula-mae
do microsporo. A célula-mae do micrésporo passanpeiose, formando uma
diade de micrésporos (Figura 5 B) e logo apods, tétnade de micrésporos, sem
formacdo de parede apds cada divisdo, caracteazandhicrosporogénese
simulténea (Figura 5 C). A tétrade de micréspooosifida é do tipo tetraédrico
(Figura 5 C) e, ao final desta fase, ocorre a itise, com deposicdo de calose,

separando os microsporos (Figura 5 D, E). Nest jase inicia a deposicao da
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esporoderme (Figura 5 E). Posteriormente, a paoadiésica é dissolvida,
ocorrendo a liberacao dos micrésporos.

A partir desse momento, ocorre o inicio da microgi@génese, quando
a célula entra em mitose assimétrica, dando origergrdo de pélen bicelular
(Figura 5 F). Apos a citocinese, originam-se dudislas de tamanhos desiguais:
a vegetativa e a generativa (Figura 5 F). A célidgetativa tem um nucleo
esférico central, ocupa a maior parte do volumgaitoetofito jovem, ja a célula
generativa, encontra-se na periferia da vegetafasteriormente, a célula
generativa migra para a regido central, aproximaedalo nucleo da célula
vegetativa. Verifica-se que a célula generative@sgmta o citoplasma denso e o
nudcleo evidente (Figura 5 F). A célula generativdey ainda, dividir-se dando
origem a duas células espermaticas, originandosgdio pdlen tricelulares
(Figura 5 G).

Em todas as espécies estudadas foram observadtis;utm da antera
madura das flores longistiladas, grdos de polere Hiricelulares. EmE.
campestre e E. suberosum observou-se a maior quantidade de grdos de polen t
em relacdo aos bicelulares e dm cuneifolium a incidéncia de polens
bicelulares foi maior. Na flor brevistiladg.(campestre e E. suberosum), notam-
se apenas poélens bicelulares.

4.4 Grao de pélen

As espécies deerythroxylum apresentam graos de pdlen que séo
liberados da antera madura em moénades (Figurd3. FExibem trés aberturas,
os colporos (Figura 6 J). Essas caracteristiaasnf@bservadas nos graos das
flores longistiladas e brevistiladas.

Em 6leo de imersdo, os gréos de polen exibem formabesferoidal

(Figura 6 B, G, K), sendo alongados no eixo p@arando observados em agua,
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0s pélens hidratam e mudam seu formato, tornandofedondados (Figura 6
A, F, J). A mudanca de formato do pdlen, quandwmloservacdo 6leo/agua,
permite classifica-lo como harmomegatico, parcialime desidratado ou
ortodoxo.

Quando submetidos ao teste histoquimico, o pélen divs morfos
apresenta reacdo positiva ao reagente Sudan ldermiando o pollenkitt
(Figura 6 C, H, L). Também ocorre a reacdo posisigalLugol, evidenciando
que a reserva de carboidrato dos graos de pélemikicao, nas flores
longistiladas (Figura 6 D, I, M). Nas flores breiélas, observam-se raros
graos de pdlen com presenca de amido e, na graaideianndo se identifica o
carboidrato (Figura 6 E, N).

Ainda com relagdo aos pdlens, agora comparandoosfsn as flores
longistiladas apresentam uma grande quantidade rdes gde pdélen bem
formados, com formato circular, citoplasma densguia 7 A, C). Quanto ao
tamanho, observa-se que as flores longistiladadupemm pélen de tamanho
visualmente menor, eB.campestre e E. suberosum (Figura 6 D, E, M, N).

Verifica-se alta ocorréncia de grdos de polen mahados em flores
brevistiladas d&. campestre e E. suberosum (Figura 7 B, D, F). Observa-se que
um dos quatro microsporangios pode atrofiar-s@eygzes, observa-se um dos
I6culos da antera com tapete hipertrofiado tomatudtn o espaco do saco
polinico sendo, portanto, ausentes os gréos de fBigura 7 E).

Uma observacao interessante foi que Emcuneifolium, nas flores
longistiladas, ocorre maior incidéncia de ma forémagle grdos de pdélen,
guando comparada as outras duas espécies.
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F

Figural Ramos férteis mostrando morfologia dass tréspécies de
Erythroxylum estudadas
Nota: A:E. campestre. B: E. cuneifolium. C: E. suberosum. Barra: 1 cm (A, C); 3 cm
(B).
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Figura 2 Morfologia da flor dErythroxylum campestre
Nota: A: Flor longistilada com os estames em duasas. B: Flor brevistilada com
todos os estames na mesma altura. Barra: 1 mm)(A, B
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Figura3 Seccdo transversal do botaoEdghroxylum evidenciando os dez
estames (A-C)
Nota: A:E. campestre. B: E. cuneifolium. C: E. suberosum. (an: antera, es: estilete, ov:
ovario, pe: pétala, se: sépala). Barra: 200 unB(AG).
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longitudinais (A, B) e secc¢des transversais (G F)

Nota: A: Estratificacdo da antera apresentando rguaamadas parietais erB.
suberosum. B: Antera deE. campestre com cinco camadas parietais e células
arquesporiais. C: Antera biteca, tetrasporangiaeld.dcampestre, com cinco
camadas parietais e células arquesporiais. D: kei@dd microsporangio de.
campestre; tapete secretor binucleado. E: Espessamento dotémial em
E.campestre. F: Fus&o dos l6culos e campestre. Endotécio enk. campestre
(G) e E. suberosum (H). (ca: célula arquesporial, cm: camada médi, e
endotécio, ep: epiderme, et: estdmio, gp: gréo d@enp pd: protoderme, tp:
tapete, estrela: tapete, seta branca: endotéc¢i pseta: camada média). Barra:
10 um (B), 20 um (A, C, D, E, F, G, H).
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; “' N
i etogénes
transversais (B, C, D, F, G) e longitudinais (A d€)anteras
Nota: A: Células arquesporiais €fncampestre. B: Célula em divisdo meidtica de
campestre. C: Tétrade de micrésporos do tipo tetraédricokersuberosum. D:
Citocinese das tétrades e detalhe do tapete sebieteleado enk. cuneifolium.
E: Micrésporos em iminéncia de separagaokersuberosum. F: Gréos de pélen
bicelulares enE. cuneifolium. G: Gréo de pdlen tricelular e suberosum.

Barras: 20 um (A, B, D e E); 10 um (C, F e G).
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Figura6 Graos de polen d& campestre (A-E), E. cuneifolium (F-I) e E.
suberosum (J-N)
Nota: A, F, J: meio aquoso. B, G, K: dleo de irers<C, H, L: Sudan Ill. D,

Lugol. D, I, M: Flor longistila. E, N: Flor breviga. Barra: 10 um (A,
H, 1, J,K, L); 20 um (D, E, M, N).

E, I, M, N:
B! CY FY GY
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Figura 7 Diferengas anatdmicas entre os morfdsrgaroxylum

Nota: A: Antera deE. campestre flor longistilada. B: Antera dé=. campestre flor
brevistilada. C: Antera dé&. suberosum flor longistilada. D: Antera deE.
suberosum flor brevistilada. E: Detalhe do microsporangiol famado emE.
campestre. F: Detalhe do microsporangio com gréos de pélenforaiados em
E. suberosum (ed: endotécio, gp: gréo de pdlen, tp: tapete)rsB20 um (E, F);
50 um (A, B, C, D).
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5 DISCUSSAO

As espécieErythroxylum campestre, E. cuneifolium e E. suberosum
apresentaram a parede da antera com cinco camadetaip, formada pela
epiderme, endotécio, duas camadas médias e tagmttcs, e exibiu 0 padrédo
de formacdo da parede do tipo dicotileddneo, camdofja destacado por
Véazquez-Santana, Dominguez e Marquez-Guzméan (1686Frythroxylum
havanense. Esta caracteristica parece ser constante paspésies do género e
pode ser um carater importante em nivel genéridémAdisso, pode ser
utilizado para ratificar separacdo das familias tHfoxylaceae e
Rhizophoraceae, uma vez que Juncosa e Tobe (1988Ytaram o
desenvolvimento da parede do tipo basico e moredétieo para uma tribo,
Gynotrocheae, da segunda familia.

O endotécio possui espessamento de parede castoterconforme
demonstrado por Manning (1996) ao analisar 125li@sndle Angiospermas. O
mesmo autor descreveu trés tipos de espessamenemdiwécio diante das
variacdes observadas, “baseplate”, em formato de“belicoidal”.

Em determinadas familias, o endotécio pode ser amatar utilizado
para auxiliar nos estudos sistematicos e filogeosgtipor exibir espessamento
padrdo dentro das espécies. French (1985) relatewadamilia Araceae exibe
basicamente um tipo de endotécio, anular- helitoManning e Linder (1990)
descreveram que, para Poaceae, 0 endotécio podip s@o “baseplate” ou
anelar e as hipéteses filogenéticas sugerem quipoo “Ibaseplate” seja a
condicdo basal para a familia. Tebbit (1999) afirqae o endotécio apresenta
um valor sistemético moderado na familia BegoniecBattke e Santos (2011)
descreveram a presenca dos trés tipos de endog&milia Passifloraceae, em

Passiflora “baseplate”e em formato de “U” e “helicoidal” er®ecaloba. Os
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autores afirmaram que esta caracteristica podatiseomo diagndstica para os
subgéneros e com grande potencial nas andlisgsrifticas.

Manning (1996) registrou o endotécio em formatdUiepara a familia
Erythroxylaceae, no entanto, o tipo “baseplate” dompativel com as trés
espécies estudadas. O autor relatou que, em fangidimn maior nimero de
representantes, pode ocorrer o espessamento “asSeg| concomitantemente,
pode ocorrer endotécio com espessamento em “Ut pelnos em algumas
espécies. Erythroxylaceae pode ser considerada ftandlia pequena,
comparando-se com Poaceae, Orchidaceae e Fabaaeagemplo, e, portanto,
essa variacdo néo era esperada. Cabe ressaltaragi@r ndo descreve qual foi
a Unica espécie descrita em seu estudo, lembrando Egythroxylaceae
apresenta quatro géneros. Se o autor referiuBsgthoxylum, podemos inferir
que este carater seja relevante em nivel infragenédalvez para subgéneros,
conforme verificaram Dettke e Santos (2011) com énego Decaloba,
Passifloraceae.

Outro carater importante da antera, observado s@&ces estudadas, é
0 tapete secretor, também conhecido como glanduwigparietal (FURNESS;
RUDALL, 2001). Para que ocorra a nutricdo dos nspojos e
desenvolvimento dos graos de pélen, a parede celdatapete desintegra
parcialmente durante a meiose, facilitando, aseifransporte de substancias,
como também de esporopolenina sintetizada nestadzane que, também, é
encontrada na membrana peritapetal, localizadaca éxterna tangencial do
tapete (PACINI, 1997).

Furness (2012) relatou que a presenca do tapett@eprovavelmente,
€ uma caracteristica plesiomérfica de Malpighial@sapete do tipo secretor é
comum em eudicotileddneas, degenerando num estéliitvamente tarde,
durante a fase de micrésporo livre e desenvolvimati grdo de pdlen
(FURNESS; RUDALL, 2001). Para as espécies estudadbservou-se a
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degeneracdo tardia, no estadio em que os graodlele ja estdo formados, nas
flores em antese. Provavelmente, o tapete das iespée Erythroxylum
estudadas atua na formacdo do pollenkitt, depasitamd final do
desenvolvimento dos pélens, o que explica a pémsiit do tapete nas anteras
quase maduras.

Outra observacéo foi que o tapete persistente exis dois nicleos
em suas células, caracteristica comum para esigotesegundo Rudall e
Furness (1997). As autoras, também, relataram goéntero de ndcleos do
tapete pode variar dependendo do estadio de ddgemento da antera.
Wunderlich (1954) destacou que divisdes nucleaogem ocorrer nas células
do tapete. Pacini (1997) descreveu que as céluldsnotleadas do tapete
secretor ¢ resultado de mitoses com auséncia ogingise. E possivel que o
tapete binucleado das espécies estudadas sejaastisem razdo da cariocinese
das células do tapete as quais iniciam o desemvehio uninucleadas e, na fase
de tétrades de micrésporos, evidenciam aspectalbadp, que permanece até
os estadios finais do desenvolvimento do grao tenpo

Quanto a microsporogénese, o0s resultados indicagare em
Erythroxylum ocorre o tipo simultaneo, carater plesiomorficoapdalpighiales
(FURNESS, 2011). As tétrades produzidas por eptede microsporogénese
sdo predominantemente tetraédricas e usualmerdie associadas com trés
aberturas equatoriais no pélen (FURNESS; RUDALLQ&Overificado para as
trés espécies derythroxylum estudadas.

Narayana (1960) relatou que os grdos de pdlen dailida
Erythroxylaceae, na fase de dispersdo, sédo bicetuldlarayana (1964) e Rao
(1968), entretanto, ao estudarem a embriologisaddlifi, descreveram que os
graos de pélen maduros sao tricelulares. Essagdineia na literatura pode ter
sido causada pela observacdo de apenas um dossmonfia vez que esses

autores ndo fizeram a distincdo entre os morfamifioem seus estudos. Em
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nosso estudo, os resultados demonstraram que ésesspstudadas apresentam
poélen bi ou tricelular. Vazquez-Santana, Domingu&farquez-Guzman (1996),
observando os dois morfos, so relatou a presengalda bicelular na espécie
E. havanense. A presenca da polimorfia (grdos de poélen bi eelmlares na
mesma antera) € um carater relatado por Furneskl)2fara as familias
Euphorbiaceae, Passifloraceae e Salicaceae, todesngentes a ordem
Malpighiales, embora ndo sejam relatadas espéatrodstilicas para estas
familias (GANDERS, 1979a).

Brewbaker (1967) relatou a rara ocorréncia de asteom gréos de
polen bi e tricelulares, verificando que o pdlencehilar apresenta
autoincompatibilidade gametofitica, pois ocorrenibicdo do tubo polinico na
altura do estilete ou ovario; ja o pélen tricelulautoincompatibilidade
esporofitica, ocorrendo a inibi¢cdo do tubo no estigGanders (1979a) afirmou
que em plantas distilicas, o sistema de autoincbilpdade é esporofitica,
sendo a especificidade do pdlen determinada pelwtige diploide do
espordfito, isto é, da planta mae.

A presenca de polimorfia eErythroxylum é relatada pela primeira vez
nesse estudo. Acredita-se que os grdos de poéleeisigdo dispersos somente
na fase tricelularAcredita-se, ainda, que a ocorréncia de gréos pmtetulares
esteja ligada a inviabilidade dos mesmos, uma vezfgram observados em
maior incidéncia nas flores brevistiladas He campestre e E. suberosum.
Apesar disso, Barros (1998) verificou que a quandtdde frutos produzidos por
flores brevistiladas e longistiladas ndo variouenas espécies de campestre,

E. suberosum e E. tortuosum. Talvez, nessas espécies a ocorréncia de pélens
invidveis seja compensada de alguma forma, proweargk pela eficiéncia do
transporte dos poucos pélens viaveis das floresvidbtadas para as

longistiladas.
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A diferen¢ga na morfologia do grédo de pélen obseyvach 6leo e em
agua permite classifica-lo como ortodoxo (PACINUARNIERI; NEPI, 2006).
Franchi et al. (2011) correlacionaram o teor deadmum estratégias ecoldgicas e
fisiolégicas, demonstrando que o pélen respondemdeeira diferente em
relacéo a umidade relativa do ambiente.

O equilibrio de agua nos gréos de pdlen € essepeied a sua
viabilidade. Em geral, quanto menor o teor de agmenos ativo é o
metabolismo do pdlen, caracteristica que permit@mmasisténcia a ambientes
hostis, com alta temperatura e baixa umidade valaiGUARNIERI et al.,
2006), situacdo encontrada comumente em ambiergesedado, onde as
espécies deerythroxylum sdo encontradas. A tolerAncia a dessecacdo esta
relacionada com o ambiente e ndo com a sistem&gcmo condicionada por
fatores genéticos e influenciada pelas mudancadeatals, conduzindo em
alteracdes na ecofisiologia da reproducéo florRIANCHI et al., 2011). Apesar
de E. cuneifolium ter sido coletada em area de mata, seu pélen apsase
caracteristicas do tipo ortodoxo, nao exibindo agiitd relacionada com as
diferencas abiéticas; ainda que a espécie haluted thferente das outras duas,
todas s&o encontradas no bioma Cerrado.

Outra caracteristica dos grédos de pélen das espdeiErythoxylum
estudadas foi a presenca do pollenkitt, em todaga@ss de pdlen observados e
em ambos os morfotipos florais. O pollenkitt é defaalo sobre e entre os
espacos existentes na exina (PACINI; HESSE, 200%)xesenca de pollenkitt
esta relacionada a polinizacdo zoofilica. Barr@@98), em seu trabalho com
Erythroxylum, demonstrou que as flores heterostilicas foramtadas por
vespas, abelhas e dipteros, indistintamente estneoofos. A autora considerou
polinizadores efetivos: as vespas dos génBrashygastra, Polistes, Polybia e

Pepsis, e polinizadores ocasionais as abelfragona spinipes e Apis melifera.
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Gréos de amido estdo presentes no pélen de florggstiladas de
Erythroxylum estudadas, ja nas flores brevistiladas, este icaato ndo foi
observado na grande maioria dos grdos. Este dadmboca com Dominguez et
al. (1997) par&. havanense. Ganders (1979a) relatou que o dimorfismo floral
pode diferir quanto a presenca de amido no pélemmcsio esta encontrada nas
espécies derythroxylum.

Pacini, Guarnieri e Nepi (2006), em uma revisdo resob
desenvolvimento, apresentagdo e dispersdo do grgmldn, relataram que o
amido é total ou parcialmente convertido em outasbhoidratos, antes da
abertura da antera, os quais podem modificar assfvede turgor interna do
microgametofito, permitindo ao pdélen com estas ateréticas uma maior
resisténcia em ambientes hostis. Portanto, os gdospdlen das flores
longistiladas podem permanecer viaveis no ambieotaim periodo maior, em
decorréncia da presenc¢a de amido em seu inter@mregso que, provavelmente,
ndo ocorre com os poélens das flores brevistiladéisenciando, assim, na sua
viabilidade e, consequentemente, na polinizagéo.

A comparacdo anatbmica das anteras demonstrou @udifédrencas
entre os morfos. Flores longistiladas exibem gragdantidade de grdos de
pélen bem formados e presenca de amido, ja as flwevistiladas demonstram
o0 inverso, uma grande quantidade de gréos de pf¢formados e auséncia do
amido. Essas caracteristicas observadas no pélen Mtavistiladas,
provavelmente, estdo relacionadas ao tapete, nantentndo foi possivel
identificar neste estudo as provaveis alteracoste decido.

Alteracdes no desenvolvimento da anteraEdgthroxylum havanense
foram observadas por Dominguez et al. (1997). Elbrevistiladas falharam ao
desenvolver um androceu fértil, em virtude da fa@waanormal do tecido
esporogénico, auséncia de tapete e microsporofomahdos. Nesta espécie, a

flor brevistilada apresentou um maior desempenh® genitores femininos,
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durante a fase de maturacdo da semente, e germieag@&scimento de mudas
em longo prazo, compensando, assim, sua perdati@i@pnasculina. Neste

morfo, as flores se especializam na diferenciacdopdrte feminina e as

longistiladas, no androceu (AVILA-SAKAR; DOMINGUE2000). Esse maior

desempenho da fungéo feminina pode ter ocorridahéan, em consequéncia do
maior nimero de gréos de pélen bem formados neesflongistiladas levando,

portanto, ao maior sucesso da polinizacdo nassflmevistiladas.

Cuevas et al. (2005) descreveram os padrdes geeaigsterilidade
masculina enE. havanense, considerando o fato um dos primeiro passos na
evolugdo da especializacdo de género. Del-CarlozatB (2006) avaliaram o
grau de esterilidade masculina eén suberosum e observaram que ndo ha
diferenca de sucesso reprodutivo entre os morisedsautores relataram que ha
uma frequéncia baixa do processo de especializagégénero em ambos os
morfos, sendo a distilia, evolutivamente, estaeetspécie.

As espécies dE. campestre e E. suberosum estudadas apresentaram o
passo inicial a tendéncia a esterilidade masculamflores brevistiladas, pois
verificou-se uma grande quantidade de grdos denpdal formados,
demonstrando ser parcialmente macho estéril, cefatado anteriormente em
estudos conk. havanense. O processo que leva a esterilidade masculina pode
representar a primeira etapa da dioicia, no entantevolu¢cdo do género so
ocorrerd se os individuos estéreis masculinos cosapecom aumento de
aptiddo da funcdo feminina (AVILA-SAKAR; DOMINGUE2000).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A presenca do grdo de pélen tricolporado, com ftwnsabesferoidal,
tapete secretor e microsporogénese do tipo sinadtdencontrados nas trés
espécies, sdo caracteres considerados plesion®rfietatados para outras
familias de Malpighiales.

As flores heterostilicas do género apresentam efif@&s entre o0s
morfos, somente no grao de pdlen e na fase finakdalesenvolvimento. Flores
brevistiladas desenvolvem grande quantidade desgitégpdlen malformados,
bicelulares e sem amido, enquanto flores longidaapresentaram pélens bem
formados e com presenca de amido como reserva.

O habitat onde as trés espécieskdgthroxylum sdo encontradas nao
alterou o desenvolvimento da antera, entretantminoero de células no gréo de

pélen pode variar.
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