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PREFACIO

A presente Dissertacdo de Mestrado é apresentada em forma de Capitulos, opgdo que
facilita o posterior processo de publicacdo do trabalho. Entretanto, os Capitulos de resultados
ndo seguiram as exigéncias de formatacdo de cada periodico cientifico para os quais
pretendemos enviar os artigos, permitindo, assim, que esta obra tenha um corpo Unico, tanto
na sua formatacdo quanto na lingua utilizada. Salientamos ainda, aos leitores, que néo
esperem encontrar artigos cientificos concisos nos Capitulos referentes aos resultados, pois
consideramos o trabalho de PoOs-Graduacdo como uma oportunidade de explorar de forma
abrangente os dados obtidos, usualmente sintetizados durante o processo de publicacéo.

O Primeiro Capitulo consiste em uma introdugdo geral ao tema, onde consideragoes
taxondmicas do grupo, importancia econdmica das espécies e de trabalhos embrioldgicos
justificam a realizacdo do presente estudo. O Segundo Capitulo apresenta resultados
referentes ao estudo comparativo da ontogénege floral de Aeschynomene falcata e
Aeschynomene sensitiva, utilizando a técnica de Microscopia Eletrénica de Varredura. O
Terceiro Capitulo apresenta resultados referentes a organogénese floral das duas espécies,
enfatizando o desenvolvimento posterior dos estames através de analises de Microscopia
Optica. O Quarto Capitulo apresenta a esporo e gametogénese em anteras de A. falcata e A.
sensitiva e sua relacdo com o “timing” de desenvolvimento dos estratos parietais da antera e
de formacdo da esporoderme. O Quinto Capitulo € um fechamento da Dissertacdo, onde as
conclusdes mais relevantes de cada Capitulo sdo salientadas e relacionadas com a

problematica do trabalho sugerida na introducdo geral.



RESUMO

O presente trabalho analisou a ontogénese floral, microsporogénese e microgametogénese de
Aeschynomene falcata (Poir.) DC. e Aeschynomene sensitiva Sw. (Papilionoideae -
Leguminosae) obtendo evidéncias morfoldgicas e anatdbmicas de importancia relevante para a
taxonomia do grupo. A. falcata apresenta uma inflorescéncia do tipo racemo de segunda
ordem e A. sensitiva, racemo de terceira ordem. A iniciacdo dos 6rgdos florais de A. falcata se
da numa ordem acrdpeta e unidirecional abaxial e o calice apresenta um tubo com 5 dentes;
em A. sensitiva o célice tem uma ordem de iniciacdo unidirecional abaxial tendendo a
simultanea, bilobado desde os estadios iniciais, a corola tem iniciacdo assimétrica e &
sobreposta pela iniciacdo dos estames antesépalos e os dois verticilos de estames possuem
iniciacdo unidirecional abaxial. Para o estudo da organogénese floral admitiu-se a presenca de
3 camadas germinativas: CI (dérmica), Cll (subdérmica) e CIII (central). As duas espécies
apresentam a iniciacdo dos o¢rgdos florais nas mesmas camadas histogénicas, com
contribuicdo predominante da CII, exceto na iniciacdo dos estames. A maior parte do
microsporangio é formado através de divisGes na CIl e o desenvolvimento dos estratos
parietais da antera ¢ do tipo Dicotiledéneo. As células que compde o tapete interno,
originadas também da CII, vém de uma linhagem diferente da principal, que origina as células
esporogénicas primarias. Na maturidade, as anteras do género Aeschynomene apresentam
cinco estratos parietais, epiderme, endotécio, duas camadas médias e tapete; durante a
deiscéncia, apenas epiderme e endotécio estdo presentes. A meiose € sincrdnica em um
mesmo microsporangio e as tétrades sdo tetraédricas. A formacdo da esporoderme é iniciada
ainda na tétrade, mas atinge seu maximo desenvolvimento durante a fase de esporos livres,
antes da primeira divisdo mit6tica do microgametofito. A primeira mitose do gametofito é
assimétrica, com leve assincronia entre os gametofitos de um mesmo microsporangio
originando a célula vegetativa e a célula generativa, esta de posicdo central e formato
alongado na maturidade do gréo de polen. As células tapetais apresentam reacao negativa para
a presenca de celulose até completada a primeira divisdo mitdtica do pdlen e o inicio da
degradacdo do citoplasma e ndcleo tapetais, quando passam a apresentar rea¢do positiva para
a presenca de celulose, a qual é mantida até a degeneracéo total do tapete. Os graos de pélen
sdo dispersos no estadio bicelular com reserva de amido. Em ambas espécies, os grdos de
polen sédo tricolporados, com sexina reticulada e o eixo polar é maior que o equatorial. Os
grdos de A. falcata sdo maiores que os de A. sensitiva e 0 opérculo esta presente apenas em A.

sensitiva.
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ABSTRACT

The present work analysed the floral ontogenesis, microsporogenesis and microgametogenesis
in Aeschynomene falcata (Poir.) DC. and Aeschynomene sensitiva Sw. (Papilionoideae -
Leguminosae) obtaining morphological and anatomical evidences important for the group
taxonomy. A falcata presents a second order raceme while A. sensitiva a third order one. The
floral organ initiation in A falcata occurs in an acropetal and unidirectional order from the
abaxial to adaxial side, and calyx presents a 5 tooth tube; in A. sensitiva the calyx have an
unidirectional organ initiation order, from the abaxial to adaxial side tending to a
simultaneous order, bilobate since initial stages, the corolla have an asymmetrical organ
initiation and is superposed by the anti-sepal stamens verticil initiation and the two verticils of
stamens have an unidirectional order of initiation. For the floral organogenesis analysis was
accepted the presence of 3 germinative layers: LI (dermal), LII (subdermal) and LIII (central).
The two species presents each floral organ initiation in the same histogenic layer, with
predominance of LII, except on stamens initiation. LII divisions originate the
microsporangium and the development of anther parietal layers follows the Dicotyledoneous
type. The cells of the inner tapetum originated from the same layer have a different cellular
lineage from that gives origin of the primary sporogenous cells. At maturity, the anthers of
Aeschynomene genus presents five parietal layers: epidermis, endothecium, two middle layers,
and tapetum; during the dehiscence stage just epidermis and endothecium are present. The
meiosis is synchronous in the same microsporangium due the presence of the cytomitic
channels and the tetrad is tetrahedral. The sporoderm formation starts at tetrad, reaching its
maximal development at free spores stage, before microgametophyte first division. The first
mitosis is asymmetrical and occurs with a slight asynchrony between the gametophytes of a
same microsporangium, given rise the vegetative and germinative cells, the last one with
central position and stretch out at maturity of the pollen grain. The tapetum cells presents a
cellulose negative reaction up the end of pollen first mitosis and the beginning of tapetum
cytoplasm and nucleus degradation, when undergoes a cellulose positive reaction, that is
maintained up the total tapetum degeneration. The pollen grains are released in the bicellular
stage with starch reserve. In both species the pollen grains are tricolporate, with a reticulate
sexine, and with the polar axis larger than the equatorial axis. A. falcata pollen grains are

bigger than A sensitiva ones and operculum is present just in A sensitiva.
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CAPITULO I - INTRODUCAO GERAL

“A meta da vida
E fazer com que seu ritmo cardiaco
Ajuste-se ao ritmo do universo,

Ajuste sua natureza & Natureza.”

Joseph Campbell (Reflexdes Sobre a Arte de Viver)



1 - A Tribo Aeschynomeneae na Familia Leguminosae

A familia Leguminosae é uma das maiores familias dentre as plantas com flores, com
cerca de 650 géneros e 18000 espécies (Polhill et al., 1981). A divisdo adotada por Polhill et
al. (1981) nas trés subfamilias distintas: Mimosoideae, Caesalpinioideae e Papilionoideae, ndo
¢ aceita por andlises cladisticas baseadas em aspectos morfologicos, que sugerem que
Caesalpinioideae seja um grupo artificial (Chappill, 1995). Em estudos filogenéticos
envolvendo o gene plastidial rbcL foi confirmada a naturalidade da familia Leguminosae e
das subfamilias Papilionoideae e Mimosoideae, sendo Caesalpinioideae considerada
polifilética (Kass & Wink, 1996; Doyle et al., 1997). Apesar dos dados que demonstram a
inconsisténcia de Caesalpinioideae, optou-se por utilizar a divisdo em trés subfamilias
distintas, devido a confirmada monofilia de Papilionoideae e ao aspecto didatico deste
tratamento.

A palavra “aeschynomene” (do grego vergonhoso) foi usada inicialmente como
denominacdo geral apropriada as plantas sensitivas, o termo foi aproveitado por Linneaus para
designar validamente o género Aeschynomene da subfamilia Papilionoideae, cujas plantas
apresentam acentuado grau de respostas por sua natural sensibilidade (Fernandes, 1996). O
género Aeschynomene foi inicialmente inserido na tribo Hedysareae, sub-tribo Euhedysareae
ao lado de mais duas sub-tribos, Coronilleae e Alhageae (De Candolle, 1825). A tribo recebeu
este nome devido aos caracteristicos “legumes transversalmente articulados” (Linnaeus,
1753). Posteriormente, Bentham (1865) dividiu a tribo em seis sub-tribos: Coronilleae,
Euhedysareae, Aeschynomeneae, Adesmieae, Stylosantheae e Desmodieae e mencionou que
Hedysareae seria um grupo artificial. Burkart (1939) também mencionou que a tribo seria
polifilética, derivada de vérias outras, e fez uma nova ordenacdo das sub-tribos: Patagoninae,
Coronilleae, Discolobinae, Aeschynomeninae, Desmodinae, Poiretinae e Stylosanthinae.
Hutchinson (1964) substitui a tribo Hedysareae por sete novas tribos: Coronilleae,
Hedysareae, Aeschynomeneae, Adesmieae, Stylosantheae, Desmodieae, Lespedezeae, sendo
um grande passo na taxonomia do grupo. Ohashi (1971) aceita a classificacdo adotada por
Hutchinson e contagens de cromossomos corroboram a retirada da subtribo Aeschynomeninae
de Hedysareae (Goldblat, 1981; Vanni, 1983). A tribo Aeschynomeneae, apontada como
artificial por dados morfolégicos (Chappill, 1995) e moleculares (Doyle et al., 1997; Lavin et
al., 2001) parece ser um novo desafio para a sistematica de Leguminosae. A atual
classificacdo da tribo foi apresentada por Rudd (1981), quando a dividiu em 5 sub-tribos:

Ormocarpinae, Aeschynomeninae, Discolobiinae, Poiretiinae e Stylosanthinae.
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A tribo Aeschynomeneae foi considerada proxima de Adesmieae através de analises
de caracteres morfoldgicos e biogeograficos (Polhill, 1981; Polhill et al., 1981; Chappill,
1995). Esta proximidade foi reforcada por Corby (1981) através da analise de nddulos
radiculares que passaram a ser considerados de valor taxonémico no nivel de tribo. Um estudo
filogenético utilizando dados do sequenciamento do gene plastidial rbcL evidenciou um grupo
de tribos tropicais do novo mundo que agrupa Aeschynomeneae e Adesmieae com alguns
géneros de Dalbergieae (Doyle et al., 1997). Contagens de cromossomos ainda demonstram
gue elevados nimeros cromossdmicos basais (n=10, 11, 12) sdo caracteristicos dos principais
grupos tropicais, onde sdo incluidas Aeschynomeneae e Dalbergieae, enquanto 0s grupos
temperados tém ndmeros basais menores (n=6, 7, 8) (Goldblat, 1981; Vanni, 1983). A tribo
Amorphae também é colocada como parte das tribos tropicais do novo mundo, embora nédo
compartilhe alguns caracteres morfolégicos com as demais (Polhill, 1981; Polhill et al., 1981;
Doyle et al., 1997). Lavin e colaboradores (2001), estimulados pelos trabalhos de Corby
(1981), Chappill (1995) e Doyle et al. (1997), dentre outros, realizaram um estudo mais
detalhado das tribos acima citadas. Eles verificaram, atraves de analises de dados moleculares
combinados a dados ndo-moleculares, a existéncia de um clado monofilético bem sustentado
denominado “clado Dalbergia”, sendo constituido pelas tribos Aeschynomeneae, Adesmieae,
Dalbergieae (exceto alguns géneros) e Desmodieae (subtribo Bryinae), onde a tribo
Amorphae foi utilizada como grupo irmédo. O “clado Dalbergia” tem como uma sinapomorfia
marcante a presenca de nodulos radiculares do tipo aeschynomenoides, os quais tém o
processo de infecgdo através de um pequeno ferimento onde emergem as raizes laterais (Lavin
et al., 2001). O reconhecimento formal deste grupo representaria o principal rearranjo dentre

as Papilionoideae (Lavin et al., 2001).

2 - O Género Aeschynomene

A sub-tribo Aeschynomeninae compreende 8 géneros: Aeschynomene, Soemmeringia,
Kotschya, Smithia, Geissaspis, Bryaspis, Humularia e Cyclocarpa (Rudd, 1981). O género
Aeschynomene L. ocorre, predominantemente, nas regides tropicais e de um total aproximado
de 160 espécies até entdo descritas para 0 mundo (América, Africa e Asia) (Figura 1), 84
distribuem-se pelos continentes americanos, existindo, aproximadamente, 52 espécies
brasileiras (Fernandes, 1996). Aeschynomene é o Unico género da sub-tribo ocorrente no
Estado do Rio Grande do Sul, onde é representado por 9 espécies: Aeschynomene histrix (com

duas variedades - var. histrix e var. incana), Aeschynomene falcata, Aeschynomene elegans,
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Aeschynomene montevidensis, Aeschynomene denticulata, Aeschynomene fructipendula,
Aeschynomene selloi, Aeschynomene sensitiva e Aeschynomene indica (Oliveira, 2002).
Dentre elas, aquelas de maior ocorréncia no estado sdo A. falcata e A. elegans, espécies
herbaceas e de ambiente campestre, e A. denticulata e A. sensitiva, espécies subarbustivas e
de ambiente imido (banhados) (Oliveira, comunicacéo pessoal).
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Figura 1: Distribuicdo do género Aeschynomene (retirado de Rudd, 1955).

O género Aeschynomene € constituido por duas sec¢Ges Aeschynomene e Ochopodium
Rudd (1955). A seccdo Aeschynomene possui cinco séries (Americanae, Fluminensis,
Montevidensis, Sensitivae, e Indicae) com espécies de estipulas peltadas, apendiculadas
abaixo do ponto de insercédo, calice bilabiado e frutos com articulos totalmente unidos por
septos transversais (Fernandes, 1996). A sec¢do Ochopodium, por sua vez, inclui quatro séries
(Viscidulae, Pleuronervae, Scopariae e Sclerosae), sendo a série Sclerosae acrescentada
recentemente por Fernandes (1996) para incorporar as espécies brasileiras cujas
caracteristicas vegetativas fogem ao padrdo geral do grupo. A sec¢do Ochopodium possui
especies cujas estipulas ndo se prolongam abaixo da insercdo, apresentam calice campanulado
com 5 lobos e frutos membrandceos com articulos geralmente separados por istmos
(Fernandes, 1996).



Estudos em sistematica molecular indicam que o género Aeschynomene ndo €
monofilético ocorrendo uma possivel separacdo entre as secgcdes (Lavin et al., 2001). A
seccdo Ochopodium encontra-se mais proxima dos géneros Dalbergia e Machaerium da tribo
Dalbergieae e a seccdo Aeschynomene encontra-se junto aos outros géneros da subtribo
Aeschynomeninae, 0s quais também possuem estipulas peltadas e calice bilabiado (Lavin et
al., 2001). Esta questdo é fundamental para este trabalho, visto que os dados aqui obtidos
poderao corroborar ou nao os dados moleculares acima mencionados.

Aproximadamente metade das espécies do género sdo hidrofitas e as outras xerofitas
(Bishop et al., 1988). Acreditava-se que as espécies de Aeschynomene possuiam um pequeno
valor agrondmico até surgirem informacg6es sobre seu uso como forrageira (Kretschmer Jr. &
Bullock, 1980), no plantio misto com gramineas e como adubo verde. E interessante ressaltar
que as importancias econdémicas do género sdo discutidas no exterior, mas no Brasil ndo
existem estudos na area. A ampla diversidade inter e intraespecifica de Aeschynomene pode
prover mais cultivares Uteis em pastagens adaptadas a altas e baixas taxas de pluviosidade,
alagamentos sazonais, sitios pantanosos e a pastoreio intensivo (Bishop et al., 1988).
Leguminosas tropicais séo comumente introduzidas em pastagens cultivadas no norte da
Australia para aumentar a quantidade de nitrogénio disponivel no solo e a estabilidade das
mesmas. A maioria das espécies de Leguminosae associa-se a bactérias simbidticas que fixam
0 nitrogénio atmosférico e, por isso, tem uma alta concentracdo de proteinas e um alto valor
alimentar; podendo ser associadas a pastagens de gramineas se a taxa de nitrogénio no solo
for baixa (Schwenke & Kerridge, 2000). Um componente de Leguminosae em pastagens de
gramineas ainda pode prover uma digestibilidade mais facil da mistura de forragem e
promover um aumento na massa seca ingerida, permitindo assim uma melhor performance do
animal (Thro et al., 1987).

3 - As Espécies em Estudo

No presente trabalho optou-se por estudar uma espécie da seccdo Aeschynomene, série
Sensitivae — A. sensitiva (espécie tipo para a série)— e outra da seccdo Ochopodium, série
Viscidulae — A. falcata (espécie tipo para a sec¢ao).

A série Sensitivae compreende de ervas até arbustos eretos, com tendéncia a se
tornarem nigrescentes, estipulas peltadas caducas, inflorescéncias com poucas flores,

racemosas ou axilares, célice bilabiado e fruto cinza escuro ou nigrescente, principalmente



quando maduro. Suas quatro espécies ocorrem em terrenos Umidos, pantanosos ou brejosos e
é largamente espalhada pela América Central e do Sul (Fernandes, 1996).

A. sensitiva € um arbusto de até 4 metros de altura, densamente hispiduloso, glabro nas
partes inferiores, com 20 a 40 foliolos oblongos, inflorescéncia hispidulosa, fruto com 4-12
articulos e estipe de 4-8mm (Fernandes, 1996). Tem distribuicdo nas Antilhas, Argentina,
Brasil, Coldombia, Costa Rica, Cuba, Guatemala, Haiti, Honduras, Honduras Britanicas,
Guiana Francesa, Nicaragua, Panama, Paraguai, Lesser (Antilhas), Suriname, Tobago,
Trindad, Venezuela (Fernandes, 1996) e Bolivia (Oliveira, 2002). No Brasil, esta presente nos
Estados do Amazonas, Bahia, Ceard, Maranhdo, Mato Grosso, Minas Gerais, Paraiba,
Pernambuco, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Roraima (Fernandes, 1996), Parana e Santa
Catarina (Oliveira, 2002) (Figura 2) e ja foi encontrada em até 1550 metros de altitude
(Kretschmer Jr. & Bullock, 1980).

Figura 2: Distribuicdo de A. sensitiva no Brasil (modificado de Fernandes, 1996).

Os nddulos caulinares de A. sensitiva possuem bactérias simbiontes fotossintetizantes,
0 que pode limitar a demanda das bactérias por fotossintatos da planta e promover seu
crescimento (Giraud et al., 2000). Esta espécie foi considerada persistente (Kretschmer Jr. &
Bullock, 1980), sendo capaz de sobreviver em ambientes alagados o que pode torna-la util
como adubo verde de campos de arroz no Rio Grande do Sul. Aeschynomene afraspera e
Aeschynomene nilotica, que crescem nos solos alagados do Senegal, séo consideradas capazes

de serem utilizadas como adubo verde, que além de fornecer nitrogénio para as culturas de



arroz, provéem um importante acréscimo de matéria organica, o que pode significar uma
melhoria significante para a estrutura dos solos de baixa fertilidade (Alazard & Becker, 1987).

A seérie Viscidulae € composta por ervas prostradas ou sub-eretas, algumas vezes
subarbustos, estipulas ndo-peltadas, com flores relativamente pequenas. Este grupo inclui
espécies herbaceas perenes, essencialmente meséfilas, algumas, entretanto, preferem areas
praianas umidas ou encostas de morros rochosos, outras, por sua vez, vegetam nas formacoes
arbustivas abertas, em terrenos arenosos ou mesmo campos de pastagens (Fernandes, 1996).

A. falcata é descrita como uma erva prostrada segundo Wilson (1980) e como um
subarbusto decumbente com cerca de 60cm de comprimento segundo Fernandes (1996),
pubescente e, algumas vezes, hispidulo, estipulas lanceoladas, acuminadas, folhas com 5 a 9
foliolos oboval-elipticos, inflorescéncia com uma a duas flores, maior que a folha de insercao,
fruto falcado com 6 a 8 articulos pubescentes e estipe de 6-14mm (Fernandes, 1996). Sua
distribuicdo se da na Argentina, Bolivia, Brasil, Colémbia e Paraguai. No Brasil ocorre nos
Estados de Goiés, Minas Gerais, Parana, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Santa Catarina e
Sdo Paulo (Fernandes, 1996) (Figura 3). A. falcata ocorre até 1800 metros de altitude
(Kretschmer Jr. & Bullock, 1980).

Figura 3: Distribuicdo de A. falcata no Brasil (modificado de Fernandes, 1996).

O potencial forrageiro de A. falcata ja € conhecido no exterior, mas nenhum estudo foi
realizado no Brasil, provavelmente devido a sua pequena quantidade de massa seca. Sao
consideradas caracteristicas-chave de A. falcata sua persisténcia, resisténcia a um pastoreio
intensivo e tolerancia a uma baixa fertilidade do solo (Wilson, 1980). Sua persisténcia,
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atributo chave para leguminosas de pastagens, ja foi amplamente estudada (Kretschmer Jr. &
Bullock, 1980; Wilson et al., 1982; Jones et al., 2000; Roe & Jones, 2000; Jones, 2001), ela
ainda tem sua densidade aumentada com o tempo, além de se dispersar além das regiGes onde
é cultivada (Wilson et al., 1982; Roe & Jones, 2000). A. falcata forma boas reservas de
sementes no solo em alguns anos, fazendo-a resistir as épocas mais secas (Jones et al., 2000).
Wilson et al. (1982) verificaram que 95% das sementes de A. falcata recuperadas estavam
viaveis e que sua colecdo de sementes € menos afetada pelo ambiente e pelo manejo.
Quesenberry & Ocumpaugh (1981) consideram a espécie de possivel potencial forrageiro,
como mostra a utilizacdo de A. falcata na dieta de carneiros, onde a energia e 0 nitrogénio
assimilados é similar ao encontrado em alfafa (Medicago sativa L.) (Hennessey & Wilson,
1974). Jones e colaboradores (2000) encontraram porcentagens similares de massa seca de A.
falcata e Chamaecrista rotundifolia na dieta do gado, demonstrando que a massa seca de A.
falcata ndo é tdo baixa quanto parece; e ainda verificaram que as sementes de A. falcata estdo
dentre as mais encontradas em fezes desse animal.

As sementes de A. falcata ndo estao disponiveis em quantidades suficientes para serem
comercializadas (Jones et al., 2000), entretanto, Wilson et al. (1982), através de seus
resultados favoraveis sobre a producéo e viabilidade de sementes, acreditam que sua producéo
comercial deve ser encorajada. Esta espécie de Leguminosae seria interessante para 0S
criadores de gado, uma vez que, ndo depende inteiramente do manejo para a sua
sobrevivéncia, além de aumentar a fertilidade do solo e a qualidade da pastagem (Wilson,
1980). Como referido por Jones (2001), a avaliacdo do valor econdmico somente podera ser
obtida na prética, entretanto, seus atributos chave como adaptacdo ao pastoreio intensivo,
geadas e estresse por umidade podem desempenhar um papel determinante de como ela sera
utilizada.

A persisténcia de espécies do género Aeschynomene ja foi demonstrada em
experimentos de controle populacional de plantas consideradas invasoras, atraves da
utilizacdo de herbicidas. Tais produtos falham nesse proposito, pois injlrias severas ou a
remocgdo de tecidos das plantulas, proximos ao né cotiledonar, estimulam a formacdo de
diversos brotos adventicios no cortex do hipocétilo (Rugenstein et al., 1985). Esse
comportamento permite o rapido restabelecimento de populacdes de Aeschynomene, fato que
explica a persisténcia das espécies deste género em campos de pastoreio intensivo e pode ser

utilizado para uma maior disseminagdo dessas espécies nesta  atividade.



4 - Embriologia

A embriologia, lato sensu, trata da histologia e da seqiiéncia de desenvolvimento nas
anteras e rudimentos seminais levando & formacao da semente (Prakash, 1987). Este campo de
estudo tem se mostrado uma importante ferramenta para a constru¢do de sistemas de
classificacdo natural das plantas, revelando as relagbes entre taxons em todos os niveis
(Maheshwari, 1950; Davis, 1966; Johri, 1984; Johri et al., 1992). Lavin e colaboradores
(2001) ndo consideram os caracteres florais os mais informativos para a familia Leguminosae,
enfraquecendo o proposto por Tucker & Douglas (1994), porém, detalhamentos ontogenéticos
e embriologicos tém demonstrado importancia para a taxonomia principalmente devido a sua
caracteristica conservadora (Davis, 1966; Johri et al., 1992). Os indicativos de que as duas
seccOes do género Aeschynomene ndo sejam de ancestralidade comum justificam anélises
mais detalhadas que possibilitem estabelecer relagdes filogenéticas a fim de revelar a histéria
evolutiva do género. Além da importancia filogenética e taxonémica de estudos
embrioldgicos, estes sdo indispensaveis para espécies que possam ser eleitas como cultivares
ou ter qualquer significado econdmico, seja como forrageira, adubo verde, fornecedora de
nitrogénio ou invasora de campos cultivados. O conhecimento do desenvolvimento da antera
e dos eventos da esporogénese, por exemplo, tem despertado o interesse dos melhoristas e
geneticistas.

Os estudos de ontogénese floral que abrangem desde a iniciagdo do meristema floral
até a antese, baseiam-se na morfologia do primoérdio floral e dos primérdios dos 6rgdos, bem
como 0 momento em que essa morfologia se expressa (Mocgo, 2002). Diversos estudos
abordando caracteres da ontogénese foram aplicados em analises filogenéticas (Tucker &
Douglas, 1994) e utilizados na distincdo de subfamilias, tribos e niveis infragenéricos
(Tucker, 1997). Alguns caracteres do desenvolvimento floral foram apontados como
diagnostico para diferenciar as tribos de Leguminosae: simetria, heterocronia, ordem de
iniciacdo dos orgaos e casos de fusdo, proliferacdo, supressdo ou perda de 6rgaos (Tucker,
1987, 1989, 1992, 1997, 1999). Estudos sobre as tribos tropicais de Papilionoideae séo
escassos, podendo-se citar os de Amorpha fruticosa (dado ndo-publicado, segundo Tucker &
Kantz, 1997), Dalbergia brasiliensis, Machaerium villosum, Platymiscium floribundum e
Pterocarpus rotundifolius (Klitgaard, 1999), Adesmia punctata var. hilariana (Moco &
Mariath, 2001) e Adesmia latifolia (Moco, 2002).

Em Leguminosae alguns caracteres embriologicos foram considerados bastante

variaveis, como: parede da antera, grdos de polen, forma do rudimento seminal,
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comportamento das antipodas, investimento na deposicdo de amido na célula média,
mecanismos de polinizacdo, haustério do endosperma, suspensor, tipo de embriogenia, e
desenvolvimento dos tegumentos da semente (Prakash, 1987). Quanto ao androceu, as
caracteristicas que se apresentam heterogéneas entre as subfamilias sdo: citologia do tapete,
desenvolvimento da parede da antera e nimero de camadas médias da antera (Prakash, 1987).
Os caracteres palinologicos revelam afinidades naturais entre os tdxons em todas as trés
subfamilias, particularmente no nivel genérico (Guinet, 1981; Ferguson & Skvarla, 1981). As
subfamilias Caesalpinioideae e Mimosoideae sdo consideradas mais constantes em sua
embriologia, mas as Papilionoideae mostram considerdvel diversidade (Prakash, 1987).
Dentre os géneros da tribo Aeschynomeneae, apenas Aeschynomene, Zornia, Stylosanthes e
Arachis tiveram alguma andlise realizada sobre sua embriologia (Prakash, 1987).

Em vista do exposto, as informag6es embrioldgicas existentes podem vir a auxiliar as
propostas sistematicas para a organizacao da familia Leguminosae. Porém, se percebe que 0s
dados embriologicos foram, até o momento, pouco explorados, tendo em vista as grandes
dimensbes da familia e as dificuldades técnicas em analisar as estruturas reprodutoras. O
detalhamento embrioldgico da tribo Aeschynomeneae podera subsidiar as novas organizacdes
que estdo sendo propostas para seus integrantes, bem como reforcar a importancia de estudos

embriologicos para a sistematica e evolugéo.

5 - Objetivos

Tendo em vista 0 escasso conhecimento da embriologia da tribo Aeschynomeneae, as
relacBes imprecisas dentro do género Aeschynomene e possiveis aplicabilidades de A. falcata
e A. sensitiva na agropecuaria, o presente trabalho tem como objetivos:

v' Acrescentar dados sobre a embriologia na tribo Aeschynomeneae.

v Verificar se caracteres embrioldgicos corroboram os indicios de que as duas seccdes do
género Aeschynomene tém origem distinta.

v' Comparar a ontogénese floral, microsporogénese e microgametogénese em duas espécies
de habitats diferenciados: A. falcata, tipica de campos e A. sensitiva, de ambientes

alagados.
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RESUMO

A ontogénese floral de Aeschynomene falcata (seccdo Ochopodium) e Aeschynomene
sensitiva (seccdo Aeschynomene) foi analisada utilizando-se Microscopia Eletronica de
Varredura. O objetivo deste trabalho foi comparar os trés estadios do desenvolvimento floral
dessas espécies considerando: desenvolvimento inicial (surgimento dos 6rgdos), médio
(aumento em tamanho dos 6rgdos e diferenciacdo de sua forma) e final (crescimento final dos
Orgéos e tecidos). A. falcata apresenta iniciacao acropeta dos verticilos, sendo o aparecimento do
carpelo precoce, os demais verticilos apresentam iniciagdo unidirecional abaxial de todos os
orgdos — podendo as petalas terem iniciacdo simultdnea - como observado na maioria das
Papilionoideae. A. falcata apresenta um tubo do calice com 5 dentes, estandarte pubescente,
quilhas aderidas acima e abaixo dos estames, anteras dimorfas, uma sutil aderéncia entre os
conjuntos de estames e estipe extenso com longos tricomas. A. sensitiva apresenta a iniciacao do
carpelo precoce, do célice unidirecional abaxial tendendo a simultanea, das pétalas assimétrico
(1° - duas abaxiais, 2° - uma adaxial e 3° - duas laterais) e, de ambos verticilos de estames,
unidirecional abaxial. Ocorre uma sobreposicdo entre a iniciacdo dos primérdios de estames
antesépalos sobre os de pétalas, onde o primordio abaxial do verticilo de estames surge antes dos
laterais de pétalas. Destaca-se, nesta espécie, a polarizacdo do célice desde o seu surgimento
resultando num calice bipartido, carater compartilhado, na maturidade, com todas as outras
espécies da subtribo Aeschynomeninae, exceto as da sec¢do Ochopodium do género
Aeschynomene. A. sensitiva apresenta calice e estandarte glabros, quilhas efetivamente
fusionadas acima dos estames e estipe curto e glabro. Essas e outras caracteristicas da ontogénese
floral de A. falcata e A. sensitiva corroboram a idéia de que este género ndo seja natural,
possivelmente existindo uma separacdo da seccdo Ochopodium de todo o restante da subtribo

Aeschynomeninae.
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1 - Introducéo

O processo da ontogénese floral é continuo, mas Tucker (1997) padronizou estadios
sucessionais para facilitar os estudos nesta area, os quais serdo empregados neste estudo: 1)
organogénese, 2) estadio médio de diferenciacdo ou, diferenciacdo da forma, e 3)
desenvolvimento floral final, eventos envolvendo diferenciagéo celular. Alguns caracteres dos
estadios iniciais de desenvolvimento podem ser destacados, como a ordem de iniciacdo dos
Orgdos dentro e entre os verticilos, ocorréncia de equaliza¢do dos tamanhos entre membros de
um verticilo e sobreposi¢des heterocronicas na iniciagédo entre verticilos (Tucker & Douglas,
1994). Para a distin¢do entre diversos niveis taxondmicos foi feita uma correlacdo entre o
tempo de expressdo de um carater e o nivel hierdrquico em que ele é considerado
significativo. Os caracteres expressados no inicio do desenvolvimento sdo usualmente
estaveis e caracterizam niveis supragenéricos de hierarquia (subfamilias, tribos), enquanto
estados de carater que surgem tardiamente no desenvolvimento, geralmente caracterizam
géneros ou espécies (Tucker, 1997). O fato de as diferencas entre 0s grupos surgirem apenas
tardiamente no desenvolvimento sugere que estes sejam intimamente relacionados, enquanto
que as diferencas que se manifestam em estadios iniciais do desenvolvimento afastam os
grupos evolutivamente (Tucker, 1984).

A relevancia dos estudos sobre ontogénese floral fica clara quando se verifica que
algumas tendéncias evolutivas s6 ficam aparentes através deste tipo de analise (Tucker,
1989Db; 1992), como na identificacdo de homologias ou convergéncias, resolucdo de questdes
sobre perda de 6rgdos ou homeose (6rgdos aparecendo em lugares errados) e testando-se
distingdes entre géneros, tribos e subfamilias (Tucker, 1992). Muitos trabalhos vém provando
que a aplicacdo deste método em filogenia é eficiente, como o de Mansano et al. (2002), que
demonstra a presenca de caracteres em alguns géneros de Swartzieae, que mais se
assemelham a Sophoreae corroborando a retirada destes géneros da tribo Swartzieae; e o de
Tucker (2002), onde as caracteristicas encontradas nas flores de espécies do género Cercis,
que sdo compartilhadas com as Papilionoideae, surgem apenas no desenvolvimento final da
flor, sugerindo que estas caracteristicas sejam convergéncias entre os grupos. Na subfamilia
Papilionoideae, um importante fator a ser salientado € a ordem de iniciacdo dos 6rgdos de
todos os verticilos florais, predominantemente, do tipo unidirecional abaxial (Tucker 1984;
1997). Entretanto, diversas exce¢des tém sido verificadas, como a iniciacdo radial dos
primdrdios de sepalas e pétalas em Adesmia latifolia (Mogo & Mariath, 1999; 2002) e

unidirecional adaxial (inversa) em sepalas de Adesmia punctata var. hilariana (Moco &
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Mariath, 2001), Adesmia tristis, Adesmia ciliata, Adesmia muricata, Adesmia riograndensis e
Adesmia securigerifolia (Moco, dados ndo publicados) podendo representar apomorfias destes
grupos dentro da subfamilia.

Tucker (1984) pontua a importancia de se estudar taxons representativos em cada
tribo, o que pode elucidar as relagdes entre as tribos e suas distin¢des, entretanto, estudos
sobre as tribos tropicais de Papilionoideae sdo escassos, podendo-se citar os de Amorpha
fruticosa (dado ndo publicado, segundo Tucker & Kantz, 1997), Dalbergia brasiliensis,
Machaerium villosum, Platymiscium floribundum e Pterocarpus rotundifolius (Klitgaard,
1999), A. punctata var. hilariana (Mogo & Mariath, 2001) e A. latifolia (Mogo & Mariath,
1999; Mogo, 2002), o que gera a necessidade de novas investigacGes nestas tribos. Os
resultados ja obtidos por Klitgaard (1999) com a ontogénese floral de espécies da tribo
Dalbergieae reforcam as analises filogenéticas com caracteres moleculares obtidos por Lavin et
al. (2001), sugerindo que esta tribo ndo seja monofilética. No caso da subtribo
Aeschynomeninae, que possui oito géneros, a combinacdo dos dados moleculares e néo-
moleculares sugere que este seria um grupo monofilético muito bem sustentados, se ndo fosse
pela excecdo das especies da seccdo Ochopodium do género Aeschynomene que se mostram
mais relacionadas aos géneros Dalbergia e Machaerium da tribo Dalbergieae que das outras
especies de Aeschynomene e dos outros géneros da subtribo Aeschynomeninae (Lavin et al.,
2001). Estes autores deixam claro que estudos com o clado “dalbergidide”, que inclui as tribos
tropicais Aeschynomeneae, Adesmieae, Dalbergieae (exceto alguns géneros) e Desmodieae
(subtribo Bryinae), sdo imprescindiveis, uma vez que as relacdes entre os membros deste clado
estdo pouco elucidadas até 0 momento.

Baseado no aqui exposto, o presente trabalho tem como principal objetivo colaborar
com novos dados para a filogenia do género Aeschynomene e da subtribo Aeschynomeninae,
através de analises comparativas da ontogénese floral de Aeschynomene falcata e

Aeschynomene sensitiva.
2 - Material e Meétodos

Inflorescéncias de A. falcata e A. sensitiva foram coletadas nos meses de abril e
dezembro do ano de 2003. A coleta de A. falcata realizou-se em populac¢Ges no topo do Morro

da Policia (Figuras 1A, B) e do Morro Santana (ICN 127556 e ICN 127557, respectivamente)
e, a de A. sensitiva, em uma populacdo no Parque Estadual Delta do Jacui, Ilha das Flores -
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Braco Norte (Figuras 2A, B) (ICN 127555), ambas localizadas no municipio de Porto Alegre
no Estado do Rio Grande do Sul, Brasil.

Os éapices de inflorescéncias e botbes em diferentes estadios de desenvolvimento,
foram fixados em FAA 50 (5 partes de formol:5 partes de acido acético:90 partes de etanol
50%) (Johansen, 1940), desidratados em série etilica ascendente e transferidos ao
dimetoximetano (Gersterberger & Leins, 1978), onde permaneceram por 12 horas. O material
foi entdo, seco em aparelho de ponto critico (Balzers CPD 030), aderido a suportes de
aluminio e recoberto com ouro em aparelho metalizador tipo “sputtering” (Balzers SCD 050).

As andlises e eletromicrografias foram realizadas em Microscopio Eletrénico de
Varredura (MEV) Jeol JSM 5800, sob 20 kV, no Centro de Microscopia Eletrénica da UFRGS
(CME).

3 - Resultados

3.1 - Aeschynomene falcata _ Organografia_ A. falcata é uma erva prostrada (Figuras
1C, 4A) e perene. Suas inflorescéncias séo eixos de crescimento indefinido com racemos laterais
axilares de segunda ordem (Figura 1D) com poucas flores (aproximadamente 5) de filotaxia
distica (Figuras 1D-F, 4B, C). Os racemos possuem raquis alongada, tornando a inflorescéncia
maior do que a folha do mesmo n6 (Figura 1D). Os pedicelos florais pubescentes somente se
tornam visiveis com seu alongamento proximo ao momento da antese, elevando as flores mais
velhas acima do nivel do apice da inflorescéncia (Figuras 1 E, 4B, C). Foram observadas galhas
no pedicelo de algumas flores (Figura 1G).

As folhas apresentam estipulas lanceoladas com &pice acuminado, as bracteas estdo
localizadas na base dos pedicelos e sdo mais curtas que as estipulas e bractéolas, o par de
bractéolas persiste ap6s a antese na base de cada flor, estipulas, bracteas e bractéolas sdo
pubescentes (Figuras 4C, D). A flor possui cerca de 7mm de comprimento. As sépalas formam
um tubo 5-partido quase reto, pubescente e verde claro (Figura 11C), seus dentes sdo voltados
abaxialmente, sendo os laterais ligeiramente menores que os demais (Figuras 4C, E). As pétalas
possuem coloracdo amarela clara (Figuras 1D), o estandarte € pubescente na face abaxial
(Figuras 4C, F, 11A, B). As alas foram classificadas segundo Stirton (1981); elas possuem uma
pequena bolsa na auricula, apresentam esculturas na face abaxial que sdo escondidas pelas
pétalas constituintes da quilha; a escultura é superior basal central com 5 fileiras de dobras
lunares, cada uma composta por 5-10 luas (Figuras 4C, G). As pétalas que constituem a quilha

possuem auricula com uma pequena bolsa, ttm uma curvatura de aproximadamente 90 graus
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voltada para o lado adaxial, suas por¢des distais séo levemente aderidas acima dos estames, com
a margem da esquerda sobrepondo a da direita (Figuras 4H, 11D-F), abaixo dos estames também
ocorre uma leve fusdo, parecendo que as margens estdo entrelacadas (Figuras 11G, H). Essas
pétalas, que sdo parcialmente fusionadas, abrigam 0s estames e 0 gineceu em seu interior
(Figuras 4l, 11D). O androceu é diadelfo, formando dois conjuntos de 5 estames com o0s
conjuntos de filetes levemente aderidos adaxialmente (Figuras 4J, 6A, B). A porcédo distal dos
filetes se curva de modo que os estames fiqguem voltados adaxialmente acompanhando o formato
da quilha (Figuras 41, J, 11D). O gineceu apresenta estipe algo alongado com tricomas muito
compridos que chegam a atingir a altura do proprio ovario, o ovario é reto e densamente
pubescente, o estilete é comprido e curvado adaxialmente (Figuras 4K, 10D), terminando num
estigma papiloso (Figura 10C). O fruto é um lomento, com formato de foice, o que da nome a
espécie, com 4 a 8 articulos, geralmente 5, unidos por istmos que deixam uma das margens
com invaginac@es entre os articulos (Figura 4L). O tubo do célice e 0s conjuntos de estames
permanecem apas o inicio do desenvolvimento do fruto.

Organogénese _ O meristema apical da inflorescéncia origina bracteas em filotaxia
distica. Na axila de cada bractea, surge um primdrdio floral e um par de bractéolas
perpendiculares a bractea (Figuras 7A-C). O primdrdio floral, ainda sob forma de domo,
aumenta de volume e, quando atinge cerca de 80um, inicia-se a formac&o do verticilo de sépalas.
(Figura 7C).

O primeiro primordio de sépalas surge na posicéo abaxial mediana do primoérdio floral e
cresce rapidamente, enquanto o primordio floral atinge aproximadamente 100um de didmetro e
adquire simetria bilateral (Figuras 7C, D). O surgimento dos primoérdios laterais de sépalas
precede o surgimento dos primordios adaxiais, caracterizando uma iniciacdo unidirecional
abaxial desse verticilo (Figuras 7D, E). As sépalas adaxiais atingem o tamanho das laterais
(Figuras 7E, F). Os primordios das sépalas desenvolvem mais rapidamente os dentes do calice,
com o tubo ainda inconspicuo nos estadios iniciais (Figuras 8D, 9A).

O primordio floral torna-se nitidamente pentagonal, em cujas arestas sdo iniciados 0s
primordios de pétalas também no sentido unidirecional abaxial quase simultaneo (Figuras 8A-
D). Os primdrdios abaxiais de pétalas sdo iniciados (Figuras 8A, B), logo se tornando bem
delimitados, os laterais e adaxiais surgem em seguida, quase concomitantemente, o que ¢ dificil
de se afirmar devido a alta velocidade deste processo (Figuras 8C, D). Os primdrdios de pétalas
abaxiais e adaxial aumentam em volume mais rapidamente que os laterais que futuramente daréo

origem as alas (Figura 8D). O primordio de carpelo ja pode ser distinto como uma pequena
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elevacdo quando todas as sépalas ja estdo iniciadas e os primérdios abaxiais de pétala séo
observados (Figura 8B). Ele surge no centro do primdrdio floral, formando um domo de
aproximadamente 40um de altura (Figuras 8C, D).

Logo em seguida ao aparecimento dos Gltimos primdrdios de pétalas, o primérdio abaxial
de estame antesépalo ja apresenta tamanho semelhante ao dos primordios abaxiais de pétalas
(Figuras 8E, F). Da-se, entdo, o surgimento dos primordios laterais de estames deste verticilo
seguidos pelos adaxiais (Figuras 8E, F). Neste estadio, o primérdio de carpelo esta mais alto do
lado abaxial, parecendo tombado em direcéo a este, indicando o local do surgimento da fenda
carpelar no lado adaxial (Figuras 8E, F). O calice cobre quase totalmente o primérdio floral em
desenvolvimento, principalmente devido ao crescimento acelerado da sépala abaxial que ja
apresenta iniciacdo de tricomas em sua face dorsal (Figura 9A). A iniciacdo do verticilo
antepétalo de estames sé ocorre ap0s a iniciacdo de todos os primordios do verticilo antesépalo;
também é unidirecional abaxial e tem o primordio adaxial bastante atrasado em seu surgimento
(Figuras 9B-D). Seus primordios localizam-se internamente aos de pétalas, motivo pelo qual
recebem este nome. Durante o desenvolvimento do verticilo antepétalo de estames, a fenda
carpelar torna-se bem visivel, quando o carpelo tem cerca de 70um de altura (Figuras 9B-D).

Estadios médio e final de desenvolvimento _ Quando os primérdios de estame do
verticilo antepétalo sdo iniciados, os primdérdios do verticilo antesépalo apresentam-se maiores
gue os de pétalas e com formato globular (Figuras 9E, F). Quando todos os 6rgdos ja estdo
formados, os primordios de pétalas mostram-se nitidamente achatados, sendo o estandarte mais
largo com o apice tornando-se levemente acuminado (Figuras 9D-H, 10H), no verticilo
antesépalo de estames, os dois primordios adaxiais apresentam-se ligeiramente maiores que 0S
demais o0 que é observado até estadios adiantados do desenvolvimento (Figuras 9E, F). Apos o
crescimento das margens do carpelo de cerca de 220um de altura, a fenda carpelar torna-se bem
delimitada estando, em geral, perpendicular ao estandarte ou ao eixo (Figuras 9F, G), mas em
algumas flores, torna-se obliqua ao eixo (Figura 9E). Neste momento, todas as sépalas
apresentam seu apice acuminado e tricomas em sua face dorsal, o tubo do célice comeca a ser
formado pelo crescimento intercalar na base das sepalas (Figuras 10E, F).

A porcdo distal dos primoérdios de estame do verticilo antesépalo aumenta em didmetro
(Figura 9F). As pétalas crescem apenas tangencialmente e tornam-se levemente concavas na face
dorsal (Figura 9G). Num estadio seguinte, quando os estames antesépalos possuem cerca de
80um de altura observa-se a iniciagdo dos microsporangios com a formacéo de um sulco ventral,

gue separa as tecas, e de dois laterais, as futuras linhas de deiscéncia que delimitam cada

22



esporangio (Figuras 9G-I). Estes estames crescem em volume e altura, enquanto o verticilo
antepétalo de estames parece estacionar seu crescimento e as pétalas apenas ampliam-se
lateralmente (Figuras 9G-1). As margens do carpelo ja estdo totalmente fundidas quando este tem
aproximadamente 320um de altura (Figura 10A). Os momentos iniciais do surgimento dos
microsporangios dos estames do verticilo antepétalo ndo sdo bem visualizados, pois estes estdo
encobertos pelo verticilo antesépalo de estames — quando vistos de cima - e pelas pétalas —
dorsalmente (Figuras 9H, I). Os microsporangios destes estames sdo formados quando eles
possuem menos de 120um (Figuras 10G, H). As pétalas adquirem apice acuminado e séo
menores que os estames do verticilo antepétalo (Figura 10H). As pétalas, entdo, retomam seu
crescimento, atingindo rapidamente o tamanho dos estames antesépalos e o0 estandarte se torna
conspicuo devido a presenca de inimeros tricomas na face abaxial (Figuras 11A, B). Um sulco
dorsal conspicuo passa a ser observado nas anteras dos estames antesépalos (Figura 11B). No
carpelo, observa-se o inicio da formacdo do estilete (Figuras 10B, 11A, B) e, inicialmente,
apresenta tricomas na regido do feixe dorsal e da sutura, que depois surgem em toda a sua
extensdo (Figuras 10B, D, 12A, C-E). Os longos tricomas do estipe surgem na base do ovario
antes mesmo do estipe estar aparente (Figura 10B). O ovério curva-se levemente e sua face
dorsal se apresenta convexa (Figura 10D).

Através do crescimento diferencial do receptaculo os dois verticilos de estames ficam
localizados em uma mesma fileira parecendo fazer parte de um so verticilo (Figura 12A), a base
dos filetes se dilatam e se fundem como resultado de crescimento intercalar (Figuras 12B, C). O
androceu torna-se diadelfo e, na maioria dos casos, forma um grupo de estames a direita ao qual
0 estame abaxial do verticilo externo pertence e a esquerda ao qual pertence o estame adaxial do
verticilo interno, os demais estames (que possuem numero par) dividem-se igualmente para cada
lado, resultando em dois conjuntos de cinco estames (Figuras 12B-F). Os estames impares ainda
podem assumir os lados contrarios dos blocos de estames sendo esta uma caracteristica flexivel.
No verticilo antesépalo de estames as anteras sdo basifixas e, no antepétalo sdo levemente
dorsifixas (Figuras 12A-E), 0 que caracteriza um dimorfismo nos estames desta espécie.

O célice permanece com a simetria bilateral, com lobos livres voltados abaxialmente,
sendo os laterais um pouco menores que os demais, formando um tubo reto que cobre toda a
corola pelo crescimento intercalar das sépalas (Figuras 4B, 10E, F, 11C). Com a rapida expansao
da corola antes da antese, ela se torna bem mais alta que o célice e com uma aderéncia entre as
quilhas em sua porcdo distal (Figuras 4C, 11D). Na maturidade, anteras e estigma estdo

préximos, podendo-se encontrar grdos de polen em contato com o estigma devido ao estreito
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tubo formado pelas quilhas (Figuras 41, J). Os tricomas do estipe assumem um comprimento
ainda maior (Figuras 12C, E, F).

3.2 - Aeschynomene sensitiva _ Organografia _ A. sensitiva € um arbusto de até 4m de
altura, nigrescente e densamente hispiduloso, glabro nas partes inferiores (Figuras 2C, 5A). Suas
inflorescéncias sdo eixos de crescimento indefinido, com ramificagfes de segunda ordem
também indefinidas que formam racemos laterais axilares de terceira ordem (Figuras 2D-F, 3A,
C, D, 5A, B), com 8-12 flores de filotaxia subdistica (Figura 13D). Um elevado ndmero de
afidios foi encontrado nas inflorescéncias (Figuras 3C, E).

O 4pice do racemo lateral origina uma bréactea (Figura 13A) que protegera, em sua axila,
o primdrdio floral, oval e convexo (Figuras 13B, C). Segue o surgimento de bractéolas
ortogonais a bractea, mas ligeiramente inclinadas para o eixo da inflorescéncia (Figuras 13A, E).
A propria iniciacdo das bractéolas ja torna o primordio floral zigomérfico. O peddnculo e o0s
pedicelos sdo curtos e se alongam com o amadurecimento floral e do fruto (Figuras 3A, C, D,
5B, 13D).

As estipulas sdo peltadas, isto €, apendiculadas abaixo do ponto de inser¢do, com apice
acuminado e segmento inferior truncado, as bracteas sdo semelhantes as estipulas e também
parecem ser peltadas, estando presentes nas bases dos pedicelos (Figura 5D). Bracteas e
bractéolas parecem persistentes pelo menos até 0 momento da antese (Figuras 3B, 5B, C). A flor
possui cerca de 7mm de comprimento (Figuras 3B, 5C). As flores apresentam calice bipartido
(Figuras 3B, F, 5C, E) e glabro (Figuras 3B, 5C, E, 17A, B) tornando-se reflexo pouco antes da
antese (Figuras 5B, C, E). O célice é persistente ap6s o inicio do desenvolvimento do fruto. A
corola € amarelo ouro (Figuras 2D, E), o estandarte é fortemente reflexo e de consisténcia firme
(Figuras 2E, 3A, 5C, F), hispido apenas em suas bordas (Figura 5F), assim como as alas (Figura
5G). A alas possuem uma pequena bolsa na auricula, apresentam esculturas expostas, a escultura
é superior central distal com 8 fileiras de dobras lunares cada uma composta por 5-8 luas
(Figuras 5C, G). As pétalas que formam a quilha sdo fusionadas na porcao distal, elas se
expandem cobrindo o tubo de estames e o gineceu (Figuras 5H, I, 17H, 1), mas ndo possuem o
alongamento conspicuo em direcdo a face adaxial (Figura 5H) observado em A. falcata (Figura
4H), o que ndo permite a formacdo de uma cadmara que cubra totalmente estames e carpelo,
embora os grdos de polen também sejam armazenados na cavidade interna da quilha (Figuras 5I,
17H, 1). O androceu é diadelfo, formando dois conjuntos de 5 estames cada bastante curvados
adaxialmente, ndo existe nenhum tipo de aderéncia entre os filetes dos dois conjuntos distintos
(Figura 5J). O ovério ¢é curvo, em forma de C, voltado adaxialmente, apresenta estipe curto e

glabro, o ovario compde a maior parte do gineceu, é hispido nas regifes da nervura dorsal e
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sutura, expandindo-se para as laterais, o estilete é curto terminando num estigma papiloso
(Figuras 5K, 16C, E). O fruto € um lomento nigrescente com 4-12 articulos unidos por septos
transversais que deixam as margens do fruto paralelas (Figuras 2F, 5L). Calice e conjuntos de
filetes permanecem durante o inicio do desenvolvimento do fruto (Figura 3A).

Organogénese _ O primordio floral emite duas bractéolas ortogonais a bractea (Figura
13E). As bractéolas, primeiro produto do apice floral, logo adquirem apices acuminados e o
primérdio floral cresce em altura e largura tornando-se mais arredondado (Figuras 13E, F). Uma
depressao ao redor do primdrdio floral de aproximadamente 130um de diametro, evidencia o
surgimento do primérdio abaxial de sépala (Figuras 13E, F). Os dois primordios laterais de
sépalas surgem logo ap6s o abaxial e convergem com este formando uma crista continua no lado
abaxial do primordio floral (Figuras 13E-1). Posteriormente, evidenciam-se as projeces dos
primérdios adaxiais, nos quais a por¢do mais conspicua é o ponto entre os dois primordios que
na realidade demonstra sua fusdo precoce (Figuras 13G-1). O primérdio floral torna-se alongado
perpendicularmente ao eixo da inflorescéncia e polarizado, com cerca de160um de comprimento
no sentido abaxial-adaxial e, 115um lateralmente (Figuras 13H, 1), tendo um lobo abaxial do
calice com trés primordios de sépalas fusionados e um adaxial, com dois primérdios fusionados.
Caracterizando, j& nesta fase inicial, um célice bipartido e zigomdrfico (Figura 14). A iniciacdo
do calice caracteriza-se como unidirecional abaxial, embora se considerado que as sépalas
laterais surgem quase concomitantemente a abaxial este padrdo poderia ser uma tendéncia ao
tipo simultaneo. E importante notar a conspicua convexidade e maior crescimento do primérdio
floral em altura (Figuras 13H, I, 14A-F) quando comparado a A. falcata, que neste estadio
apresenta o primordio praticamente plano (Figuras 8A-F).

Antes da completa iniciacdo dos primérdios de sépalas adaxiais, j& sdo nitidamente
visiveis os primdrdios de pétalas abaxiais (Figuras 13H, ), apresentando uma pequena
sobreposicdo em relacdo ao verticilo de sépalas. Surge, a seguir, 0 primordio de pétala adaxial, 0
futuro estandarte (Figuras 14A-C). Ap0s este estadio o carpelo ja pode ser distinguido como um
pequeno domo de 40um de altura, diferenciando-se no centro do primordio floral (Figuras 14A-
D). A iniciacdo do primdérdio abaxial de estame do verticilo antesépalo é quase concomitante a
dos primérdios laterais que, por sua vez, surgem a0 mesmo tempo em que 0s primoérdios laterais
de pétalas (Figuras 14D, E), ocorrendo uma sobreposicdo entre o surgimento das pétalas e do
verticilo antesépalo de estames. Posteriormente, observa-se o0 aparecimento dos primdrdios
adaxiais desse verticilo de estames (Figura 14F). A iniciacdo dos primordios de pétalas €

classificada como assimétrica (1° - abaxiais, 2° - adaxial e 3° - laterais) e a do verticilo
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antesepalo de estames unidirecional abaxial. O carpelo aumenta em volume, ocupando um maior
espaco no centro do primordio floral e mostra-se mais alto do lado abaxial (Figuras 14E, F).

As sepalas abaxial e adaxiais aparecem com &pice acuminado, o estandarte ja se mostra
maior que as demais pétalas e o carpelo mostra a delimitacdo da regido de sua fenda (Figuras
14G, H). O préximo evento € o surgimento do verticilo antepétalo de estames, que também é
unidirecional abaxial, com o primdrdio adaxial bastante atrasado em seu surgimento (Figuras
14H, 1). Os primordios de estames do verticilo antesépalo ja apresentam a mesma altura dos de
pétalas e a fenda carpelar torna-se aparente quando o carpelo possui entre 60-75um de altura
(Figuras 14H, 1).

Estadios médio e final de desenvolvimento _ Com a organogénese concluida, todas as
pétalas encontram-se achatadas dorsiventralmente sendo ultrapassadas em tamanho pelos
estames do verticilo antesépalo (globulares), as alas comecam a se voltar para o lado abaxial
aproximando-se das pétalas abaxiais que irdo compor a quilha (Figuras 15A, B). As margens do
carpelo j& estdo bem proximas umas das outras quando este possui cerca de 130um de altura
(Figuras 15A-C). Em algumas flores, o crescimento diferencial entre as margens do carpelo faz
com que a fenda seja obliqua em relacdo ao eixo da inflorescéncia (Figura 15G). Num estadio
seguinte, o estandarte ja se alargou bastante (Figuras 15E, G), os estames do verticilo antesépalo
tém cerca de 80um de altura quando se tornam claviformes (Figuras 15A, C), 130um quando
fica clara a iniciagdo dos microsporangios (Figuras 15B, D) e 200um quando as anteras estao
completamente formadas (Figura 15E). Os verticilos de pétalas crescem tangencialmente e as
alas tornam-se ainda mais voltadas para o lado abaxial (Figuras 15E, H), o estandarte ja
apresenta apice acuminado (Figura 15E). Os filetes dos estames do verticilo antesépalo alongam-
se e 0s sulcos ventrais e dorsais que delimitam as tecas de uma antera ficam evidentes, sendo
seguidos pelos laterais (Figuras 15F-H). A formacdo das anteras dos estames do verticilo
antepétalo ndo pode ser bem acompanhada devido a posicdo protegida deste verticilo atras das
pétalas e das anteras dos estames antesepelos, entretanto parece que a formagdo dos
microsporangios se da antes mesmo da diferenciacdo de um filete (Figuras 15E, 16A) e com
aproximadamente 170um de altura as anteras deste verticilo estdo totalmente formadas (Figura
15F). No verticilo antesepalo, observa-se entdo, o aparecimento de um sulco dorsal que delimita
as tecas (Figuras 151, 17C). As margens do carpelo crescem ficando adjacentes (Figuras 15G-I,
16A) e, quando ele tem cerca de 500um de altura, estd totalmente fechado pela unido de suas

margens (Figura 16B).
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O lobo abaxial do calice sobrepde o adaxial e existe uma curta regido fusionada na base
dos dois lobos (Figuras 151, 17A), além de trés pequenos dentes no lobo abaxial e dois no
adaxial, mostrando a disposicdo das sépalas no tubo do célice (Figura 17B). As quilhas sdo
fusionadas nos dois tergos superiores por crescimento e fusdo de células marginais de uma pétala
sobre a outra antes mesmo de sua curvatura (Figuras 17E-J), as alas ja sobrepdem as quilhas
(Figuras 17C-E) e o estandarte é hispido em suas margens (Figura 17C). A formag&o do estilete é
iniciada e o carpelo torna-se convexo em sua face abaxial/dorsal (Figuras 16C, 18A, B). Durante
0 desenvolvimento do estigma ele parece algo macico com um pequeno orificio central, as
papilas se desenvolvem mais rapidamente na face dorsal (Figuras 16D, E). Devido ao estigma
estar coberto por uma massa de pdlen no seu estddio maduro ndo foi possivel observar se ele
desenvolve papilas em toda sua extensdo e se permanece macico (Figuras 16F, G).

As anteras de ambos verticilos de estames séo dorsifixas (Figuras 18A-E). Os dois blocos
de estames séo formados da mesma maneira que em A. falcata, o androceu torna-se diadelfo, o
estame abaxial do verticilo externo demora mais a se fusionar aos outros (Figuras 18B, D), bem
como as bases fundidas dos filetes demoram mais a se expandir do que em A. falcata (Figuras
18A-E). O fusionamento dos estames e o alongamento do carpelo sdo tardios nessa espécie
(Figuras 18A-E). Os estames encurvam-se precocemente em dire¢do ao lado adaxial da flor e
toda a sua extensdo torna-se curva (Figuras 18A, 5J). Os estames na flor madura localizam-se
bastante préximos do estigma (Figuras 51, J, 171). Um fusionamento discreto entre as bases do
calice, corola e tubo de estames foi observado (Figura 3F) podendo representar a presenca de um
hipanto residual.
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Figura 1: A. falcata. A, B: Local de coleta - campo no topo do Morro da Policia-Porto Alegre. C:
Habito - erva prostrada . D: Aspecto do ramo de A. falcata com flores e frutos. As setas
apontam a raquis da inflorescéncia maior que a folha. E, F: Aspecto geral da inflorescéncia.
As setas pretas indicam os botdes mais velhos e as brancas os mais jovens com o apice da
inflorescéncia. G: Galha floral de A. falcata. A seta preta indica as bractéolas da flor. E: Barra =
2mm. F, G: Barras = 1mm.



Figura 2: A. sensitiva. A, B: Local de coleta - banhado na llha das Flores-Porto Alegre. C:
Arbusto de A. sensitiva apontado pelas setas. D, E: Inflorescéncias com flores amarelo ouro
(setas). D: As elipses circundam inflorescéncias de segunda ordem. F: Ramo com fruto. I1:
eixo da inflorescéncia de primeira ordem; |12: eixo da inflorescéncia de segunda ordem.



Figura 3: Inflorescéncias, flores e afidios parasitas de A. sensitiva. A: Duas inflorescéncias
de terceira ordem podem ser observadas . A seta verde aponta o apice da inflorescéncia
de segunda ordem com uma inflorescéncia de terceira ordem sendo iniciada. B: Bot&o
floral. C, D: Folhas da inflorescéncia de segunda ordem com inflorescéncias de terceira
ordem recém formadas em suas axilas. Os pedunculos das inflorescéncias de terceira
ordem ainda s&o curtos e o meristema apical da inflorescéncia de segunda ordem n&o
pode ser visualizado. As setas apontam afideos. E: Afideos encontrados nas
inflorescéncias. F:Face interna do calice, com um pequeno hipanto aparente (setas). abl:
lobo abaxial do calice; adl: lobo adaxial do calice; b: bractéola; et: estipula; FI:
folha/primérdio foliar; 12: apice da inflorescéncia de segunda ordem; 13: inflorescéncias de
terceiraordem. A: Barra=6mm. B: Barra=1,5mm. C, D: Barras =2mm. E: Barra=1mm. F:
Barra=2,5mm.



Figura 4: Habito, flor e fruto de A. falcata. A: Habito-erva prostrada (retirado de Oliveira,
2002). B, C: Inflorescéncia racemosa, pedicelos mais altos que o eixo da inflorescéncia. D:
Bractéola, bractea e estipula ndo peltadas, da esquerda para a direita. E: Tubo do calice com
5 dentes. F: Face abaxial do estandarte pubescente e ténue. G: Face abaxial da ala com
escultura superior basal-central. H: Face abaxial de uma das pétalas que constituem a quilha.
I: Tubo de estames dentro da quilha, com pétalas aderidas acima e abaixo dos estames. J:
Um dos lados do tubo de estames, com 5 filetes fusionados. K: Gineceu com estipe e ovario
pubescentes e estilete comprido. L: Fruto falcado com articulos separados por istmos. A:
Barra=1,92cm. B: Barra=1cm. C: Barra =0,25cm. D: Barras = 0,1cm. E-K: Barras = 0,25cm.
L:Barra=0,5cm.



Figura 5: Habito, flor e fruto de A. sensitiva. A: Parte da planta (retirado de Oliveira, 2002). B:
Inflorescéncias racemosas de terceira ordem na axila das folhas . C: Flor aberta com calice
bilabiado reflexo, estandarte reflexo e esculturas das alas aparentes. D: Bractéola, bractea e
estipula da esquerda para a direita, bracteas e estipulas peltadas. E: Vista dorsal do calice
bilabiado com trés dentes muito sutis no lobo abaxial e dois no adaxial. F: Face abaxial do
estandarte bastante reflexo e glabro. G: Face abaxial da ala com esculturas superiores-
centrais-distais. H: Face abaxial de uma das pétalas que constituem a quilha. |: Tubo de
estames aderido ao receptaculo e dentro da quilha, que possui pétalas fusionadas acima
deles. J: Um dos lados do tubo de estames com 5 filetes fusionados, separagao abaxial e
adaxial aparentes. K: Gineceu com ovario hispido e muito curvo, estilete curto. L: Fruto com
articulos unidos por septos transversais. A: Barra=1,8cm. B, C: Barras = 0,25cm. D:Barra =
0,1cm. E-l: Barras =0,25cm. J: Barra=0,1cm. K: Barra=0,2cm. L: Barra=0,5cm.



Figura 6: Esquema do tubo estaminal de A. falcata. A: Lado
ventral/adaxial do tubo. As setas apontam a regiao de adeséo na
porcdo média dos dois conjuntos de estames. Gineceu né&o
representado. B: Lado dorsal/abaxial do tubo, néo existe fusédo entre
os conjuntos de estames.



Figura 7: Origem do primordio floral e sépalas em A. falcata. A: Apice da inflorescéncia com
bractea e primoérdio floral com bractéolas. B: Apice da inflorescéncia originando primaédio
floral globular na axila de uma bractea ao lado de um primérdio floral mais desenvolvido. C:
Primdrdio floral globular iniciando o primérdio de sépala abaxial mediano. D: Primérdio floral
achatado com a sépala abaxial mediana presente. As setas indicam a iniciacdo dos
primordios de sépalas laterais e as pontas de seta indicam arestas adaxiais no meristema,
onde surgirdo as sépalas adaxiais. E: As setas indicam os primodios de sépalas adaxiais
sendo iniciados, os laterais ja estdo conspicuos. F: Todas as sépalas ja estao presentes e o
primérdio floral permanece achatado. b: bractéola; B: bractea; F: primérdio floral-os
numeros apos o F indicam o primordio mais velho e o mais jovem; |: apice da inflorescéncia; S
e S1: sépala abaxial mediana; S2: sépalas laterais; S3: sépalas adaxiais. O asterisco indica a
o lado ventral/adaxial ou o eixo dainflorescéncia. Barras = 20um.
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Figura 8: Desenvolvimento de pétalas, carpelo e verticilo antesépalo de estames
em A. falcata. A: A sépala abaxial mediana foi quebrada para a observacao da
iniciagao dos primérdios de pétalas abaxiais (pontas de seta). B: Iniciacao dos
primoérdios de pétalas abaxiais (pontas de seta) e uma sutil elevagao no centro do
primérdio floral que originara o carpelo. C: Todos os primérdios de pétalas estao
presentes (setas) e o carpelo apresenta-se proeminente no centro meristema. D:
A sépala abaxial foi retirada para uma melhor visualizagao do primérdio floral. Os
primordios de pétalas aumentaram em volume e os laterais tém crescimento
retardado em relagdo aos demais. E e F: Algumas sépalas foram retiradas para
uma melhor visualizagcdo do primérdio. Os primérdios de estames abaxial e
laterais do verticilo antesépalo ja estdo presentes e os adaxiais estdo sendo
iniciados (setas), o carpelo € mais alto na face abaxial. A1: estame abaxial do
verticilo antesépalo; A2: estames laterais do verticilo antesépalo; C: carpelo; F:
primérdio floral; P1: pétalas abaxiais; P2: pétalas laterais; P3: pétala adaxial; S1:
sépala abaxial mediana; S2: sépalas laterais; S3: sépalas adaxiais. O asterisco
indica a o lado ventral ou o eixo dainflorescéncia. Barras = 20um.



Figura 9: Desenvolvimento do verticilo antepétalo de estames e anteras do verticilo
antesépalo de A. falcata. A: Verticilo de sépalas cobrindo quase todo o primoérdio floral,
tricomas sendo formados na face dorsal da sépala abaxial. B: Iniciacao dos estames abaxiais
do verticilo antepétalo (setas de ponta aberta). Fenda carpelar conspicua (seta de ponta
fechada). C: Iniciagao dos estames laterais do verticilo antepétalo (setas). D: Iniciagéo do
estame adaxial do verticilo antepétalo (seta). E: Estames do verticilo antesépalo com porgao
distal dilatada. Primérdio floral completo, as margens do carpelo quase se tocam. Fenda
carpelar obliqua. F: Estames adaxiais do verticilo antesépalo maiores que os demais. G e H:
Pétalas achatadas e convexas na face dorsal, fusdo das margens do carpelo (ponta de seta)
e estames do verticilo antesépalo com filete e anteras diferenciados. A seta aponta um
primérdio de estame do verticilo antepétalo. |: A seta aponta o sulco ventral na antera que
delimita as tecas e as cabecas de seta apontam sulcos laterais que separam os
microsporangios e indicam o local da deiscéncia. al: estames abaxiais do verticilo
antepétalo; a2: estames laterais do verticilo antepétalo; a3: estame adaxial do verticilo
antepétalo; A: estames do verticilo antesépalo; Al: alas; C: carpelo; E: estandarte; P: pétalas;
Q: pétalas que constituem a quilha; S1: sépala abaxial mediana; S2: sépalas laterais; S3:
sépalas adaxiais. Barras = 30um.



Figura 10: Desenvolvimento do caélice, corola, estames e carpelo de A. falcata. A: A
ponta de seta indica a regido de sutura do carpelo. Pétalas expandidas lateralmente. B:
Inicio do desenvolvimento do estilete e do estigma, tricomas do estipe (apontados pelo
Y) crescem rapidamente antes mesmo de este se alongar. C: Estigma papiloso. D:
Gineceu durante a antese. Tricomas do estipe apontados pelo Y. E, F: Todas as sépalas
ja apresentam tricomas, sendo bem distintas uma da outra em E. G e H: Pétalas
achatadas e convexas na face dorsal, o estandarte possui apice acuminado, os
estames do verticilo antepétalo com filete e anteras diferenciados. Al: alas; E:
estandarte; et: estipe; O: ovario; S1: sépala abaxial mediana; S2: sépalas laterais; sg:
estigma; stl: estilete. A, C: Barras =30um. B, E-H: Barras = 100um. D: Barra =500um.



Figura 11: Calice e corola de A. falcata. A: Estandarte pubescente na face abaxial, estigma ja
aparente. B: Anteras do verticilo antesépalo totalmente desenvolvidas com as setas
apontando os sulcos dorsal e ventral e as pontas de seta os sulcos laterais. Ja se pode
perceber uma ala sobrepondo uma pétala da quilha. C: Tubo do calice bem desenvolvido com
tricomas predominantemente nos dentes. Os dentes das sépalas laterais sdo os menores. D:
Calice aparente e pétalas que constituem a quilha fusionadas acima e abaixo dos estames,
envolvendo-os. E: Adesao entre as pétalas que constituem a quilha acima dos estames. F:
Detalhe de E. A seta aponta o local da adesao que constitui apenas uma sobreposicio entre
as margens das pétalas. G e H: Unido das pétalas que formam a quilha abaixo dos estames. A
seta aponta um entrelagamento das margens das pétalas. Ab: lado abaxial da flor; Al: alas;
E: estandarte; Q: pétalas que constituem a quilha; S1: sépala abaxial mediana; S2: sépalas
laterais; S3: sépalas adaxiais; sg: estigma; TC: tubo do calice. A, B, F, H: Barras = 200um. C-
E, G: Barras =500um.



Figura 12: Fusionamento dos estames de A. falcata. A-C: Crescimento intercalar da base
dos filetes. A: A cabeca de seta aponta uma base de filete dilatada. A seta aponta a
abertura adaxial . B: A seta aponta a abertura adaxial. C: A seta aponta a abertura abaxial.
O Y indica os tricomas do estipe. Figuras D-F: Filetes com as bases conspicuamente
fusionadas. As setas apontam as aberturas abaxial e adaxial. O Y indica os tricomas do
estipe. a: estames do verticilo antepétalo; A: estames do verticilo antesépalo; Ab: lado
abaxial daflor; Ad: lado adaxial da flor; sg: estigma; stl: estilete. A, B: Barras = 100um. C-F:
Barras =200um.



Figura 13: Inflorescéncia, desenvolvimento do promordio floral e sépalas em A. sensitiva. A:
Primérdio floral com bractéolas e apice da inflorescéncia originando uma bractea. B:
Primardio floral, na axila de uma bractea, com forma oval convexa. O apice da inflorescéncia
origina um novo primoérdio floral alongado (seta) na axila de outra bractea. C: Primérdio floral
com bractéolas e apice da inflorescéncia originando um outro primérdio alongado (seta) na
axila de uma bractea. D: Inflorescéncia com flores de filotaxia sub-distica, as flores estdo em
estadios sucessionais do desenvolvimento. E: Primérdio floral globular convexo originando a
sépala abaxial mediana (seta) e as sépalas laterais (ponta de seta) que formam uma crista no
lado abaxial do primérdio. F: Primoérdio floral com sépala abaxial mediana bem delimitada por
um sulco (seta). G-I: Iniciagao dos primordios de sépalas adaxiais (setas). O primoérdio floral
alonga-se no sentido dorso-ventral tornando-se polarizado. Iniciagdo dos primérdios
abaxiais de pétalas (pontas de seta). B: bractea; b: bractéola; F: primérdio floral, os nUmeros
apos o F mostram quais os primérdios florais mais velhos e mais jovens; I13: apice da
inflorescéncia de terceira ordem; S1: sépala abaxial mediana; S2: sépalas laterais. O
asteriscoindica a o lado ventral ou o eixo dainflorescéncia. Barras = 30um.



Figura 14: Desenvolvimento de pétalas, estames e carpelo em A. sensitiva. A, B: Vista lateral
do primdrdio floral. Fica nitida a tendéncia de formacgao de dois lobos no calice pela presenca
de um espacgo (seta) entre as sépalas laterais e adaxiais. Pétalas abaxiais e adaxial ja
iniciadas. Uma sutil elevacao no centro do primardio floral indica a iniciacdo do carpelo. C:
Mesmo primordio da figura B, porém em vista frontal. D: Calice bem desenvolvido com lobos
abaxial e adaxial distintos. Iniciagéo das pétalas laterais (setas) e do estame abaxial do
verticilo antesépalo (ponta de seta). E: Carpelo muito proeminente. Estame abaxial do
verticilo antesépalo presente. Iniciagcdo de pétalas laterais e estames laterais do verticilo
antesépalo concomitante (setas). F: Iniciagao dos estames adaxiais do verticilo antesépalo
(setas). G: Verticilo antesépalo de estames completo, estandarte diferenciando-se das
demais pétalas e apices das sépalas tornando-se acuminados, lobos do calice conspicuos.
H: Iniciacdo dos estames abaxiais e laterais do verticilo antepétalo de estames (setas
brancas). Formagao da fenda carpelar (seta preta). I: Iniciagao do estame adaxial do verticilo
antepétalo (seta branca). a1: estames abaxiais do verticilo antepétalo; a2: estames laterais
do verticilo antepétalo; A: estames do verticilo antesépalo; A1: estame abaxial do verticilo
antesépalo; A2: estames laterais do verticilo antesépalo; A3: estames adaxiais do verticilo
antesépalo; C: carpelo; E: estandarte; P: pétalas; P1: pétalas abaxiais; P2: pétala adaxial; P3:
pétalas laterais; S1: sépala abaxial mediana; S2: sépalas laterais; S3: sépalas adaxiais. O
asteriscoindica a o lado ventral ou o eixo da inflorescéncia. Barras = 30um.



Figura 15: Desenvolvimento de pétalas, estames e carpelo de A. sensitiva. As sépalas foram
retiradas para uma melhor visualizagdo das demais pegas florais. A: Primérdio floral
completo; as margens do carpelo quase se tocam. As alas ficam muito inclinadas para o lado
abaxial. B: O estandarte fica achatado e mais largo que as demais pétalas, a porgao distal dos
estames do verticilo antesépalo se dilata indicando a formacgao das anteras. C: Vista lateral de
um primérdio floral no mesmo estadio do da figura A. D: Filete e antera dos estames do
verticilo antesépalo distintos. E:Alas fortemente inclinadas para o lado abaxial e o estandarte
muito largo com seu apice acuminado. Estames do verticilo antepétalo aparentes devido a
inclinagédo da ala. F: Estames do verticilo antepétalo com antera e filetes totalmente
diferenciados. G e H: Fusdo das margens do carpelo e formagao de um sulco ventral que
delimita as tecas (seta preta) e de sulcos laterais que separam os microsporangios e indicam
o local da deiscéncia (seta de contorno branco). G: Fenda carpelar obliqua. I: Além do sulco
ventral, também pode ser observado um sulco na regiao dorsal da antera (setas pretas) e os
sulcos laterais (setas de contorno branco) . Lobo abaxial do calice sobrepondo o adaxial. a:
estames do verticilo antepétalo; A: estames do verticilo antesépalo; Abl: lobo abaxial do calice;
Adl: lobo adaxial do calice; Al: alas; E: estandarte; f : filete; Q: pétalas que irdo constituir a
quilha. Barras = 100um.



Figura 16: Fechamento do carpelo e desenvolvimento do estigma de A. sensitiva. A: Fenda
carpelar comecando a se fechar. Estame do verticilo antepétalo parece desenvolver os
microsporangios antes mesmo de diferenciar o filete. B: Margens do carpelo totalmente
fundidas e estame do verticilo antepétalo totalmente desenvolvido. C: Gineceu muito curvo
com estipe e estilete curtos e ovario hispiduloso. D, E: Desenvolvimento das papilas
estigmaticas, estigma quase macico, observar o pequeno orificio. F, G: Estigma de flor ja
polinizada, a massa de pélen impede a visualizagao das papilas estigmaticas na maturidade.
a: estames do verticilo antepétalo; A: estames do verticilo antesépalo; et: estipe; O: ovario;
Sg: estigma; Stl: estilete. A, B: Barras =100um. C: Barra=500um. D-G: Barras = 20um.



Figura 17: Célice e corola de A. sensitiva. A: Vista lateral do bot&o, o lobo abaxial do calice
sobrepde o adaxial, uma discreta unido na base pode ser distinta. B: Os dentes do calice, que
representam a localizagédo das sépalas, estdo visiveis. C: Estandarte com margens
hispidulas, uma das alas esta sobrepondo uma das pétalas que formara a quilha. Todos os
sulcos das anteras ja estao presentes, sulcos ventral e dorsal (setas de contorno branco) e
sulcos laterais (setas pretas). D: As alas sobrepde as pétalas da quilha que ja estao fundidas
antes mesmo de se curvarem sobre o estames. E: Alas com margens hispidulas. A seta
aponta a regido de fusionamento das pétalas que vao compor a quilha. F, G: Detalhes da
figura E. F: Grumos de células de uma das margens da pétala que compde a quilha crescendo
sobre a margem da outra pétala (seta). G: A seta aponta uma regiao efetivamente fusionada
das margens das pétalas que formam a quilha. H: Visualiza-se a extensao da quilha ja com as
pétalas fusionadas. I: Quilha sobrepondo os estames e o gineceu. Quase nao ha
fusionamento abaixo dos estames. J: Detalhe da regido fusionada das pétalas da quilha. A:
estame com antera apods a deiscéncia; Abl: lobo abaxial do calice; Adl: lobo adaxial do calice;
Al: alas; C: carpelo; E: estandarte; Q: pétalas constituintes da quilha; Sg: estigma. A, C-E:
Barras =200um. B, F, G: Barras = 30um. H-J: Barras = 500um.




Figura 18: Fusao dos filetes de A. sensitiva. A-C: Crescimento intercalar da base dos filetes.
A, C: Os estames ja estao claramente encurvados para o lado adaxial da flor. B: O estame
abaxial do verticilo antesépalo demora mais a se fusionar aos demais. D, E: Filetes com as
bases nitidamente fusionadas. a: estames do verticilo antepétalo; A: estames do verticilo
antesépalo; Ab: lado abaxial da flor; Ad: lado adaxial da flor. Barras = 200um.



4 - Discussdo

Em Leguminosae, o tipo basico de inflorescéncia é o racemo, mas mudancas
evolutivas levaram a pseudoracemos em cinco tribos de Papilionoideae e cimosas em alguns
grupos (Tucker, 1999). As espécies de Aeschynomene analisadas neste trabalho apresentam
um padrdo homoteético de desenvolvimento da inflorescéncia, segundo os conceitos de Troll
(Weberling, 1989), onde o eixo principal ou de primeira ordem ndo forma racemo terminal,
permanecendo com crescimento vegetativo. Além disso, as espécies diferem por formar
racemos laterais de segunda ordem em A. falcata e de terceira ordem em A. sensitiva. A
observacdo do desenvolvimento de ramos de ordens sucessivas de Trifolium pratense mostra
que o numero de inflorescéncias depende da longevidade e vigor do ramo floral principal
(Picklum, 1954). Em A. falcata, a raquis e os pedicelos alongam-se bastante durante a
maturacdo das flores, o que favorece que elas sejam vistas pelos polinizadores, ja que as
plantas sdo rasteiras e geralmente encontradas sob gramineas (Figuras 1A-C). Em A. sensitiva,
a medida que o eixo de uma inflorescéncia se alonga, a sua folha axilar cresce e fica nitida a
distingéo entre as inflorescéncias de terceira ordem.

As flores das duas espécies estudadas sao tipicas de Leguminosas: pentdmeras, com 21
partes em verticilos alternados: 5 sepalas, 5 pétalas, 10 estames em dois verticilos, um externo
ou antesépalo e outro interno ou antepétalo e um Unico carpelo central. O papel de protecdo da
flor é assumido por diferentes estruturas em diferentes estadios de seu desenvolvimento:
bréacteas, bractéolas ou sépalas. Essas estruturas tendem a funcionar apenas por um curto
periodo de tempo, sendo a fungédo passada a outra estrutura no decorrer do desenvolvimento
(Tucker, 1992).

A. falcata e A. sensitiva apresentam a sépala abaxial mediana, mas este carater pode
variar entre os taxons, como observado em Caesalpinioideae (Tucker, 1987). A. falcata
apresenta o desenvolvimento tipico do calice em Papilionoideae, com a formacgéo de um tubo
5 partido, com os apices das sépalas livres. A ocorréncia de uma saliéncia ou crista no inicio
da formacdo do célice em A. sensitiva j& indica a fusdo por crescimento intercalar das
margens das sépalas abaxial e laterais, bem como das adaxiais separadamente. A fuséo
precoce entre os primoérdios de sépalas observada em A. sensitiva também foi observada em
Pisum sativum (Tucker, 1989a), sendo que nesta espécie todos os primoérdios se fusionam
formando um cilindro, enquanto em A. sensitiva os primérdios se unem formando dois lobos

(um abaxial e outro adaxial).
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O calice bipartido observado em A. sensitiva € um carater compartilhado com todas as
outras especies da subtribo Aeschynomeninae, sendo uma das principais caracteristicas que a
sustenta, estando ausente apenas na seccdo Ochopodium do género Aeschynomene, separando
esta sec¢do do restante do género. O tipo de célice observado em A. falcata é considerado
sinapomorfico para o clado dalbergioide (Klitgaard, 1999), enquanto o observado em A. sensitiva
¢ considerado a mais notavel derivacdo desta condicdo dentre os legumes dalbergidides,
ocorrendo apenas na subtribo Aeschynomeninae (Lavin et al., 2001). Tucker (1987) destaca que
a expressdo precoce de caracteres ontogenéticos compartilhados entre espécies indica uma
relacéo filogenética forte, como deve ser o caso do célice bipartido de A. sensitiva compartilhado
com o restante da subtribo Aeschynomeninae, o que confirma as analises de Lavin e
colaboradores (2001). Em alguns legumes como Psoralea pinnata e Bauhinia fassoglensis,
também ocorre um célice altamente zigomdrfico, mas raramente esta forte zigomorfia surge
cedo no desenvolvimento (Tucker, 1987).

Prenner (2004) descreve seis diferentes tipos de iniciacdo do célice: unidirecional
modificado, simultaneo, unidirecional abaxial, bidirecional, com tendéncia a ser simultaneo e
sequencial. Além desses tipos, Mogo (comunicacdo pessoal) observou o tipo unidirecional
adaxial (inverso) em algumas espécies do género Adesmia. Segundo Prenner (2004), existe uma
tendéncia a iniciacdo simultanea de sépalas em Papilionoideae baseado nos varios casos de
iniciacdo de sépalas que se mostram diferentes do unidirecional abaxial. Se considerado que as
sépalas laterais surgem concomitantemente a abaxial em A. sensitiva, este padrdo poderia
representar uma tendéncia ao tipo simultaneo nesta espécie. Apesar de os tipos de iniciacdo do
calice em Papilionoideae serem considerados dispersos na filogenia do grupo (Prenner, 2004), a
grande semelhanca entre o calice dos membros da seccdo Aeschynomene e subtribo
Aeschynomeninae indica que este deve ser importante estado de carater, além de a iniciagéo
unidirecional abaxial encontrada em A. falcata estar presente em grupos basais da subfamilia.

O afastamento dos lobos do célice de A. sensitiva pode contribuir para que as pétalas
laterais, que estdo localizadas exatamente em frente ao espacgo entre os lobos, sejam as ultimas
a serem iniciadas em seu verticilo. Dessa forma, a polaridade do calice influenciaria na ordem
assimétrica de iniciacdo das pétalas, fazendo com que os primoérdios de pétalas laterais surjam
tardiamente, o0 que, consequentemente, influenciaria a sobreposi¢do entre a iniciacdo das
pétalas e do verticilo antesépalo de estames.

O desenvolvimento tardio da corola durante a formagdo das anteras € comum entre as
espécies de Papilionoideae (Tucker, 1989b) e observado nas duas espécies em estudo. Na

maioria das flores de leguminosas, onde as pétalas possuem base e limbo, a base origina-se
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tardiamente, pouco antes da antese, atraves do alongamento da regido proximal da pétala
(Tucker, 1987), de forma que, a inclinagdo precoce das alas para o lado abaxial em A.
sensitiva representa uma inclinacdo do limbo. Foram encontradas diferencas morfoldgicas
significativas entre a corola de A. falcata e A. sensitiva relacionadas principalmente ao grau
de dobramento do estandarte, ao formato e disposicéo das esculturas nas alas, a curvatura da
quilha e seu tipo e regido de fusdo, entretanto, segundo Tucker (1987), a forma da corola é
geralmente uniforme nos géneros 0 que sugeriria que estas espécies ndo pertencem ao mesmo
género. O estandarte pubescente, carater diagnostico para a secgdo Ochopodium (Fernandes,
1996), esta presente em A. falcata, bem como em M. villosum- tribo Dalbergieae (Klitgaard,
1999), mas ausente em A. sensitiva, corroborando os estudos filogenéticos de Lavin et al.
(2001).

Em Papilionoideae, as alas tém funcéo de atrativo, plataforma de pouso para abelhas e
como alavanca para deprimir e elevar a quilha (Stirton, 1981), possuindo esculturas
caracteristicas na face dorsal que apresentam variagdes entre espécies, géneros e tribos
(Stirton, 1981). Estas esculturas correspondem a polinizacdo por abelhas (Tucker, 1994), e
como o proprio nome se refere, serve como apoio para as patas destes insetos. Foram
detectadas diferencas marcantes entre as alas das espécies em estudo, desde seu formato até a
localizacdo das esculturas lunares e sua exposi¢do, o que pode evidenciar linhas evolutivas
diferenciadas, bem como detalhes no mecanismo de polinizacdo, ja que o desenvolvimento
evolutivo das alas pode refletir o desenvolvimento evolutivo da flor como um todo (Stirton,
1981). O padrdo das esculturas detectado em A. falcata — superior basal central - é 0o mais
comum dentre as Papilionoideae (Stirton, 1981) e o encontrado em outras especies da sec¢do
Ochopodium (Oliveira, 2002), enquanto o detectado em A. sensitiva — superior central distal -
é dos mais raros (Stirton, 1981) e o correspondente as espécies da seccdo Aeschynomene
(Oliveira, 2002). Stirton enfatiza que a regido da pétala coberta pelas esculturas é
imparcialmente uniforme entre géneros, mais um indicio de que a sec¢do Ochopodium néo faz
parte do género Aeschynomene. Aeschynomeneae e Adesmieae estdo entre as tribos
caracterizadas por esculturas nas alas, a tribo Dalbergieae ainda ndo foi bem estudada quanto
a este carater. As esculturas em forma de luas sdo quase restritas as tribos Crotalarieae,
Aeschynomeneae e alguns géneros de Genisteae e Dalbergieae (Stirton, 1981).

Em A. sensitiva, a fusdo entre as margens das pétalas que compde a quilha parece ser
similar ao observado na maioria das Papilionoideae onde ocorre apresséo, desdiferenciagéo,
divisdes celulares e o realinhamento das células na epiderme e mesofilo adjacentes (Tucker,

1992). Este tipo de fusdo é bem mais efetivo que o observado em A. falcata, neste trabalho, e
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M. villosum (Klitgaard, 1999), onde se vé apenas uma sobreposi¢do das margens. O tubo
formado pela quilha em A. falcata fica cheio de polen, bem como a cavidade onde ficam os
estames em A. sensitiva, permitindo o intimo contato entre o pélen e o estigma, o que pode
favorecer uma autopolinizacdo. Este fenbmeno, ainda ndo estudado para A. falcata e A.
sensitiva, ja foi verificado em Aeschynomene americana, pertencente a sec¢do Aeschynomene
(Mckellar et al., 1991). A auto-polinizacdo nesta espécie deve ocorrer principalmente devido
a apresentacdo do polen e a receptividade do estigma se darem antes das abelhas produtoras
de mel estarem ativas no campo (Mckellar et al, 1991). A tribo Aeschynomeneae é
considerada predominantemente auto-compativel (Kalin Arroyo, 1981). Alem de A.
americana (Mckellar et al., 1991), ja foram estudadas espécies dos géneros Arachis,
Stylosanthes, Zornia e Chaetocalyx para este carater (Kalin Arroyo, 1981). A presenca de um
mecanismo de disparo do pdlen e a abertura de poucas flores por dia sdo estratégias
reprodutivas que aumentam a probabilidade de ocorrer a polinizacdo cruzada em espécies
herbaceas auto-compativeis. O fato de os géneros de Dalbergieae serem auto-incompativeis
(Kalin Arroyo, 1981) sugere a importancia de se verificar se hd auto-incompatibilidade
também em A. falcata, dada sua relacdo filogenética proxima com alguns géneros desta tribo.

A morfologia papilionacea da corola estd intimamente relacionada a fungdo de cada
pétala na polinizacdo, o estandarte serve para a atracdo, a quilha para protecdo da coluna
estaminal e as alas, juntamente com a quilha, agem como plataforma de pouso para 0s
polinizadores (Kalin Arroyo, 1981). O mecanismo de disparo do polen domina a arquitetura
floral como, por exemplo, estames unidos permitindo grande precisdo de disparo, célice
marcadamente bilabiado fornecendo um bom suporte para a quilha durante o disparo,
presenca de auriculas que interconectam alas e quilha. As flores sdo disparadas pela pressédo
exercida pelo inseto quando este pousa sobre as alas e vai de encontro ao nectario
interestaminal, entdo as pétalas se separam e o tubo de estames e 0 estigma saltam para fora
da quilha (Kalin Arroyo, 1981). Segundo esta autora, o disparo pode ser reversivel ou ndo e 0s
apiculturistas consideram verdadeiro apenas os irreversiveis. As diferencas detectadas entre o
formato de alas e quilha entre A. falcata e A. sensitiva podem representar diferencas no
mecanismo de disparo, o que é refor¢ado pelo calice marcadamente bilabiado de A. sensitiva,
a maior curvatura de estames e carpelo e o menor comprimento das alas e quilha nesta
espécie. Baseado na caracteristica calice bilabiado, A. sensitiva teria um mecanismo de disparo
mais eficiente que o de A. falcata.

Os microsporangios tornam-se delimitados pela formagdo de ranhuras medianas

dorsais e ranhuras laterais (Tucker, 2002) como descrito para as espécies em estudo, embora
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nestas existam ranhuras ou sulcos ventrais, dorsais e laterais. Na tribo Aeschynomeneae,
representada pelo género Aeschynomene, estdo presentes todos os tipos de fusionamento de
estames, monadelfo (Aeschynomene katangense —Tucker, 1996), diadelfo e pseudomonadelfo
fazendo desta tribo uma das excecbes na subfamilia, uma vez que o desenvolvimento de
estames monadelfos e pseudomonadelfos provavelmente se da em diferentes linhas evolutivas
(Tucker, 1989b). Este fato reforca a presenca de diferentes tendéncias evolutivas dentro do
género, concordando com trabalhos de filogenética molecular (Lavin et al., 2001). Outros
exemplos de géneros com diadelfia com dois grupos de cinco estames sdo Dalbergia —
considerado proximo de A. falcata (Lavin et al. 2001)- e Stylosanthes da mesma subtribo
(Tucker, 1987). A adesdo observada adaxialmente na por¢do média do tubo de estames em A.
falcata ja havia sido reportada para o género (Burkart, 1939). A atividade meristematica na
base dos dois blocos de estames eleva esta regido do receptaculo e a base dos estames fica
unida em um tecido comum (Picklum, 1954; Tucker, 1996). A fusdo dos estames é encontrada
na maioria dos taxons de Papilionoideae, exceto nas tribos Sophoreae (Tucker, 1996) e
Adesmieae, nas quais ocorre uma reversdo (Lavin et al., 2001). Foi reportada a ocorréncia de
perfuracGes, denominadas fenestras, na base da coluna dos filetes e relacionadas a polinizacdo
em A. katangense (Tucker, dados ndo publicados em Tucker & Kants, 1997), aspecto ndo
observado nas espécies estudadas.

Estames com dimorfismos sdo descritos como de ocorréncia comum entre as
Leguminosae, podendo diferir em tamanho, comprimento do filete, formato da antera e
momento de deiscéncia (Tucker, 1996), sendo Aeschynomene dado como exemplo (Rudd,
1981; Tucker, 1987). Neste trabalho, o Unico indicio de dimorfismo entre 0s estames ocorreu
em A. falcata, j& tendo sido descrito por Burkart (1939), com as anteras basifixas no verticilo
antesépalo e dorsifixas no antepétalo. A antera é usualmente dorsifixa em Leguminosas
embora anteras basifixas possam ocorrer, como por exemplo, em A. katangense (Tucker,
1996) e A. falcata. Em Cercis, as anteras passam de basifixas a dorsifixas durante o
desenvolvimento (Tucker, 2002). Um hipanto muito sutil, com breve fusdo entre as bases das
sépalas, pétalas e estames foi observado em A. sensitiva, como ja havia sido descrito para a
tribo Aeschynomeneae, podendo apresentar-se curto ou longo (Rudd, 1981).

O primérdio solitario de carpelo das Leguminosas normalmente surge como uma
elevacdo hemisférica originando-se centralmente a partir do que restou do primérdio floral,
durante a iniciacdo de pétalas ou estames do verticilo externo, dependendo da espécie
(Tucker, 1987; Retallack & Willison, 1990; Tucker & Kantz, 2001). Segundo Tucker (1987),

o carpelo torna-se mais alto em um ponto excéntrico proximo ao lado abaxial do cume, como
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0 observado nas espécies do género Aeschynomene aqui estudadas. O surgimento da fenda
carpelar ¢ o primeiro indicio da simetria bilateral do carpelo, seu fechamento se da por
apressdo seguida por divisdes celulares e a fusdo de tecidos é o padrdo predominante de
fechamento nesta familia (Tucker & Kantz, 2001). A fenda carpelar ndo aparece num plano
sagital em algumas flores, como observado nas espécies estudadas, devido a uma das margens
crescer mais que a outra, 0 que pode ser considerado um tipo de assimetria passageira
(Endress, 2001), pois € um carater observado apenas no inicio do desenvolvimento. O estigma
papiloso provém do lado abaxial do apice do estilete em T. pratense (Picklum, 1954). Kantz
& Tucker (1994) mostraram a presenca de diferencas no desenvolvimento do estigma em
Caesalpinia, sugerindo sua potencialidade como estado de carater, podendo, entdo, ser
significativo nas espécies analisadas de Aeschynomene. O estipe longo de A. falcata ja havia
sido reportado por Burkart (1939). O estipe desenvolve-se por crescimento intercalar na base
do carpelo, elevando-o em um estadio tardio do desenvolvimento; a presenca de estipe é uma
especializacao, sendo todos os carpelos sésseis no inicio do desenvolvimento (Tucker, 1987),
sua presenca foi reportada para as subtribos Aeschynomeninae e Ormocarpinae (Rudd, 1981).

Dentre as espécies de Leguminosae, 0 desenvolvimento de rudimentos seminais ainda
com a fenda carpelar aberta foi observado em 25 destas espécies de 16 géneros de trés tribos
da subfamilia Caesalpinioideae e uma espécie de Papilionoideae, ndo sendo observado dentre
as Mimosoideae, segundo Tucker & Kantz (2001). Somente A. americana L. (Tucker &
Kantz, 2001) e Exostyles venusta (Mansano et al., 2002) foram reportadas dentre as
Papilionoideae como possuindo carpelo aberto durante o inicio da formagdo dos rudimentos
seminais. Nas espécies em estudo este carater esteve ausente.

As fusdes produzem muitas das caracteristicas diagndsticas importantes para as espécies
de leguminosas, como o tubo do calice, tubo estaminal, hipanto, pétalas da quilha fusionadas e
estames adnatos e 0 momento da fusdo em varias porcoes da flor difere entre os taxons, como
observado nas espécies em estudo. A fusdo pode se dar tanto por uma fusdo superficial ou por
crescimento intercalar (Tucker, 1987). A fusdo das margens de 6rgdos ja formados pode ocorrer
tanto por apressdo epidérmica ou pela sobreposic¢do de tricomas marginais, como nas pétalas de
A.americana.

Segundo Tucker (1989b), a uniformizacdo do tamanho dos érgdos de um mesmo
verticilo parece representar uma modificacdo ancestral no caminho do desenvolvimento das
Papilionoideae, ao qual sdo adicionados os passos para produzir uma corola tipicamente
papiliondide. Em A. falcata, o calice ndo possui uma uniformizagdo total no tamanho das

sépalas, a abaxial é maior durante boa parte do desenvolvimento, sendo alcancada
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posteriormente pelas adaxiais e as laterais permanecem como as menores neste verticilo.
Quanto as pétalas, ocorre uma uniformizacdo logo apds a sua formacao, que é encerrada pelo
desenvolvimento mais acelerado do estandarte. Nos verticilos de estames, logo apds sua
iniciacdo, também se observa uma uniformizacdo, porém, no verticilo antesépalo, os estames
adaxiais tornam-se mais volumosos que os demais. Em A. sensitiva, o calice ndo sofre
uniformizacdo de seus 6rgdos, sendo as sépalas laterais menores que as demais durante todo o
seu desenvolvimento. No verticilo de pétalas ocorre 0 mesmo que no calice, as pétalas laterais
sd0 menores que as demais e o estandarte logo se torna a maior de todas. Nesta espécie, a
uniformizacéo s6 ocorre nos verticilos de estames.

A simetria floral é considerada produto da organogénese mais o desenvolvimento
subsequiente dos oOrgaos (Tucker, 1999). A subfamilia Papilionoideae expressa a simetria
zigomorfica a partir da iniciagdo unidirecional dos érgdos florais. A ordem de iniciacdo dos
6rgdos fornece forte evidéncia do tipo de simetria floral, as espécies de Papilionoideae quase
uniformemente manifestam a simetria zigomorfica durante a iniciacdo das sépalas e mantém
esta simetria durante o seu desenvolvimento Anélises moleculares indicam que a simetria
floral seja regulada por mais de um gene, sendo cada um expresso em um pdlo da flor,
ocorrendo da mesma forma para cada 6rgao floral (Hudson, 2000; Zik & lIrish, 2003). A
zigomorfia, condicdo derivada na evolugdo das flores, é expressa cedo no desenvolvimento
das duas espécies estudadas, entretanto 0s eventos ontogenéticos iniciais em A. sensitiva sdo
marcadamente zigomorficos, enquanto em A. falcata sdo representados apenas pela
predominéncia da sépala abaxial mediana, como ocorre em tribos basais de Papilionoideae e
em Caesalpinioideae (Tucker, 1994; Tucker & Kantz, 1997; Klitgaard, 1999), e pela iniciacdo
unidirecional abaxial dos 6rgdos. O desenvolvimento floral marcadamente zigomorfico de A.
sensitiva pode representar uma sinapomorfia para a subtribo Aeschynomeninae, ausente em A.
falcata, comprovando que o momento em que a zigomorfia é inicialmente expressada na
ontogenia pode revelar diferencas entre os taxons (Tucker, 1999) e dentro da idéia de que a
precocidade de uma determinada caracteristica é considerada uma especializacdo (Tucker,
1984; 1989b).

Alguns lapsos na iniciagdo zigomorfica podem levar a uma estabilizacdo da assimetria,
como, por exemplo, a inclinacdo obliqua da fenda carpelar originada num plano sagital de
simetria e verificada nas espécies de Aeschynomene aqui estudadas, embora este alinhamento
obliguo néo seja detectavel durante a antese (Endress, 2001). A assimetria floral e a assimetria
dos 6rgdos parecem ser reguladas por mecanismos moleculares distintos e existem evidéncias

de que a simetria floral pode afetar a simetria dos 6rgaos (Zik & Irish, 2003).
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A ordem de iniciagdo dos 6rgdos em Caesalpinioideae e Papilionoideae é similar na
maioria dos géneros gque foram investigados, exceto pelo calice (Tucker, 1987), demonstrando
ser este um estado de carater mais variavel, podendo apontar os géneros de Caesalpinioideae
gue mais se aproximam das Papilionoideae (Prenner, 2004). Em A. falcata, os 6rgdos de um
verticilo iniciam-se separadamente, sucessivamente e do lado abaxial para o adaxial do
primordio floral, como foi verificado para a maioria das espécies de Papilionoideae (Tucker
1987). A iniciacdo unidirecional abaxial parece ser uma sinapomorfia para as Papilionoideae,
predominando nos verticilos de pétalas e estames (Tucker, 1984). A ordem de iniciacdo
unidirecional aparentemente & incomum entre as familias de plantas com flores (Tucker,
1984). As excecdes ja descobertas em Papilionoideae devem representar autapomorfias na
ordem da iniciacdo dos 6rgaos de um verticilo. Alguns exemplos sdo: Crotalaria mucronata —
iniciacdo helicoidal do célice (Tucker, 1984), A. latifolia — com iniciacdo simultanea do
calice (Moco & Mariath, 1999), A. punctata, A. tristis, A. ciliata, A. muricata, A.
riograndensis e A. securigerifolia — com inicia¢do unidirecional adaxial do calice (Mo¢o &
Mariath, 2001; Moco, dados ndo publicados), D. brasiliensis — com iniciacdo helicoidal
modificada do célice, P. rotundifolius — com iniciagdo bidirecional do verticilo interno de
estames (Klitgaard, 1999), A. fruticosa - com iniciacao bidirecional das sépalas (Tucker dados
ndo publicados em Tucker & Kantz, 1997) e Galega orientalis — com algum outro tipo de
iniciacdo em todos os verticilos (Tucker, 1984). A. sensitiva € mais uma espécie acrescentada
a esta lista pela iniciacdo unidirecional tendendo a simultdnea no célice e a iniciacdo
assimétrica encontrada em suas pétalas, o que pode se repetir para outros géneros de
Aeschynomeninae, além dos diversos casos referentes ao calice reportados por Prenner
(2004). Estudos de outras espécies e géneros relacionados as listadas acima podem apontar a
presenca de grupos infragenéricos e supragenéricos.

A sobreposicdo no tempo de iniciacdo dos 6rgdos de diferentes verticilos ja foi
verificada em 12 tribos de Papilionoideae, dentre elas Aeschynomeneae, representada por A.
americana, e agora por A. sensitiva, ambas pertencentes a seccdo Aeschynomene do género
Aeschynomene, o que poderia representar uma sinapomorfia da secc¢do, embora tal tendéncia
parega ter se desenvolvido paralelamente entre as tribos de Papilionoideae (Tucker, 1989a).
Segundo Tucker (1989a), primdrdios comuns podem ser a consequéncia no aumento da
sobreposicdo no tempo de iniciacdo dos Orgdos, representando uma tendéncia em tribos
altamente especializadas, o que pode estar proximo ao observado nos primérdios laterais de
pétalas e estames do verticilo antesépalo em A. sensitiva. Entretanto, a ocorréncia de

sobreposicao na iniciacdo dos 6rgdos (Mansano et al., 2002) e primordios comuns (Tucker,
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2002) em Swartzieae coloca em duvida o fato de este carater ocorrer preferencialmente em
tribos especializadas, parecendo representar uma convergéncia entre 0s grupos.

A. falcata apresenta muitas semelhancas morfoldgicas a M. vilosum (Klitgaard, 1999)
da tribo Dalbergieae, confirmando os indicios moleculares de que a sec¢do Ochopodium (A.
falcata) seja mais proxima do género Machaerium que do restante de toda a subtribo
Aeschynomeninae (Lavin et al., 2001). As semelhancas observadas sdo quanto ao calice com
5 dentes, tricomas na face abaxial do estandarte, pétalas da quilha “fusionadas” em quase todo
0 seu comprimento, aderidas ao longo das margens inferiores, iniciagdo unidirecional abaxial
de todos os verticilos florais e a sépala abaxial mediana apresenta 0 mesmo comportamento,
sendo maior, rapidamente coberta por tricomas na face abaxial e se arqueando sobre o
primordio floral. As pétalas iniciam-se quase simultaneamente. As caracteristicas do célice e a
iniciacdo unidirecional abaxial dos verticilos parecem ser plesiomorficas para Papilionoideae,
pois também ocorrem nas tribos Swartzieae (Lecointea hatschbachii, Zollernia ilicifolia, E.
venusta e Harleyodendron unifoliolatum - Mansano et al., 2002), com algumas variacdes, e
Sophoreae (grupos Myroxylon e Angylocalyx - Tucker, 1993; género Sophora - Tucker,
1994), consideradas grupos basais. Também observou-se as margens das pétalas ligeiramente
aderidas em algumas espécies de Sophora (Tucker, 1994) e o0s estames curvando-se
adaxialmente na flor madura (Tucker, 1993).

O fato de as diferencas entre 0s grupos surgirem tardiamente sugere que estes sejam
intimamente relacionados, e as que aparecem cedo no desenvolvimento afastam grupos
evolutivamente, como foi 0 caso de A. falcata e A. sensitiva (Tucker, 1984). Os caracteres
expressados cedo no desenvolvimento sdo usualmente estaveis e caracterizam niveis
supragenéricos de hierarquia (subfamilias, tribos), enquanto estados de carater especializados
geralmente caracterizam géneros ou espécies (Tucker, 1997). Devido a relativa estabilidade
dos caracteres expressados nos primeiros estadios do desenvolvimento floral, os eventos
subsequentes no desenvolvimento ndo seriam quebrados. As diferencas entre A. falcata e A.
sensitiva ocorrem predominantemente nos estadios iniciais do desenvolvimento e
provavelmente, numa nova circunscri¢do, serdo agrupadas em subtribos distintas, ja tendo
sido colocadas em diferentes sub-clados de acordo com andlises moleculares (Lavin et al.,
2001).

Apesar de Lavin e colaboradores (2001) discordarem da idéia de que os caracteres
florais necessariamente provéem as melhores informagdes taxondémicas em Leguminosae
(Tucker & Douglas, 1994), o presente trabalho reuniu caracteres de ontogénese floral que

corroboram com os dados obtidos por estes autores, provando que este tipo de estudo ainda
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pode contribuir muito para andlises filogenéticas e taxondmicas na familia. O mesmo ocorre
com o trabalho de Tucker (1993), que apos analisar dois grupos de Sophoreae, sugere que
Ateleia seja retirado de Sophoreae, 0 que corrobora o encontrado por Doyle et al. (1997) que
aceita este género como parte de Swartziae. Um montante cada vez maior de informagoes
prova que a ontogénese floral pode prover informacdes valiosas para complementar dados
moleculares em analises cladisticas (Tucker, 2002), dependendo apenas de se considerar 0s
caracteres evolutivamente significativos.

Os dados obtidos neste trabalho ndo suportam a monofilia do género Aeschynomene,
corroborando a hip6tese da hierarquia (Tucker 1997) e com dados moleculares que removeriam
a seccao Ochopodium da subtribo Aeschynomeninae, colocando-a mais proxima de géneros da
tribo Dalbergieae (Lavin et al., 2001).
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RESUMO

O presente trabalho descreve a organogénese floral de Aeschynomene falcata e Aeschynomene
sensitiva baseado em dados anatdmicos, dando énfase ao desenvolvimento dos primordios
estaminais, area totalmente desconhecida para o género. Comprovou-se a presenca de 3
camadas germinativas nos primordios florais das espécies estudadas: CI (dérmica), ClI
(subdérmica) e ClII (central). O tubo do célice de A. falcata e os lobos do célice de A. sensitiva
sdo detectados cedo no desenvolvimento da flor. Em ambas espécies as sépalas iniciam-se por
divisdes na camada CllI, podendo receber contribuicdes da CllI, como também foi verificado
para as petalas. Primordios de estames séo identificados devido ao alongamento de células da ClI
e subsequente ciclo de divisdes mitdticas, porém a maior contribuicdo para a formacdo do
primordio é dada pela CIII. A iniciagdo do carpelo, que ocupa quase toda a regido central do
primoérdio floral, tem alguma contribuicdo da camada CIl com predominancia absoluta da CIII.
Em A. sensitiva, quando primoérdios de sépalas e pétalas ja estdo visiveis, o primdrdio floral
torna-se mais alto que o de A. falcata. A. falcata apresenta inimeras células mucilaginosas na
epiderme de bracteas, bractéolas e sépalas, podendo formar verdadeiras bolsas de mucilagem
no mesofilo das sépalas. Em A. sensitiva, predominaram células repletas de compostos
fenolicos associadas aos feixes vasculares. A diferenciacdo dos microsporangios, na porgdo
distal do primdrdio de estame, tem por responsavel a camada subdérmica, derivada da CIl do
meristema floral. As células da CII, nos quatro angulos do primérdio, sdo consideradas
iniciais meristematicas, pois ddo origem a principal linhagem celular do estame. A inicial
meristematica divide-se periclinalmente originando as células esporogénica primaria (cep) e
parietal primaria (cpp), a primeira originard o tecido esporogénico e a segunda as células
parietal secundaria interna (cpsi) e externa (cpse). A cpsi diferencia-se diretamente em tapete
externo e a cpse divide-se periclinalmente e origina uma camada externa abaixo da
protoderme (ce) e uma camada média interna (mi). A ce, por sua vez, também se divide
periclinalmente formando, externamente, o endotécio (ed) e, mais internamente, a camada
média externa (me). O tipo de formacg&o dos estratos parietais da antera é o Dicotileddneo e a
formacdo do tapete interno se da através do recrutamento de células derivadas da ClIlI

contiguas as células iniciais meristematicas.
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1 - Introducéo

O estudo da formacédo de d6rgdos (organogénese) em plantas, com base na Anatomia
Vegetal, envolve a analise dos meristemas vegetativo e reprodutivo e faz necessario o uso de
algumas teorias chave para a analise e discussdo dos resultados. Dentre elas, as mais
importantes incluem a teoria das camadas histogénicas (ou meristematicas, ou germinativas),
a teoria da posicdo-dependéncia e a teoria telomatica para a origem dos 6rgdos, as quais serdo
discutidas ao longo da analise de dados deste Capitulo.

Apesar do alto grau de conservacdo dos eventos ontogenéticos nas flores, que garante
a manutencdo do processo reprodutivo nas angiospermas, diferengas significativas sdo
detectadas na ontogénese floral de diferentes familias (Davis, 1966; Johri et al., 1992; Santos,
1993; Bittencourt Jr., 1995; Oliveira, 2001; Moco, 2002). Essas diferencas englobam, de
forma geral, a ordem de surgimento dos Orgdos, nivel de contribuicdo das camadas
histogénicas para a formacdo de cada 6rgdo e sua histo-diferenciacdo. Adesmia latifolia
(Moco, 2002) foi a espécie mais proxima filogeneticamente do género Aeschynomene,
segundo Polhil el al. (1981), na qual a ontogenia floral e da antera foram detalhadas, sendo
que, alguns desses aspectos ja foram publicados de forma dispersa em outras espécies de
Aeschynomene, porém sem uma atencao especifica para o género.

O uso de anteras para a classificacdo dos diferentes grupos vegetais mostra-se
importante devido a variabilidade da forma das tecas e dos esporangios (Mariath et al., 2003).
A antera das espécies de angiospermas possui, normalmente, quatro microsporangios, as
especies de algumas familias s@o bisporagiadas e de outras multisporangiadas - resultado de
particdo do tecido esporogénico por septos estéreis (Bhandari, 1984). Segundo Davis (1966),
0 comportamento dos estratos parietais da antera constitui carater taxondmico ao nivel de
familia. Em angiospermas primitivas, por exemplo, a parede da antera é formada por um
grande numero de camadas medias e em familias mais derivadas, a parede da antera é fina. O
tapete possui uma camada simples, mas pode tornar-se bisseriado ou até multisseriado e, em
alguns casos, é simples na face voltada para a epiderme e multisseriado na face voltada ao
conectivo (Bhandari, 1984).

Um dos interesses na biologia da antera ainda diz respeito a informacgdes sobre o
desenvolvimento ao nivel molecular e de engenharia genética visando o melhoramento das
plantas cultivadas. A producdo de hibridos necessita, em Varios casos, da manipulacdo de
anteras para evitar a autopolinizacdo (Goldberg et al., 1993), sendo indispensavel o

conhecimento prévio de seu desenvolvimento e morfologia. A antera ainda representa um
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orgdo ideal para estudos de diferenciacdo dos tipos celulares de plantas (Goldberg et al.,
1993).

O objetivo do presente Capitulo consiste em descrever a organogénese floral de
Aeschynomene falcata e Aeschynomene sensitiva e o posterior desenvolvimento dos estames

acompanhando a diferenciacao dos tecidos nas anteras.

2 — Material e Métodos

Inflorescéncias de A. falcata e A. sensitiva foram coletadas nos meses de abril e
dezembro do ano de 2003. A coleta de A. falcata realizou-se em populacGes no topo do Morro
da Policia e do Morro Santana (ICN 127556 e ICN 127557, respectivamente) e, a de A.
sensitiva, em uma populagdo no Parque Estadual Delta do Jacui, Ilha das Flores - Braco Norte
(ICN 127555), ambas localizadas no municipio de Porto Alegre no Estado do Rio Grande do
Sul, Brasil.

O material foi fixado em solucédo de glutaraldeido 1% e formaldeido 4% (McDowell &
Trump, 1976) em tampéo fosfato de sddio 0,1M, pH 7,2 e, logo apos a coleta, submetido a
vacuo por, pelo menos, duas horas. A desidratacdo foi realizada em série etilica (Johansen,
1940) com passagem em solucdes de alcool etilico: cloroférmio (3:1, 1:1 e 3:1) para a retirada
das ceras epicuticulares, retornando-o ao alcool etilico absoluto e sendo incluido em
hidroxietilmetacrilato (Gerrits & Smid, 1983).

Os cortes histolégicos foram realizados em micr6tomo de rotacdo Zeiss Mikron
equipado com navalha de vidro de 8mm, obtendo-se secOes de 1,5 a 3,0um de espessura. O
material foi corado com Azul de Toluidina O (C.I. 52040) 0,05%, em tampao benzoato de
sodio, pH 4,4 (Feder & O’Brien, 1968). A analise do material e as fotomicrografias foram

realizadas nos microscopios Olympus BX41 e Leica DMRB.

3 - Resultados

3.1 - Aeschynomene falcata

Nas proliferacdes laterais da inflorescéncia observa-se a formagdo das brécteas florais e,

nas axilas destas, a individualizacdo do futuro primordio floral, cujo primeiro sinal morfolégico

de sua diferenciacdo € o lancamento de duas bractéolas ou profilos (Figuras 1A, B).
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As bréacteas florais, durante o surgimento das bractéolas, apresentam-se com uma
estrutura interna semelhante a de um primdrdio foliar, com células pavimentosas na epiderme,
tricomas em diferenciacdo, e um mesofilo indiferenciado com meristema provascular
diferenciando-se em elementos condutores (Figura 3A). Na maturidade, as células da face
adaxial da epiderme diferenciam-se em células produtoras de mucilagem (Figuras 1A, B),
tornando-se muito volumosas e apresentando lamelagdes internas, seu citoplasma fica restrito a
porcdo adjacente da parede periclinal externa (Figuras 2C-E, G). As paredes dessas celulas
freqlientemente se rompem para o interior do mesofilo formando verdadeiras bolsas de
mucilagem (Figuras 1A, 2B). Essas bolsas, por sua vez, podem romper-se para 0 meio externo,
fazendo com que a mucilagem fique em contato com a gema ou meristema foral muito jovem
(Figuras 1A, 2F). Extravasamentos de mucilagem a partir dos estdbmatos também foram
observados (Figura 2G). As células do mesofilo que circundam as células produtoras de
mucilagem apresentam plastidios mais desenvolvidos com acimulo de grdos de amido (Figura
2C). Na sequéncia do desenvolvimento, as bractéolas e as sépalas também apresentam celulas
epidérmicas diferenciadas em produtoras de mucilagem, entretanto, nas bractéolas ocorrem na
face adaxial da epiderme (Figuras 4A, B), enquanto que nas sépalas, na face abaxial (Figuras 1D,
F). Em alguns calices, pode-se perceber através da morfologia externa, a presenca de bolsas de
mucilagem assemelhando-se a cdmaras de ar, nesses casos, as se¢oes histoldgicas revelam que as
células da face adaxial da epiderme também se diferenciaram em produtoras de mucilagem
(Figura 2A). Cristais e tricomas tectores também foram registrados nas epidermes desses 0rgaos
(n&o demonstrado).

O primérdio floral ainda em forma de domo, apresenta trés camadas distintas: camada
dérmica, ou camada germinativa | (CI), camada subdérmica, ou camada germinativa Il (CII) e
camada central, ou camada germinativa Il (CIII) (Figura 3A). O par de bractéolas € iniciado
concomitantemente através de divisdes periclinais na Cll perpendiculares a bractea (Figuras 1A,
B, 3A). As células da CIl apresentam-se alongadas e as da CIII dividem-se anticlinal e,
principalmente, periclinalmente aumentando o volume do primordio (Figuras 3A, B). Nessa fase,
inicia-se, através de divisdes periclinais das células da CIl, o primérdio abaxial mediano do
verticilo de sépalas que cresce rapidamente com a proliferacdo dessa camada, cobrindo o
meristema floral (Figuras 3B-D). A ClII contribui com células para a formacao do procambio em
bractéolas e sépalas (Figuras 3A, 4B, C). Os demais primdrdios de sépalas também sdo iniciados
por divisdes periclinais na CII.

Os primordios de pétalas surgem através de divisdes periclinais na CIl (Figuras 3D, E,

4A). A iniciacdo carpelar se dad concomitantemente ao surgimento das pétalas através de
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divisdes periclinais na Cll e, predominantemente, na CIlI (Figura 3F) resultando na completa
conversdo do centro do primordio floral em estrutura carpelar. Um alongamento muito
pronunciado das células da CIl e algumas divisdes na CIlII formam uma pequena
protuberéncia no primordio floral indicando o surgimento dos primérdios de estames do
verticilo antesépalo (Figura 3F). Tanto as células da Cll quanto as da CllI dividem-se
periclinalmente contribuindo para a iniciagdo dos primordios estaminais, entretanto, na
primeira, parece ocorrer apenas um ciclo de divisdes periclinais até que o primérdio adquira
forma de bastdo (Figuras 4B-D). Nessa fase, o carpelo aparece mais volumoso do lado abaxial
(Figuras 4A-C). Os primdrdios do verticilo antepétalo surgem da mesma maneira que os do
antesépalo (Figuras 4E, F). Quando os primdrdios de pétalas ainda apresentam poucas células
de largura seu formato € achatado, o que os diferencia dos primérdios de estames (Figura 1C).
A pré-floragdo vexilar somente se torna visivel em estadios adiantados do desenvolvimento
floral, quando a microgametogénese ja foi iniciada (Figura 1E).

O primordio de estame apresenta a mesma organiza¢ao em camadas germinativas que
o primérdio floral (Figuras 5A, B). Os primdrdios de estame do verticilo antepétalo
apresentam secdo quadrangular no inicio de seu desenvolvimento, enquanto os do verticilo
antesépalo apresentam secdo triangular (Figuras 5A, B). Ambos primordios se tornam
retangulares em secdo através de algumas divisdes nas celulas da camada CIII, que
diferenciam grandes vacuolos (Figuras 5D, E). Observam-se divisfes periclinais na Cll e um
aumento em didmetro do primdrdio estaminal em sua porg¢éo distal, caracterizando o inicio da
formagdo dos microsporangios (Figuras 5C-E). Em cada angulo destes primordios ocorrem,
geralmente, duas células iniciais meristematicas na ClI. As células iniciais passam por uma
divisdo periclinal originando a célula esporogénica priméria (cep) internamente, e a célula
parietal primaria (cpp) externamente (Figuras 5C-E, 6A, 20A, B).

As células da camada parietal primaria logo se dividem periclinalmente originando a
camada parietal secundéaria interna (cpsi) e externa (cpse) (Figuras 5D, 6A-F, 20B, C). As
células dorsais e ventrais da CIl do primordio, adjacentes a regido que dara origem ao conectivo,
ndo se dividem periclinalmente, exceto as que estdo em contato direto com as iniciais (Figuras
6B-F — células contornadas de amarelo). J& as células da Cll, que estdo localizadas nos flancos
do primordio, alongam-se muito e passam por outras divisdes periclinais e anticlinais (Figura 6 —
células contornadas de branco). Nesse estadio, ja se pode observar células da ClIl, de menor
didmetro e citoplasma denso, diferenciadas em procambio na regido dorsal do estame (Figuras
6A-F). Os microsporangios em desenvolvimento ja podem ser detectados pela morfologia

externa da antera que apresenta um conspicuo sulco ventral (Figuras 6A-C, E). A camada
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parietal secundaria externa passa por uma divisao periclinal que origina a camada média interna
e uma camada mais externa, abaixo da epiderme (Figuras 6F, 20D). E importante ressaltar que as
células derivadas da CII, contiguas as iniciais, tanto nas regides dorsal e ventral, quanto nos
flancos do primordio, passam a circundar internamente todas as derivadas das iniciais em cada
angulo do primordio (Figuras 6C-F) e dardo origem ao tapete interno (Figura 7).

As camadas derivadas da cpse passam por divisdes anticlinais incrementando a antera em
diametro (Figuras 6B, D, 7, 20C, D). As cep se proliferam dando origem ao tecido esporogénico,
caracterizado por possuir células volumosas e de citoplasma denso (Figura 7). As células
derivadas da cpsi originam diretamente o tapete externo (Figuras 7, 20D), em A. falcata foram
detectados poucos casos onde estas células passaram por uma divisdo periclinal que,
provavelmente, originaria um tapete externo irregularmente bisseriado (Figuras 7C, D, 8B). O
tapete interno tem origem nas células adjacentes ao tecido esporogénico, derivadas da Cll tanto
das regides dorsal e ventral, quanto dos flancos do primoérdio, que se dividiram anticlinalmente
(Figura 7). As celulas derivadas da CII, que se localizam em uma regido mediana entre dois
microsporangios de uma mesma teca, formardo o septo da antera. Quando a antera ja é
nitidamente identificada pela presenca do conectivo e das tecas, com dois microsporangios cada
(Figura 8A), a camada mais externa, abaixo da epiderme, passa por uma ultima divisdo
periclinal, originando externamente o endotécio e mais internamente a camada média externa
(Figuras 8C, D). Todo o microsporangio, exceto pela epiderme, é constituido pela proliferacdo
da CII do primérdio de estames (Figura 19). O tipo de desenvolvimento dos estratos parietais da
antera é classificado como Dicotiledéneo (Figuras 20, 21), segundo Davis (1966).

Completando o desenvolvimento dos estames, forma-se um tubo estaminal diadelfo pelo
crescimento intercalar dos filetes, com o estame adaxial do verticilo antepétalo integrado ao
conjunto de estames do lado esquerdo e o estame abaxial do verticilo antesépalo ao conjunto de
estames do lado direito, em vista frontal (Figura 1F). Observa-se também que o0s dois conjuntos
de filetes estdo em contato um com o outro no lado adaxial da flor, correspondendo a aderéncia

mencionada no Capitulo Il (Figura 1F).

3.2 - Aeschynomene sensitiva

A inflorescéncia de A. sensitiva apresenta um grau de complexidade maior que o
encontrado em A. falcata devido & presenca de ramos de primeira, segunda e terceira ordens. O
apice da inflorescéncia de segunda ordem, que ndo apresenta flor terminal, origina

continuamente folhas estipuladas, na axila das quais surgem inflorescéncias de terceira ordem
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(Figuras 9B, C, 10A-D). No apice de inflorescéncia de segunda ordem podem-se distinguir
nitidamente as trés camadas histogénicas: CI, CIlI, ClII (Figura 9A). O ramo de terceira ordem
produz racemos com bracteas de filotaxia distica e possui uma flor terminal encerrando o
desenvolvimento da inflorescéncia (Figuras 9B, C). Esta filotaxia pode parecer subdistica
quando as inflorescéncias estdo mais desenvolvidas (Capitulo I1). As se¢Bes transversais dos
ramos de segunda ordem evidenciam que os ramos de terceira ordem sdo ortogonais entre si e
gue quando jovens, sdo protegidos mecanicamente pelas estipulas foliares (Figuras 10A-D).

As bractéolas, primeiro sinal de diferenciacdo do primordio floral, iniciam-se atraves de
divisGes na CIl (Figura 11A), em posicdo ortogonal a bractea, mas ligeiramente voltadas para o
lado adaxial do primordio (Figuras 10E-H). Apos o surgimento das bractéolas, o primoérdio floral
se estende em altura e largura mantendo um formato convexo (Figura 11B) bem mais acentuado
que o de A. falcata (compare com as Figuras 3A-E). DivisGes periclinais na CIl sdo observadas
em quase toda a periferia do primérdio floral interrompidas apenas na regido entre os dois lobos
do calice. Isso indica a iniciacdo, praticamente simultanea, dos primdrdios de sépalas e uma
fusdo precoce das sépalas de cada lobo (Figura 11B). Na regido abaxial do primérdio floral as
divisGes periclinais da CIl estdo mais adiantadas, confirmando a iniciacdo unidirecional abaxial
deste verticilo tendendo a simultanea com predominéncia da sépala abaxial mediana.

A iniciacdo dos primordios de pétalas ja pode ser observada e também ocorre através de
divisbes periclinais da CIl (Figuras 11B-F). Apos o inicio do surgimento das primeiras pétalas,
emerge o primoérdio de carpelo, resultado da conversdo do restante do meristema floral através de
divisbes periclinais na CIl e, predominantemente, na ClII (Figuras 11D-F). O surgimento dos
verticilos florais ndo altera o aspecto conico do primérdio floral, devido a maior proliferacéo de
linhagens celulares derivadas da CIII entre os verticilos, promovendo a elevacdo rapida do
primordio carpelar (Figuras 11B, D-F). Na regido entre os dois lobos do célice a pequena fuséo
em sua base, bem como as pétalas laterais ficam dispostos mais perpendicularmente ao eixo
floral (Figura 11F).

Apos a iniciacdo do carpelo, a base do primoérdio floral se alarga, pois a CIlI contribui
igualmente com divisGes anticlinais e periclinais, o primordio floral torna-se achatado, perdendo
a forma cOnica, e os verticilos passam a estar dispostos em um mesmo plano (Figuras 11G, 12).
Os primdrdios de pétalas ainda aumentam em volume por divisdes celulares na CII, enquanto
que os primordios de estames do verticilo antesépalo sdo iniciados pelo alongamento e divisdo
das células da CIl seguidas por divisbes periclinais na CIII (Figuras 11G, 12B, C). O
desenvolvimento dos estames do verticilo antepétalo segue 0 mesmo padrdo encontrado no

antesepalo, porém com um alongamento mais proeminente das células da CIlI que eleva uma
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protuberancia no primordio floral, seguido pela participacdo da ClIl na formacdo do corpo do
estame (Figuras 12D-F).

Na base do botdo ainda jovem, um inconspicuo tubo do célice é formado por uma leve
fusdo entre os lobos adaxial e abaxial do calice (Figuras 11F, 13A). As pétalas sdo achatadas
dorsi-ventralmente, o estandarte é diferenciado pela sua maior largura e as alas por estarem
deslocadas para a face abaxial, o verticilo antesepalo de estames é identificado pelos filetes
diferenciados e o antepétalo por sua porcao distal sutilmente dilatada (Figura 13A). Numa regiao
mais acima no botdo, o lobo abaxial do calice sobrepde o adaxial (Figuras 13B-D). Ao longo do
desenvolvimento, os primérdios de estames passam de um formato de se¢do aproximadamente
quadrangular a retangular (Figuras 13A, B). O sulco formado no lado interno do primordio de
estame divide as duas tecas da antera (Figura 13C) e, posteriormente, o sulco externo e dois
laterais individualizam as lojas (Figura 13D).

Células volumosas associadas aos principais feixes vasculares de todos os érgaos florais
possuem substancias coradas em verde pelo Azul de Toluidina indicando a presenca de
compostos fendlicos (Figuras 13B-D). Essas células podem ser as mesmas manchas escuras
observadas nas bracteas, bractéolas e célice (Figuras 5D, E do Capitulo Il), provavelmente
desempenhando um papel de defesa da planta. Células produtoras de mucilagem estdo presentes,
eventualmente, na face abaxial da epiderme das bracteas e em estadios mais avancados do
desenvolvimento, também foram vistas em sépalas (Figuras 13B, C), embora em proporcoes
muito menores do que em A. falcata.

Primordios estaminais de formato claviforme apresentam as células da camada CllI
mais altas do que as demais quando observados em se¢des longitudinais (Figuras 14A-C) e
transversais (Figuras 14D-F). Na regido dos angulos destes primérdios estdo localizadas as
células iniciais meristematicas que originam, por divisdo periclinal, uma camada parietal
primaria (cpp) e uma esporogénica primaria (cep) (Figuras 14D-F, 20A, B). As células da cpp
ainda podem sofrer divisdo anticlinal, com consequente aumento em didmetro do primordio
(Figura 14F). As células da camada CII, localizadas nos flancos do primordio, dividem-se
periclinalmente e alongam-se, enquanto que a cpp, derivada da célula inicial, divide-se
periclinalmente originando as camadas parietais secundéarias externa e interna (cpse e cpsi)
(Figuras 14G, 15A, 20B, C). As células da camada CII, das regides dorsal e ventral do
primordio adjacentes a regido do conectivo ndo se dividem (Figuras 14G, 15A).

O alongamento das células da CIl nos flancos do primérdio torna-se mais conspicuo e
estas células se dividem anticlinalmente, dando origem a parte das células do tapete interno

(Figura 15B — células contornadas em branco). Da mesma forma, as células derivadas da CllI
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das regides dorsal e ventral do primdrdio, contiguas as iniciais dos angulos da antera,
dividem-se periclinalmente, contornando as derivadas das iniciais e pré-estabelecendo o
posicionamento das demais células do tapete interno (Figuras 15C, D — células contornadas
em amarelo). As cep dividem-se periclinalmente e formam duas células precursoras do tecido
esporogénico (Figuras 15E, F).

Como resultado dessas divisdes da CII, a porcdo distal do primérdio de estame
aumenta muito em volume praticamente sem a participacdo da ClII (Figuras 16A, B, 19). As
células dos flancos do primérdio mantém seu padrdo alongado e proliferam, evidenciando a
regido do septo e parte das células do tapete interno (Figuras 16C-F, 17F). As células do
tecido esporogénico tornam-se evidentes devido ao seu citoplasma mais denso e o tapete
interno contorna a porcao interna do mesmo (Figuras 16C-F). Com isso, pode-se afirmar que
todas as células que formardo o microsporangio, exceto a epiderme, tém origem na camada
subdérmica (Figuras 19, 21) derivada da CllI do meristema floral (Figuras 17, 21). O tapete
externo tem origem nas iniciais meristematicas (Figuras 20, 21) e o interno nas células
derivadas da ClI dos flancos e das regides dorsal e ventral do primérdio adjacentes as iniciais
(Figuras 16C-F, 17, 21).

Algumas divisbes nas células da camada CIII, sem uma orientacdo preferencial,
diferenciam-se em procambio (Figura 17A). As divisdes anticlinais observadas na camada
parietal secundaria externa acompanham o aumento em diametro do microsporangio (Figura
17B) e as divisbes periclinais originam a camada meédia interna e uma camada mais externa
abaixo da epiderme (Figura 17C, E, 20D). Eventuais divisGes periclinais das células
precursoras do tapete interno caracterizam a formacdo de um tapete interno irregularmente
biestratificado (Figura 17B), ja as divisdes anticlinais acompanham a extensdo do 6rgdo
(Figuras 17D, E). Durante esses eventos o tecido esporogénico prolifera em nimero de células
(Figura 17F). As divisdes na camada mais externa dos estratos parietais ddo origem ao
endotécio, externamente, e a camada média externa, mais internamente (Figuras 18, 20E).
Algumas células derivadas da CII na regido dos flancos, também podem originar, além das
células do septo, células dos estratos parietais (endotécio e células da camada média).

O tipo de desenvolvimento dos estratos parietais em A. falcata e A. sensitiva é o
Dicotileddneo, segundo Davis (1966) (Figuras 20, 21). Todo o microsporangio de A. falcata e
A. sensitiva, excetuando-se a epiderme, é formado por células derivadas da camada
subdérmica do primérdio estaminal (Figuras 19, 21), que, por sua vez, tem origem na camada

CIl do primordio floral. A diferenciagdo da antera com surgimento dos microsporangios e a
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diferenciacdo do procdmbio ocorre mais rapidamente em A. falcata que em A. sensitiva
(Figuras 6, 15).
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Satas de

Figura 1: A. falcata. A, B: Primoérdios florais. C-F: Seccdes transversais de botdes florais em
diferentes estadios de desenvolvimento. A: Seccgao transversal da inflorescéncia. Um
primordio floral com bracteolas esta visivel e a bractea adjacente apresenta bolsas de
mucilagem na face adaxial da epiderme. O apice da inflorescéncia esta originando um novo
primérdio floral na axila de uma bractea. B: Secgao longitidinal da inflorescéncia. Observa-
se bractea e botao floral no mesmo estadio descrito anteriomente. O apice da inflorescéncia
nao esta visivel. C: Botao jovem com bractéolas ainda sem produgéo de mucilagem. Tubo
do calice conspicuo e primordios de estames do verticilo antesépalo muito jovens. Pétalas
iniciando seu achatamento dorsi-ventral, as alas sao retas em relagdo aos demais verticilos.
D: O tubo do calice apresenta células mucilaginosas na face abaxial da epiderme. As anteras
do verticilo antesépalo ja estdo formadas, mas ainda ndo ocorreu a meiose. D, E: O ovario
apresenta as células da camada subdérmica com abundéancia de fendlicos. E: Ja ocorreu a
meiose nas anteras e as pétalas apresentam pré-floracao vexilar. F: Calice com células
mucilaginosas na face abaxial da epiderme. Base das pétalas visivel. As bases fundidas dos
filetes do tubo de estames diadelfo (5+5) estdo aparentes. O asterisco vermelho indica o
estame adaxial do verticilo antepétalo e o preto o estame abaxial do verticilo antesépalo. Os
dois conjuntos de estames estdo em contato no lado adaxial da flor. A: primérdio de estame
do verticilo antesépalo; al: alas; B: bractea; b: bractéola; Bm: bolsa de mucilagem; C: carpelo;
E: estandarte, F: primoérdio floral; ff: filetes fusionados; I: apice da inflorescéncia; Q: pétalas
que constituem a quilha; Tc: tubo do caélice. A-C: Barras = 50um. D, F: Barras = 100um. E:
Barra=200um.



Figura 2: Células produtoras de mucilagem em A. falcata. A: Regido superior do calice. Os
dentes do calice estdo com o mesofilo repleto de bolsas de mucilagem. B: A mucilagem
produzida nas células epidermicas estravaza para o mesofilo através do rompimento das
paredes celulares formando as bolsas de mucilagem. C-E, G: As células epidérmicas
produtoras de mucilagem sao lameladas (asteriscos brancos) e tém o citoplasma corado em
azul brilhante confinado a regidao adjacente a parede periclinal externa. C: Grandes plastidios
de células do mesofilo (setas) estao associados as células mucilaginosas. F: Células
epidérmicas produtoras de mucilagem rompendo-se para o exterior do 6rgao. G: Estdmato
liberando para o meio externo mucilagem da célula produtora ao seu lado. Ab: lado abaxial da
flor; Ad: lado adaxial da flor; Bm; bolsa de mucilagem; C: carpelo; ep: epiderme; epb:
epiderme abaxial; epd: epiderme adaxial. A: Barra=500um. B-G: Barras = 25um.



Figura 3: Secgdes longitudinais de primordios florais de A. falcata em inicio de
desenvolvimento. As linhas marcam a separacéo entre as células derivadas das camadas ClI
e CIIl. A: Bractea e bractéolas aparentes, ambas iniciadas pela Cll. B: Primérdio floral com
divisbes periclinais aparentes na Cll que inicia um primérdio de sépala (setas). C: Estadio
mais adiantado de B, primordio de sépala visivel externamente. D: Células derivadas da ClI
iniciando as quilhas (retas), sépala abaxial mediana aparente, comegando a se curvar sobre
o primoérdio. O asterisco indica células produtoras de mucilagem. E: Primérdio de pétala e
carpelo aparentes. F: Regido central do primérdio floral sendo convertida em carpelo através
de divisdes na Cll e, principalmente na Clll (setas). O primérdio de estame do verticilo
antesépalo eleva-se por um alongamento nas células da camada Cll e algumas divisdes na
Clll. D-F: Notar como os verticilos surgem no mesmo plano uns dos outros. A: estame do
verticilo antesépalo; B: bractea; b: bractéola; C: carpelo; Cl: camada germinativa I; CII:
camada germinativa Il; Clll: camada germinativa lll; P: primordio de pétala; pc: procambio; Q:
quilha; S: primérdios de sépalas; S1: sépala abaxial mediana. B, C: Barras = 25um. A, D-G:
Barras =50um.
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Figura 4: Secgbes longitudinais de primoérdios florais de A. falcata em inicio de
desenvolvimento. As linhas pretas marcam a separacido entre as células derivadas das
camadas ClIlI e CIIl. A: Carpelo inclinado para o lado abaxial da flor, primérdio de pétala
nitidamente iniciado por células da CllI (seta). B, C: Primérdios de estames antesépalos
formados por divisdes nas camadas Cll e Clll. Aseta aponta divisdes periclinais na Clllem B
e na Cll em C. D: A camada CllI parece ter se reorganizado ou nao se dividido e o estame &
formado predominantemente pela ClII. E, F: Iniciagao dos estames do verticilo antepétalo.
Divisdes na Cll e CllI (setas). Os asteriscos indicam células produtoras de mucilagem. A:
estame do verticilo antesépalo; a: estame do verticilo antepétalo; C: carpelo; P: primérdio de
pétala; S: primérdios de sépalas. A-D: Barras = 50um. E, F: Barras = 25um.



Figura 5: Primordios de estame de A. falcata. As linhas pretas marcam a separagéao entre as
células derivadas das camadas Cll e ClII. A: Primérdio de estame do verticilo antepétalo com
formato quadrangular e as camadas histogénicas Cl, Cll e ClllI visiveis. B: Primérdio de
estame do verticilo antesépalo com formato triangular, uma primeira divisdo periclinal na
camada CII é indicada pela seta. C: Secgao longitudinal do primérdio de estame onde
observa-se uma célula inicial (ci) e ao seu lado uma ci que se dividiu em célula parietal
primaria (cpp) e célula esporogénica primaria (cep). D: Em um dos angulos do primoérdio
estaminal observa-se a célula inicial, em outros dois, a célula esporogénica primaria e
parietal primaria, e no ultimo a célula parietal primaria ja se dividiu originando as camadas
parietais secundarias interna (cpsi) e externa (cpse). E: O primérdio ja se alargou e fica
retangular embora ainda ndo tenham ocorrido divisbes na camada parietal primaria. Cl:
camada germinativa I; Cll: camada germinativa Il; Clll: camada germinativa lll; cep: célula
esporogénica primaria; ci: célula inicial; cpse: camada parietal secundaria externa; cpsi:
camada parietal secundaria interna; cpp: camada parietal primaria; P: pétala. Barras = 25um.



Figura 6: Formagao da antera de A. falcata. Sec¢des transversais. A cor das linhas indica a
linhagem das células. As linhas pretas indicam a separacéo entre as células derivadas das
camadas Cll e CIlIl. As linhas brancas delimitam as células provindas da Cll dos flancos do
primoérdio. As linhas amarelas delimitam as células derivadas da Cll das regides dorsal e
ventral adjacentes as iniciais. As linhas vermelhas delimitam as células originadas das
iniciais. A: Célula inicial dividindo-se periclinalmente para formar a cpp e a cep. Uma diviséo
periclinal de cpp originou as camadas parietal secundaria externa (cpse) e interna (cpsi). B:
Célula da camada CIlI dos flancos do primérdio em tel6fase dividindo-se periclinalmente
(seta). C: As cpse e cpsi estdo sendo formadas em todos os angulos do primérdio. Nos
flancos do primérdio as células da Cll dividiram-se rapidamente periclinal e anticlinalmente e
tornaram-se mais altas do que largas. D-F: As células derivadas da Cll das regides dorsal e
ventral, adjacentes as iniciais, alongam-se e dividem-se periclinal e anticlinalmente
(asteriscoem F), de forma que estas contornem as esporogénicas por umlado e as derivadas
dos flancos do primérdio por outro. F: cpse divide-se periclinalmente e origina uma camada
mais externa (ce) abaixo da protoderme e a camada média interna (mi), internamente. ce:
camada mais externa derivada da cpse; cep: célula esporogénica primaria; ci: célula inicial;
cpp: camada parietal primaria; cpse: camada parietal secundaria externa; cpsi: camada
parietal secundaria interna; mi: camada média interna; pc: procambio. A-F: Barras = 25um.



Figura 7: Acompanha-se a formagé&o do tapete exclusivamente a partir de células derivadas
da camada Cll e a diferenciagao do tecido esporogénico em A. falcata. A cor das linhas indica
a linhagem das células. As linhas pretas indicam a separacgao entre as células derivadas das
camadas Cll e CIIl. As linhas brancas delimitam as células provindas da ClI dos flancos do
primoérdio. As linhas amarelas delimitam as células derivadas da Cll das regides dorsal e
ventral adjacentes as iniciais. As linhas vermelhas delimitam as células originadas das
iniciais. A: Células derivadas da Cll das regides dorsal e ventral do primérdio e dos flancos do
mesmo adjacentes as iniciais, comegam a tomar a posi¢cao de células do tapete interno. B:
Tecido esporogénico totalmente circundado pelas células do tapete interno em
diferenciagdao. C, D: O tapete ja diferenciado, com células de contorno quadrangular e
citoplasma denso, é delimitado por linhas pontilhadas. Raras divisbes periclinais foram
detectadas no tapete externo. As setas duplas indicam células que se originaram da mesma
‘célula mae”. ce: célula mais externa derivada da cpse; cpse: camada parietal secundaria
externa; cpsi: camada parietal secundaria interna; mi: camada média interna; sp: septo; t:
tapete externo; te: tecido esporogénico; ti; tapete interno. A-D: Barras = 25um.
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Figura 8: Formacéo das ultimas camadas dos estratos parietais da antera de A. falcata. A-C:
Secgdes tranversais. D: Secgdo longitudinal. A: Antera com microsporangios bem
delimitados. O tecido esporogénico tem células grandes de citoplasma muito denso e o
tapete ja pode ser diferenciado por ter células menos vacuoladas que as dos outros estratos
parietais e de formato quadrangular. B: Detalhe de um microsporangio. A camada parietal
secundaria interna diferenciou-se em tapete, e a camada parietal secundaria externa dividiu-
se em uma camada mais externa e na camada média interna. Divisdes periclinais incomuns
nas ceélulas do tapete externo diferenciado (seta) foram observadas, possivelmente
formando um tapete irregularmente bisseriado. C, D: Divisdes periclinais nas células da
camada mais externa (setas) indicam a formagéo do endotécio externamente e da camada
meédia externa. D: Alinha preta separa o tapete das demais camadas parietais. ce: célula mais
externa; ed: endotécio; ep: epiderme; Fv: feixe vascular; me: camada média externa; mi:
camada média interna; t: tapete; te: tecido esporogénico; ti: tapete interno. A: Barra = 50um.
B-D: Barras =25um.



Figura 9: Secgdes longitudinais de ramos de segunda e terceira ordens de A. sensitiva. A:
Meristema apical do eixo de segunda ordem aparente com as camadas CI, Cll e ClIl,
observa-se um primordio foliar produzido por este meristema e suas estipulas adjacentes. B,
C: Folha jovem com uma inflorescéncia de terceira ordem (racemo) em sua axila, o
pedunculo ainda é curto e a flor terminal da inflorescéncia foi observada. Também pode-se
observar o apice do eixo de segunda ordem originando estipulas (seta) e um primérdio foliar.
O asterisco indica o eixo da inflorescéncia de terceira ordem. B: bractea; Cl: camada
germinativa |; Cll: camada germinativa Il; Clll: camada germinativa lll; et: estipula; F:
primérdio floral; Fl: primérdio foliar; |: apice da inflorescéncia de segunda ordem. A: Barra =
50um. D, E: Barras = 100um.



Figura 10: Sec¢des transversais de ramos de segunda e terceira ordens de A. sensitiva. A-D:
Folha jovem e estipulas aparentes, abase de umracemo esta presente em sua axila. Entre a
base do racemo e a folha surgem um novo primordio foliar e o racemo axilar. Através da
sequéncia de cortes (que estao dispostos do apice para a base do ramo) observam-se o0 novo
primoérdio foliar, suas estipulas e o racemo axilar com o apice da inflorescéncia, o primeiro
primoérdio floral na axila de uma bractea e uma segunda bractea sendo originada pelo apice.
D: O corte mais basal evidencia os primérdios florais do racemo mais velho, do qual apenas a
base era observada nos cortes apicais. E-H: Nesta sequéncia de cortes dispostos do apice
para a base do racemo, primérdios florais com bracteas e bractéolas em diferentes estadios
de desenvolvimento s&o observados. B: bractea; b: bractéola; Br: base de racemo; et:
estipula; F: primérdio floral; Fl: primérdio foliar/folha; |: apice da inflorescéncia. A-D: Barras =
100um. E-H: Barras =50um.



Figura 11: Secgbes longitudinais de primoérdios florais de A. sensitiva em desenvolvimento.
As linhas pretas marcam a separacgao entre as células derivadas das camadas Cll e CIII. A:
Inicializagao de bractéola a partir da camada CII. B: Primérdio floral convexo com formacgao
de primérdios de sépalas e pétala a partir de divisdes periclinais de células da camada ClI
(seta). C: Primordio de pétala danificado por ataque de afidio. D, E: Formagao de sépalas e
pétalas, iniciacdo do carpelo com uma maior contribuicdo da CIlll e poucas divisdes
periclinais na ClI. As setas indicam células que se dividiram periclinalmente. Os verticilos
surgem em diferentes alturas devido ao formato cénico do primordio floral. F: Secgéao da
regido do primdrdio floral entre os dois lobos do célice. Observam-se as pétalas laterais com
posicao mais perpendicular ao eixo que as demais e uma pequena porc¢ao fusionada entre os
lobos do calice. Divisdes na Cll para a formagao do carpelo séo observadas (seta). G: Aseta
aponta uma célula da camada Cll em anafase, iniciando a formagao do estame antesépalo.
A: estame do verticilo antesépalo; Af: afidio; b: bractéola; B: bractea; C: carpelo; F: primérdio
floral; P: primérdio de pétala; S: primordios de sépalas. A-G: Barras = 50um.



Figura 12: Secgdes longitudinais de primérdios florais de A. sensitiva em desenvolvimento.
As linhas pretas indicam a separacgao entre as células derivadas das camadas Cll e da ClII. A:
Primérdio de pétala com todas as células originadas de divisées periclinais na camada Cl|
(barra). B: Primordio de estame do verticilo antesépalo formado por duas camadas de células
derivadas de uma primeira divisao na camada Cl| (seta branca). C: Primédio de estame do
verticilo antesépalo com duas camadas de células derivadas da ClI (barra) e as demais da
ClIlI. D: Primérdio de pétala com uma sequéncia de células originadas da camada ClI (barra).
D-F: Primérdio de estame do verticilo antepétalo iniciado pelas células da Cll que aumentam
muito em altura (setas pretas) para uma posterior divisao periclianal. A: primérdio de estame
do verticilo antesépalo; a: primérdio de estame do verticilo antepétalo; b: bractéola; C:
carpelo; ds: células derivadas da CllI; P: primérdio de pétala; S: primérdio de sépala. A-C:
Barras =50um. D-F: Barras = 25um.



Figura 13: Botdes florais de A. sensitiva em diferentes estadios de desenvolvimento em
seccdao transversal. A, B: Todos os verticilos florais estdo aparentes. Os primordios das alas
estao inclinados para o lado abaxial do botao floral. A: Corte de uma regiao basal do botéo
estando evidente a pequena fusdo entre os lobos do calice. As anteras do verticilo antepétalo
ainda nao se diferenciaram. B: Estame do verticilo antepétalo com porcéo distal dilatada de
formato retangular. B, C: Bractea e bractéolas presentes, lobo abaxial do calice sobrepondo o
adaxial. Células com abundéancia de compostos fendlicos (em verde) sao frequentes sob os
feixes vasculares de bracteas e bractéolas, estando em menor quantidade no calice. C, D:
Dos verticilos de estames apenas o antesépalo esta aparente. C: O formato da antera ja é
bem definido com sulcos dorsal e ventral aparentes. D: Anteras com tecido esporogénico
formado. A: primoérdio de estame do verticilo antesépalo; a: primérdio de estame do verticilo
antepétalo; al: alas; B: bractea; b: bractéola; C: carpelo; E: estandarte; lab: lobo abaxial do
calice; lad: lobo adaxial do calice; Q: pétalas que constituem a quilha. A-D: Barras = 100um.



Figura 14: Primérdios de estame de A. sensitiva. A-C: Secgdes longitudinais. D-G: Secgdes
transversais. As linhas pretas indicam a separacéao entre as células derivadas das camadas
Cll e Clll. A-F: Crescimento em altura da maioria das células da Cll e sua posterior divisao
periclinal. Em cada angulo do primérdio existem duas células consideradas iniciais
meristematicas, pois dao origem a camada parietal primaria (cpp) externamente e a camada
esporogénica primaria (cep) internamente. Nas regides dorsal e ventral do primérdio, as
células da Cll nao se dividem. G: As células da cpp dividem-se periclinalmente e formam as
camadas parietal secundaria externa (cpse) e interna (cpsi). As setas apontam as células
alongadas ou dividindo-se. cep: célula esporogénica primaria; ci: célula inicial; cpp: camada
parietal primaria; cpse: camada parietal secundaria externa; cpsi: camada parietal
secundariainterna. A-G: Barras = 25um.



Figura 15: Formagao da antera de A. sensitiva. Secgoes transversais. A cor das linhas indica
alinhagem das células. As linhas pretas indicam a separacao entre as células derivadas das
camadas Cll e CIIl. As linhas brancas delimitam as células provindas da Cll dos flancos do
primoérdio. As linhas amarelas delimitam as células derivadas da Cll das regides dorsal e
ventral adjacentes as iniciais. As linhas vermelhas delimitam as células originadas das
iniciais. A: As camadas parietal secundaria externa (cpse) e interna (cpsi) e a célula
esporogénica primaria (cep) estdo presentes nos angulos do primérdio. Nos flancos do
primordio observam-se apenas uma camada interna e outra externa originadas da ClI. B: As
células dos flancos dos primoérdios ficam muito altas em comparacédo as derivadas das
iniciais e dividem-se anticlinalmente (seta). Acpp pode dividir-se anticlinalmente antes de dar
origem a cpse e cpsi. C, D: As células da CllI das regides dorsal e ventral do primérdio,
adjacentes as derivadas da inicial alongam-se e dividem-se periclinalmente, de forma que
estas contornem internamente as derivadas da inicial juntamente com as células dos flancos.
E, F: A célula esporogénica primaria se divide originando as precursoras do tecido
esporogénico. cep: ceélula esporogénica primaria; cpp: camada parietal primaria; cpse:
camada parietal secundaria externa; cpsi: camada parietal secundaria interna; te: células
precursoras do tecido esporogénico. A-F: Barras = 25um.



Figura 16: Formacéo da antera de A. sensitiva. Secg¢bes transversais. A, B: O inicio da
formacao dos microsporangios modifica o formato dos primérdios estaminais onde a
morfologia de uma antera fica nitida. As linhas pretas delimitam as células derivadas das
camadas ClI, Cll e CIII. Notar que os microsporangios sao totalmente formados pelas células
derivadas da ClI. C-F: Acor das linhas indica a linhagem das células. As linhas pretas indicam
a separacao entre as células derivadas das camadas Cll e Clll. As linhas brancas delimitam
as células provindas da Cll dos flancos do primérdio. As linhas amarelas delimitam as células
derivadas da Cll das regides dorsal e ventral adjacentes as iniciais. As linhas vermelhas
delimitam as células originadas das iniciais. As células precursoras do tecido esporogénico
ficam mais conspicuas devido ao citoplasma denso. As células derivadas da Cll dos flancos
do primérdio continuam se dividindo periclinal e anticlinalmente e formarao células do septo e
do tapete interno. cpse: camada parietal secundaria externa; cpsi: camada parietal
secundaria intena; te: células precursoras do tecido esporogénico; ti: células precursoras do
tapete interno. A, B: Barras = 50um. C-F: Barras = 25um.



Figura 17: Formacgao da antera de A. sensitiva. Secgdes transversais. A: Microsporangios
conspicuos com células tapetais em diferenciacéo. As linhas pretas delimitam as células
derivadas das camadas ClI, Cll e ClIl. B-F: A cor das linhas indica a linhagem das células. As
linhas pretas indicam a separagao entre as células derivadas das camadas Cll e CIIl. As
linhas brancas delimitam as células provindas da Cll dos flancos do primérdio. As linhas
amarelas delimitam as células derivadas da Cll das regides dorsal e ventral adjacentes as
iniciais. As linhas vermelhas delimitam as células originadas das iniciais. As linhas
pontilhadas contornam o tapete. B: A seta de contorno branco aponta uma célula derivada da
Cll da regiao do flanco em anafase, onde uma das derivadas fara parte do tapete interno. A
seta preta aponta uma célula da camada parietal secundaria externa (cpse) em anafase
(divisdo anticlinal) aumentando em didmetro a extensdo do microsporangio. C e D: As setas
apontam células derivadas de uma divisdo periclinal da cpse originando internamente a
camada média interna (mi) e uma camada mais externa (ce) abaixo da epiderme. D: Uma das
células constituintes do primordio de tapete interno divide-se anticlinalmente acrescendo em
didametro a extensao do microsporéangio. E: Observa-se o mesmo que em C e D num estadio
mais avangado, quase todas as cpse ja se dividiram. Uma célula que formara o tapete interno
esta em anafase. F: O asterisco indica uma anafase no tecido esporogénico promovendo a
sua proliferagao. Setas de ponta dupla indicam células de mesma origem. ce: camada mais
externa; cpse: camada parietal secundaria externa; cpsi: camada parietal secundariainterna;
mi: camada média interna; t: tapete externo; te: tecido esporogénico; ti: tapete interno; sp:
septo.A: Barra=50um. B-F: Barras = 25um.
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Figura 18: Formagao das ultimas camadas dos estratos parietais da antera de A. sensitiva. A,
B: Os microsporangios ja estao totalmente formados, a camada mais externa (ce) abaixo da
epiderme, derivada da camada parietal secundaria externa (cpse) divide-se periclinalmente
originando o endotécio externamente e a camada média externa mais internamente. O tecido
esporogénico tem células grandes de citoplasma muito denso e o tapete ja pode ser
diferenciado por ser menos vacuolado que as demais células dos estratos parietais e ter
células mais quadrangulares. Em B o tecido esporogénico se proliferou emrelacdoaA. EmA
uma célula do tapete interno estéa se dividindo periclinalmente (seta) originando uma porgéo
bisseriada. ce: camada mais externa derivada da cpse; ed: endotécio; ep: epiderme; me:
camada média externa; mi: camada média interna; t: tapete externo; te: tecido esporogénico;
ti: tapeteinterno. A, B: Barras =25um.



Figura 19: Esquema do desenvolvimento da antera de A. sensitiva representando as trés
camadas histogénicas. Camada Cl em pardo, camada CIll em amarelo e camada CIll em
branco. A: Primérdio de estame no qual as células da camada Cll ainda nao se dividiram e a
maior parte do volume do 6rgao € dada pelas células da camada CIIl. B: A camada ClIl se
dividiu e deu origem a varias células de funcdes distintas nos microsporangios, neste estadio
ja se diferenciam o tecido esporogénico e as células precursoras do tapete. C: As células
derivadas da camada CIl formam todo o microsporangio e constituem a maior parte da
antera. A camada ClII se dividiu pouco, o suficiente para a formacao do procambio e da
maioria das células do conectivo.



Figura 20: Esquema do desenvolvimento da principal linhagem celular da antera originada
das células da camada Cll dos angulos dos primordios, ou seja, das células iniciais
meristematicas. Este esquema demonstra o tipo Dicotiledbneo de desenvolvimento dos
estratos parietais da antera. ce: célula mais externa derivada célula parietal secundaria
externa; cep: célula esporogénica primaria; ci: célula inicial meristematica; Cl: camada
germinativa I; Clll: camada germinativa lll; cpp: célula parietal primaria; cpse: célula parietal
secundaria externa; cpsi: célula parietal secundaria interna; ed: endotécio; me: camada
meédia externa; mi: camada média interna; t: tapete externo; te: tecido esporogénico.
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Figura 21: O esquema demonstra como surgem os tecidos da antera a partir das camadas
germinativas ClI, ClII e CIII. As principais linhagens originam-se a partir da camada CIl do
primordio estaminal em ambas espécies do género Aeschynomene.



4 - Discussao

A andlise anatémica do desenvolvimento da inflorescéncia de A. sensitiva corrobora o
observado sob MEV (Capitulo 1), exceto pela filotaxia subdistica das flores descrita no
Capitulo 1l que se mostra distica quando as inflorescéncias sdo observadas em estadios mais
juvenis sob MO. Outros dados ainda foram acrescentados neste Capitulo, como a posicao
perpendicular de uma inflorescéncia de terceira ordem em relacdo a outra, tendo disposicéo
ortogonal e a funcdo protetora das estipulas em relacdo as inflorescéncias recém formadas.
Tucker & Grimes (1999) destacam no caso de inflorescéncias constituidas por sistemas de
ramos, que seu formato sofre influéncia do tempo relativo da expansdo do ramo e aumento
diferencial ou supressdo dos internds. No presente trabalho, verifica-se essa idéia devido a
dificil visualizac@o, a olho nu, dos racemos laterais e numero de flores em A. falcata, pois a
visualizacdo das flores se da apenas apds o alongamento de seus pedicelos, préximo a antese.
Em A. sensitiva, a dificuldade € de visualizacao das diversas ordens da inflorescéncia quando
ainda jovens, pois além das raquis curtas, o pedunculo da inflorescéncia tarda a se alongar.

A transicdo da fase vegetativa para a reprodutiva € a mais dramatica mudanga de fase
no desenvolvimento da planta, sendo regulada por condi¢cdes ambientais, bem como por um
complexo genético que monitora o estadio de desenvolvimento (Araki, 2001). Uma das mais
importantes diferencas entre o meristema floral e o vegetativo é que ele é determinado, de tal
forma que todas as células do meristema tornam-se comprometidas para um caminho de
diferenciacdo (Zik & lIrish, 2003). O desenvolvimento da flor € um processo de multiplos
passos, incluindo a formacdo do meristema floral, estabelecimento da identidade de 6rgaos,
seguidos pela diferenciacdo das estruturas florais (Zik & Irish, 2003).

Segundo Gifford (1954), diversos trabalhos demonstram que os meristemas da flor e
da inflorescéncia exibem, essencialmente, a mesma estrutura do apice vegetativo, gerado por
um grupo de células indiferenciadas, 0 meristema apical. Apos a inducdo da floracdo, ambos
meristemas, da flor e da inflorescéncia, mantém a mesma estrutura em camadas, derivadas do
correspondente do meristema apical (Vaughan, 1955 apud Jenik & Irish 2000). Essas camadas
foram inicialmente descritas ao nivel morfol6gico: a tanica constituida pelas células das
camadas mais externas do meristema apical, as quais geralmente se dividem apenas
anticlinalmente, e o corpo com células que se dividem em todas as dire¢Ges, aumentando o
volume do meristema (Schmidt, 1924). A andlise de citoquimeras de diferentes espécies
demonstrou presenca de trés camadas histogénicas independentes no meristema apical (Satina

et al., 1940; Dermen, 1947) e Dermen (1947) sugeriu que a camada dérmica fosse chamada
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camada germinativa | (Cl), a subdérmica de camada germinativa Il (CIl) e a central de
camada germinativa I11 (CII1), nomenclatura adotada no presente trabalho.

As plantas utilizam um controle rigoroso nas taxas e planos de divisdo celular durante
o desenvolvimento, gerando 6rgdos em nimero e posic¢ao apropriados, com dimensdo e forma
caracteristicas (Meyerowitz, 1997; Steeves & Sussex, 1989). O controle da orientacdo das
divisdes celulares previne a mescla de camadas durante a organogénese, embora uma possa
assumir a posicao e a funcdo da outra (Dermen, 1947; 1951; 1953), evidenciando o padrdo
posicdo-dependéncia e ndo linhagem dependéncia. A relacdo entre as camadas histogénicas e
os tecidos primarios nédo é rigida. A Cl pode sofrer divisdes em varios planos quando ha um
fusionamento de sépalas e pétalas (Satina & Blakeslee, 1941), além de participar na formacéo
do tegumento dos rudimentos seminais (Dermen, 1947; Bittencout Jr., 1995) ou dar origem a
um ramo inteiro (Dermen, 1953), indicando que a protoderme ndo esta confinada apenas a
producgéo de uma camada de cobertura. Portanto, a contribuicdo das camadas histogénicas aos
orgaos florais pode diferir entre os diferentes grupos de plantas.

As diferencas no aspecto dos primoérdios florais, do surgimento das bractéolas até o
surgimento do carpelo, marcam a ontogénese inicial da flor em A. falcata e A. sensitiva. O
receptaculo de A. falcata é mais largo que alto em contraposicdo ao de A. sensitiva; as sépalas,
embora tenham origem nas mesmas camadas germinativas, em A. falcata surgem numa ordem
nitida, enquanto em A. sensitiva sdo observadas divisdes periclinais em quase toda a
circunferéncia do primérdio (exceto nas regides entre os lobos), podendo-se identificar apenas
a abaxial mediana devido ao seu desenvolvimento um pouco mais acelerado. Isso reforca as
analises morfologicas anteriores com a iniciacdo unidirecional abaxial do célice tendendo a
simultdnea em A. sensitiva. Outra caracteristica que se mostra importante é a altura do
primordio, bem maior em A. sensitiva do que em A. falcata, o que parece estar vinculado a
uma contribuicdo mais intensa da ClII na elevacdo do carpelo, além de haver uma distancia
maior entre os verticilos de sépalas e pétalas em A. sensitiva, talvez devido a um retardo no
alongamento do calice em relacdo a outra espécie. Em Trifolium pratense, o primordio floral
comeca a alargar-se com um formato hemisférico, tornando-se quase esférico, passando a
achatado com sua atividade meristematica lateral (Picklum, 1954). Os primdrdios florais de A.
falcata e de A. sensitiva também se apresentam achatados em um estadio posterior.

A iniciacdo de sépalas e pétalas a partir da ClIl e a dos estames por um ciclo de
divisdes na Cll e o restante na CII1 em Aeschynomene corresponde ao encontrado em Datura
stramonium, onde folhas, sépalas e pétalas também se iniciam a partir da Cll e os estames tem

a ClIl como responsavel pela elevacdo do primordio, embora com auséncia total de divisdes
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na Cll (Satina & Blakeslee, 1941). Na maturidade, a porcéo distal do estame que se diferencia
nos microsporangios apresenta predominancia de células derivadas da CIl. As divisbes
periclinais na camada CII geralmente marcam a iniciacdo dos primoérdios de 6rgdos fazendo
com gue a camada receba o nome de organogénica (Picklum, 1954; Bowman & Eshed, 2000;
Mocgo, 2002). As células derivadas da CllI ainda ddo origem a quase todos os tipos celulares
dos esporangios (Oliveira, 2001), inclusive 0s microsporos, como parece ocorrer na maioria
das espécies de angiospermas (Dermen, 1947; Davis, 1966; Bhandari, 1984; Satina &
Blakeslee, 1941).

Moco (2002) realizou analises anatdbmicas dos meristemas da inflorescéncia, bem
como do desenvolvimento dos primdérdios dos verticilos florais em A. latifolia e registrou o
surgimento dos primordios de bracteas e sépalas a partir da camada subdérmica e dos demais
Orgdos das camadas subdérmica e central. O desenvolvimento das pétalas em Aeschynomene,
até o estadio observado neste capitulo, foi promovido pela camada ClI, diferindo de A.
latifolia, que nos estadios mais juvenis ja apresentam contribuicbes da CIII. Os primordios
estaminais possuem o mesmo padrdo de desenvolvimento em ambos géneros e semelhante a
D. stramonium (Satina & Blakeslee, 1941). Em Spondias mombin (Anacardiaceae), a camada
Cll contribui mais para a formacdo do primdrdio estaminal que a CIlI (Oliveira, 2001).
Tucker (1987) ja havia detectado em Papilionoideae a iniciacdo carpelar atraves de divisoes
periclinais na Cll do apice floral sendo acrescida de divisGes na camada central ou Clll e
observou o carpelo tornando-se mais alto em um ponto excéntrico préximo ao lado abaxial do
cume, como observado no género em estudo.

Alguns autores acreditam que primordios dos 6érgédos florais sdo iniciados da mesma
maneira que primdrdios foliares (Picklum, 1954) corroborando o postulado pela teoria
filomatica. Atualmente aceita-se que as folhas, o caule e as flores constituem uma mesma
unidade denominada “shoot” (parte da planta exposta ao meio), e que a flor desenvolve-se em
paralelo ao ramo vegetativo e ndo como derivada dele (Fahn, 1990). A origem dos 0rgaos
florais é bem fundamentada pela teoria telomatica, como demonstrado no trabalho de Wilson
(1942), que ao estudar uma provavel origem e evolucdo dos estames, acredita que estes
evoluiram através de sistemas de ramos possuindo esporangios terminais, um sistema
existente antes das folhas terem se desenvolvido, ndo existindo relacéo filogenética entre eles.
Satina & Blakeslee (1941) apontaram para a semelhanca entre o desenvolvimento do estame e
do eixo caulinar em D. stramonium — formados predominantemente pela CllI-, e das sépalas e

pétalas com as folhas (iniciadas pela ClIl, com a CIlI constituindo os feixes vasculares), assim
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como observado em Aeschynomene, o que reforca a teoria telomatica para origem dos 0rgaos
esporangiados.

Regides especificas sdo estabelecidas cedo no desenvolvimento da antera, nas quais
ocorrem eventos Unicos de histodiferenciacdo em uma ordem cronoldgica precisa, 0 que
ocorre devido ao importante papel da comunicacdo célula-célula, fazendo com que os quatro
microsporangios desenvolvam-se concomitantemente em diferentes regibes da antera
(Koltunow et al., 1990; Goldberg et al., 1993). O tecido esporogénico se desenvolve de
regides localizadas nos quatro angulos da antera em desenvolvimento. Em cada regido existe
inicialmente uma fileira de células subdérmicas meristematicas iniciais que se dividem
periclinalmente para formar duas camadas (Fahn, 1990), no caso, camada parietal primaria e
camada esporogénica primaria, como as formadas em Aeschynomene.

Muitos autores consideraram as células meristematicas subdérmicas como sendo as
iniciais do arquespério (Maheshwari, 1950; Davis, 1966; Johri et al., 1992), entretanto este
conceito € equivocado, uma vez que, a camada parietal primaria, originada da primeira
divisdo das células subdérmicas, é constituida de células meristematicas vegetativas sem
nenhuma relacdo com o desenvolvimento das células-méde dos micrésporos (Rutishauser,
1982). Nem mesmo as células esporogénicas primarias poderiam ser consideradas como
arquesporio, pois podem sofrer varios ciclos de divisdes mitéticas antes de entrarem no
estadio pré-meidtico, podendo, no maximo, serem denominadas células-mée do arquespério
ou iniciais arquesporiais. Para a utilizacdo de um conceito que reflita a realidade dos
acontecimentos, apenas as células-mée dos micrésporos, que ndo passam por mais nenhum
ciclo mitético, entrando na fase pré-meiotica, devem ser denominadas arquesporio, ou células
arquesporiais (Rutishauser, 1982).

O tecido esporogénico prolifera-se concomitantemente aos estratos parietais,
intensificando este processo apdés a formacdo de todas as camadas parietais da
antera/esporangio. Encerradas as divisbes mitoticas, as celulas esporogénicas entram em
profase meidtica, tornando-se células-mée dos micrdsporos (Mariath et al., 2003). O tipo de
desenvolvimento dos estratos parietais padrdo para as Leguminosae é o Dicotiledoneo (Davis,
1966; Biddle, 1979; Prakash, 1987; Ashrafunnisa & Pullaiah, 1994; Ashrafunnisa & Pullaiah,
1999), marcado pela conversdo da camada parietal secundaria interna em tapete, como
encontrado em Aeschynomene. Algumas variaces desse padrdo foram registradas para a
familia, como o tipo Basico encontrado em Psophocarpus tetragonolobus (Lim & Prakash,
1994) e Rhynchosia capitata (Oomman, 1971).
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Consideramos em Aeschynomene a linhagem originada da célula inicial ou
meristematica subdermica a principal linhagem da antera, pois origina o tecido esporogénico.
As células derivadas das subdérmicas dos flancos da antera e das regiGes dorsal e ventral,
contiguas as células iniciais, ndo apresentam relagcdo ontogenética com a célula inicial, mas
originam o tapete interno e podem formar algumas poucas células de camadas médias e
endotécio nos flancos dos microsporangios, sendo recrutadas devido ao seu posicionamento.
Estas células recrutadas tém especial importancia para a origem do tapete interno, que se
diferencia juntamente ao externo, em paralelo a diferenciacéo do tecido esporogénico.

Na maioria dos casos, tecidos e células individuais derivam de uma (nica camada
germinativa, mas no caso do tapete a origem é reportada como sendo de duas camadas, Cll e
CllI (Goldberg et al., 1993). As observacdes que verificam a origem de todo o tapete a partir
da camada parietal sdo, em geral, devido ao fato dos investigadores concentrarem sua atencao
a regido protuberante (externa) do microsporangio (Bhandari, 1984). Bhandari (1984) aceita a
interpretacdo de Periasamy & Swamy (1966) de que a origem dupla para o tapete (em
diferentes camadas germinativas) em angiospermas € uma conclusdo légica. Perisamy &
Swamy (1966) consideram a origem do tapete dupla, pois as células derivadas das camadas
parietais ndo cobrem a face interna do tecido esporogénico e analises ontogenéticas comprovam
esse padrdo. Muitos trabalhos consideram o tapete como sendo de origem dupla, derivado das
camadas subdérmica e central ou parietal e conectival (Periasamy & Swamy, 1966;
Vijayaraghavan & Ratnaparkhi, 1973; Gupta & Nanda, 1978; Nanda & Gupta, 1978; Mehra
& Kulkarni, 1985; Chapman, 1987; Bittencout Jr., 1992; Bittencout Jr., 1995).

Em A. latifolia a origem do tapete interno é referida a camada central (Moco, 2002),
ndo tendo sido reportada para outras espécies de Leguminosae. Em Aeschynomene, foi
verificada a origem deste tecido de células derivadas da camada subdérmica adjacentes as
células iniciais, sendo todo tapete de origem subdérmica, estando as células do conectivo ja
diferenciadas e com elevado grau de vacuolacdo. O desenvolvimento do tapete interno das
especies aqui investigadas de Aeschynomene, o de Spondias mombin (Oliveira, 2001) e o de
Ilex paraguaiensis (Santos, 1993) acontecem em um padréo diferenciado, entretanto, o fato de
0s esporangios terem origem integral a partir da camada subdérmica ou das células iniciais do
esporangio Santos (1993), é uma concordancia entre estes trabalhos.

Considerando-se os casos da diferenciacdo do tapete externo e interno a partir da
camada celular subdérmica, péde-se perceber que 0 modo como o tapete interno se diferencia
varia entre as familias, ele é derivado das células adjacentes as iniciais em A. falcata e A.

sensitiva (Leguminosae), das células iniciais do esporangio em |. paraguaiensis
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(Aquifoliaceae) e da célula precursora interna em S. mombin (Anacardiaceae). Nos dois
ultimos casos, fazendo parte da linhagem principal, com origem na mesma célula subdérmica
que dard origem ao arquesporio. Dessa forma, a origem tapetal em uma ou mais camadas
germinativas confirma a idéia de que a histodiferenciacdo do tapete tem um condicionamento
posicdo-dependente, provavelmente estando relacionada ao contato direto com o tecido
esporogénico, nao dependente da linhagem celular (Bowman & Eshed, 2000). Embora a
diferenciacdo de tecidos ndo dependa de sua linhagem celular (Koltunow et al., 1990;
Goldberg et al., 1993), as linhagens ordenadas sdo fundamentais na formacdo de um 6rgéao e
podem ser corrigidas pelas interagcdes celulares, atingindo formas funcionais a partir de
tecidos formados por linhagens distintas, mas com posi¢do semelhante (Sachs, 1991). Ambos
tipos de tapete atingem seu maximo crescimento antes do inicio da meiose (Gupta & Nanda,
1978).

Muitas evidéncias tém sido apontadas como sinal de que a diferenciacdo de tecidos na
planta é dependente de sua posi¢do no 6rgdo em diferenciacdo, ao invés de dependente da
linhagem, a qual pertencem as células em questdo (Sachs, 1991). A posicdo das células no
meristema é o principal fator que especifica seu destino, o que fica claro quando células de
uma camada invadem outra camada e diferenciam-se de acordo com esta. A teoria da posicao
— dependéncia pode ser explicada através da acdo de genes nos meristemas, que Sao
responsaveis pela diferenciacdo dos tecidos em suas respectivas posi¢oes (Bowman & Eshed,
2000; Laux, 2003). O fato de os 6rgaos laterais produzidos conterem células das trés distintas
camadas (ClI, CllI, CIII), indica que a comunicacédo entre as células das camadas € necessaria
para coordenar o processo de desenvolvimento (Bowman & Eshed, 2000; Doerner, 2003).

Diferencas no comportamento das camadas parietais secundarias foram reportados em
Anacardiaceae (Oliveira, 2001). Alguma variacdo foi verificada no comportamento da
camada parietal secundaria interna, em A. falcata, que normalmente se diferencia diretamente
em tapete externo, podendo dividir-se periclinalmente. Devido a adiantada diferenciagdo do
tapete é provavel que esta divisdo na cpsi formara uma porcdo de tapete externo bisseriada,
ndo envolvendo desdiferenciacdo. Por¢des do tapete interno também podem se apresentar
bisseriadas, embora sem interferir no tipo de formacéo dos estratos parietais, diferenciando
duas camadas tapetais, ao inves da diferenciacdo de uma camada de tapete e outra de septo ou
conectivo. Divisdes periclinais ocasionais no tapete, tornando-o irregularmente bisseriado,
foram reportadas e parecem ser uma expressao da potencialidade latente a divisdes periclinais,
ndo sendo um carater consistente (Davis, 1966; Bhandari, 1984).
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A presenca abundante de celulas produtoras de mucilagem em A. falcata diferencia-se
do encontrado em A. sensitiva e pode estar relacionada ao tipo de habitat em que A. falcata se
encontra, campos de pastagem. O fato destas células serem tdo abundantes em brécteas,
bractéolas e calice, além da presenca de tricomas tectores, representa uma manutengdo da
quantidade de agua necessaria ao desenvolvimento dos primordios florais dessa espécie,
podendo ser mais um fator que explica a sua marcante resisténcia a ambientes indspitos. Os
tricomas, além de ajudarem a manter a umidade, também sdo Uteis na protecdo contra 0s
ataques de insetos.

Em Araucaria angustifolia, as células produtoras de mucilagem, embora de origem
distinta destas encontradas em Aeschynomene, possuem a funcdo de controle hidrico,
comprovada atraves de estudos imunocitoquimicos (Mastroberti, 2003). A mucilagem nas
células de A. angustifolia é secretada entre o vacuolo e o citoplasma, de modo que este se
tornava periférico (Mastroberti, 2003), diferentemente do observado em outras células
mucilaginosas, onde a mucilagem é secretada entre a plasmalema e a parede celular (Bakker
& Gerritsen, 1992). Este ultimo tipo é provavelmente o0 que ocorre nas espécies aqui
estudadas, devido a semelhanca encontrada quanto a localizagdo parietal da secre¢do. O
rompimento das paredes das células mucilaginosas ja foi verificado promovendo a formacéo
de canais (Bakker & Gerritsen, 1992), mas sua liberacdo desordenada para dentro do mesofilo
pode ser um evento particular de A. falcata. A secrecdo para o exterior se da através do
rompimento das paredes celulares e até mesmo pelos estbmatos. Células epidérmicas
mucilaginosas também j& foram descritas para Hibiscus schizopetalus (Bakker & Gerritsen,
1992), Myrsine umbellata e Luehea divaricata (Sartori, 2003), dentre outras.

A. sensitiva, por sua vez, é tipica de ambientes alagados, e um nimero reduzido de
células mucilaginosas foi detectado. Os compostos fendlicos mostram-se abundantes nesta
espécie, sendo conhecidos na protecdo contra o ataque de predadores. Apesar da abundancia
destes compostos em células associadas aos feixes vasculares, principalmente em bréacteas,
bractéolas e célice, os primordios florais desta espécie sdo intensamente atacados por afideos.

As diferencas encontradas na organogénese floral de A. falcata e A. sensitiva
correspondem as observadas nas analises de MEV, como o desenvolvimento da
inflorescéncia, altura do primordio floral, desenvolvimento do céalice e alas. Outras
caracteristicas que ndo puderam ser detectadas pela metodologia utilizada no Capitulo II
envolvem o armazenamento de diferentes compostos, o formato dos primérdios estaminais
logo ap6s o seu surgimento (analisados sob secgdes transversais) e uma variagdo no

comportamento da camada parietal secundaria interna em A. falcata.
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O fato dos 6rgdos florais das espécies estudadas possuirem uma igual origem nas
camadas histogénicas primarias confirma a conservacdo destas caracteristicas ao longo do
tempo. Este fato faz com que as diferencas encontradas, principalmente nos estadios iniciais
de desenvolvimento, quanto ao formato dos primérdios florais e a velocidade de alongamento
dos érgdos, principalmente sépalas, bem como as diferencas marcantes do fusionamento deste
verticilo, diferentes compostos armazenados de formas distintas e alguma variacdo no
comportamento tapetal, reforcem a hipotese de que A. falcata e A. sensitiva, que representam
seccdes distintas do género Aeschynomene, estejam distantes filogeneticamente (Lavin et al.,
2001). A distingdo entre os caracteres observada neste Capitulo é importante, tendo em vista
0s aspectos conservadores dos caracteres relacionados ao desenvolvimento floral, valorizando

os dados de ontogénese floral em analises filogenéticas de grupos distantes.
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RESUMO

O presente capitulo descreve a esporogénese e gametogénese em anteras de Aeschynomene
falcata e Aeschynomene sensitiva, bem como a formagdo da esporoderme nos graos de pélen
e a ontogenia dos estratos parietais da antera, utilizando-se MO e MEV. As anteras das
especies analisadas sdo tetrasporangiadas. Os esporangios apresentam epiderme, endotécio,
duas camadas médias e tapete, que circunda o tecido esporogénico. Com o inicio da préfase |
e a deposicdo da parede de calose, as células-mée do micrésporo (CMM) estabelecem canais
citomiticos entre si que permitem sua comunicagao e o sincronismo durante a meiose. Em A.
falcata observa-se uma camada péctica entre a membrana plasmatica e a parede de calose. A
citocinese entre 0s micrésporos € simultanea e as tétrades sdo tetraédricas. Ainda nas tétrades
ocorre o0 deposito da primexina. A parede de calose € dissolvida e 0s micrésporos tornam-se
livres, nessa fase ja se pode perceber o inicio da formacgdo da sexina e da nexina-1. O oncus
da exina é formado por um acumulo péctico em trés regides onde ndo ocorrera deposito de
esporopolenina e estardo localizadas as aberturas. A diferencia¢do de um vacuolo volumoso
no microsporo de A. falcata e varios menores no de A. sensitiva, faz com que o nucleo torne-
se periférico. A deposicdo da nexina-2, mais espessa sob 0s colpos, é observada. Ocorre a
deposicéo da intina-1, péctica, mais espessa sob as aberturas constituindo o oncus da intina e a
deposicdo da intina-2, celuldsica. Nas células do endotécio, o espessamento fibroso do tipo
palmado com placa basal é formado, embora em A. falcata ndo ocorra uma placa basal
verdadeira. Inicia-se a divisdo mitética assimétrica do microgameto6fito que origina uma
célula generativa parietal e uma vegetativa de volume muito maior. Até este momento, as
paredes das células tapetais reagiram negativamente a presenca de celulose que agora comeca
a ser depositada. Em A. sensitiva, as paredes periclinais internas das células tapetais sédo retas
e em A. falcata, apresentam-se fortemente onduladas. A célula generativa é englobada pelo
citoplasma da vegetativa e torna-se fusiforme concomitantemente ao ciclo amilogénico; as
células tapetais sdo colapsadas ainda com as paredes celulésicas. Durante a deiscéncia, apenas
a epiderme e o endotécio estdo presentes. Os grdos de pdlen das duas espécies sdo
tricolporados, com sexina reticulada. O opérculo foi detectado apenas em A. sensitiva. Salvo
algumas caracteristicas como camadas pécticas entre a membrana plasmatica e a parede de
calose, formato das placas basais do endotécio, das paredes periclinais internas do tapete e a
ocorréncia de opérculo, que podem refletir a separacdo das sec¢Bes do género Aeschynomene,
as caracteristicas da microsporogénese e microgametogénese de A. falcata e A. sensitiva ndo

apresentam maiores diferencas, evidenciando a grande conservacdo destes processos.
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1 - Introducéo

Os grdos de polen constituem os gametdfitos das Angiospermas responsaveis pelo
transporte dos gametas masculinos. Eles passam por um processo de desidratacdo e possuem
reservas no citoplasma da célula vegetativa para garantir a germinagédo do tubo polinico ap6s
a hidratacdo dos grdos no estigma da flor. O grdo de polen representa um dos mais simples
sistemas celulares das plantas com flores, possuindo apenas duas ou trés células em sua
maturidade, o que representa a maxima reducgéo da planta gametofitica quando comparada aos
demais grupos de plantas (Knox, 1984). O desenvolvimento e dispersdo dos gréos de pélen
estdo intimamente relacionados as paredes da antera constituidas pela epiderme, endotécio,
camadas médias e tapete.

Os processos de microsporogénese e microgametogénese, que resultam na producéo
dos graos de pdlen, sdo muito bem conservados dentre as plantas com flores (Maheshwari,
1950), o que garante a estabilidade do ciclo reprodutivo e a perpetuacdo das espécies. As
diferencas mais marcantes dentre os grupos de Angiospermas dizem respeito ao sincronismo
durante a divisdo meiotica dentro de uma mesma antera, ao numero de células presentes no
microgametdfito, as camadas da esporoderme quanto a sua espessura e ornamentacdo da
sexina e ao comportamento das camadas parietais da antera (Davis, 1966; Prakash, 1987;
Johri et al, 1992). Os padr@es de deposicdo da sexina sdo considerados uns dos fatores mais
varidveis, com distintos padrdes de ornamentagdo, tendo grande especificidade taxondmica
(Dickinson & Helsop-Harrison, 1968; Guinet, 1981; Ferguson & Skvarla, 1981; Guinet &
Ferguson, 1989) e, por isso, sendo primordiais na analise de registros fdsseis (Helsop-
Harrison, 1968b).

O conhecimento de caracteristicas embrioldgicas fornecem subsidios indispensaveis a
pesquisa aplicada. O detalhamento da ontogenia dos carpelos e da antera é pré-requisito para
os trabalhos que visam a manipulacdo de variabilidade genética no melhoramento, como a
geracdo de plantas haploides baseada na embriogénese dos micrésporos e do pdlen
(Rodrigues et al., no prelo; Mazzocato, no prelo) ou a producdo de embrides sométicos (Costa
et a.l., 2004; Rodrigues, 2004). Na familia Leguminosae, a qual possui inimeras espécies de
interesse agronémico, o conhecimento de padrdes de desenvolvimento dos microsporangios e
grdos de pdlen é de fundamental importancia para que o melhoramento ou controle da
dispersdo possa ser realizado, além de contribuirem para estudos sistematicos e poderem

estabelecer novos padrdes de desenvolvimento dos 6rgdos reprodutivos.
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Baseado no aqui exposto, este Capitulo tem como objetivo descrever a esporogénese e
gametogénese em anteras de Aeschynomene sensitiva e Aeschynomene falcata, bem como a

formacéo da esporoderme nos gréos de poélen.

2 - Material e Métodos

Inflorescéncias de A. falcata e A. sensitiva foram coletadas nos meses de abril e
dezembro do ano de 2003. A coleta de A. falcata realizou-se em populac¢ées no topo do Morro
da Policia e do Morro Santana (ICN 127556 e ICN 127557, respectivamente) e, a de A.
sensitiva, em uma populacédo no Parque Estadual Delta do Jacui, Ilha das Flores - Brago Norte
(ICN 127555), ambas localizadas no municipio de Porto Alegre no Estado do Rio Grande do
Sul, Brasil.

O material foi fixado em solucédo de glutaraldeido 1% e formaldeido 4% (McDowell &
Trump, 1976) em tampéo fosfato de sodio 0,1M, pH 7,2, logo ap6s a coleta, e submetido a
vacuo por, pelo menos, duas horas. A desidratacdo foi realizada em série etilica (Johansen,
1940) com passagem em solugdo &lcool etilico:cloroférmio (3:1, 1:1 e 3:1) para a retirada das
ceras epicuticulares, retornando ao etanol absoluto e sendo incluido em hidroxietilmetacrilato
(Gerrits & Smid, 1983). Os cortes foram realizados em micrétomo de rotacdo Zeiss Mikron
equipado com navalha de vidro de 8mm, obtendo-se sec¢fes de 1,5 a 3 um de espessura. O
material foi corado com Azul de Toluidina O (C.l. 52040) 0,05% em tampéo benzoato de
sodio, pH 4,4 (Feder & O’Brien, 1968) para observacao sob microscopia de campo claro.

A determinagdo dos constituintes celulares foi realizada através de reagentes
especificos de uso corrente em Anatomia Vegetal. A reacdo com IKI serviu para a
identificacdo de amido (Johansen, 1940), com Coomassie Brilliant Blue R-205 (C.I. 42660),

0,25% em solucdo acética 7%, para a identificacdo de proteinas totais (Southworth, 1973),

com Calcofluor White (C.1. 40622), 0,01% em solucdo aquosa, para deteccdo de celulose

(Pacini et al., 1999), com Alcian Blue (C.I. 74240) em solucdo aquosa, para a deteccdo de
pectinas (Luque et al., 1996), com Aniline Blue (C.l. 42755) para a deteccdo de calose
(Martin, 1959) e com Sudan Il (C.I. 26100) para a deteccdo de lipidios totais (O’Brien &
McCully, 1981). O teste com Sudan Il foi realizado tanto com anteras fixadas e
posteriormente esmagadas entre I&mina e laminula quanto em anteras que passaram pelo
processo de desidratacdo e infiltracdo. A analise do material e as fotomicrografias foram
realizadas em microscopio Olympus BX41 e Leica DMRB. As observacbes de reacao

fluorescente (Aniline Blue e Calcofluor White) foram realizadas no microscépio Leica
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DMRB, com filtro UV 340-380nm (Dichromirror 400nm). As observagdes sob microscopia
de contraste interferencial também foram realizadas neste mesmo microscopio.

Flores maduras foram fixadas em FAA (5 partes de formol: 5 partes de &cido
acético:90 partes de etanol 50%) (Johansen, 1940), desidratadas em série etilica e, apenas 0s
estames, foram transferidos ao dimetoximetano (Gersterberger & Leins, 1978), onde
permaneceram por 12 horas. No Centro de Microscopia Eletrénica da UFRGS, o material
desidratado foi submetido a secagem através do método de ponto critico utilizando CO,
liquido, com auxilio de um aparelho Balzers CPD 030. Posteriormente, as anteras foram
rompidas sobre fita metalica aderida a suportes de aluminio, liberando os graos de polen. Os
grdos de polen foram recobertos com ouro, na espessura de 15 nm, com auxilio de um
aparelho metalizador tipo “sputtering” Balzers SCD 050. As eletromicrografias foram
realizadas em Microscépio Eletrénico de Varredura (MEV) Jeol JSM 5800, sob 20 kV.

3 — Resultados

3.1 - Microsporogénese

Os dez estames apresentam anteras tetrasporangiadas (Figura 1B). Quando as quatro
camadas parietais da antera abaixo da epiderme estdo totalmente formadas: endotécio, camada
média externa, camada média interna e tapete, as trés primeiras sdo constituidas de células
com as paredes periclinais alongadas e bastante vacuoladas (Figuras 1B, 10A, C). Desde o
principio, as células da camada média interna sdo as mais estreitas e as epidérmicas aumentam
rapidamente em altura e largura (Figuras 10A, C). Antes mesmo da formacdo de todos 0s
estratos parietais as células do tapete ja estdo diferenciadas, com o citoplasma muito denso e
nicleo avantajado. As paredes destas células reagem negativamente ao Calcofluor White
(Figuras 1D, 10B, D), provavelmente devido a uma fraca deposicédo de fibrilas de celulose. O
tapete é do tipo secretor com células uninucleadas, sem presenca de cristais (Figuras 1A, C,
10A, C).

Neste estadio, o tecido esporogénico ndo sofre mais mitoses e as células-mée dos
micrésporos — CMM (ou células arquesporiais), entram em estadio pré-meidtico, com uma
deposicdo de calose entre a parede celular, provavelmente péctica, e a membrana plasmatica
(Figuras 1A-C, 10B-D). Com o desenvolvimento da parede de calose, as lamelas médias e
paredes das CMM s&o degeneradas formando uma matriz péctica que preenche os espacos do

I6culo (Figuras 1B, C, 10C). A por¢éo mais significativa da deposicéo de calose se da durante
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a profase | da meiose. Em A. sensitiva, as CMM entram no estadio de profase | ainda sem
deposicdo da parede de calose (Figuras 10A), enquanto, em A. falcata, uma sutil deposicdo
dessa parede foi observada antes do nucleo entrar em préfase | (Figuras 1A, C), sendo assim,
os eventos morfologicos que marcam o inicio da fase pré-meidtica nessas espécies sdo
distintos.

O estadio de profase | da meiose é facilmente identificavel nas CMM devido ao
espiralamento dos cromossomos (Figuras 1C, 2A, 10A, C). A profase | é um estadio que
possui 4 fases: leptoteno, zigbteno, paquiteno e dipléteno (Rangel, 1974; Dickinson, 1987),
neste trabalho observaram-se duas delas, leptéteno em que 0S cromossomos parecem
enovelados, ainda com presenca de nucléolo (Figuras 1C, 10A, C) e paquiteno, no qual os
cromossomos atingem o nivel maximo de espiralamento (2A, D). A metéfase | também pode
ser identificada devido a visualizacdo das fibras do fuso e os cromossomos alinhados (Figuras
11A, B). Um outro estadio observado foi a tel6fase I, com cada conjunto de cromossomos em
um canto da célula e ndcleo interfasico ainda nédo reestruturado (Figuras 2B, E, 11C), sem
formacdo de placa equatorial. A profase Il € identificada pelo restabelecimento dos nucléolos
e da membrana nuclear (Figura 11E). O outro estadio observado corresponde ao final da
telofase Il, com os quatro ndcleos haploides interfasicos reestruturados, a cariocinese se
completou, mas a citocinese ainda nao ocorreu (Figuras 2C, F, 11F). Em A falcata, ja no final
da profase I, observa-se um material de mesma coloracdo da parede celular, provavelmente
péctico, sendo depositado entre a membrana plasmatica e a parede de calose (Figuras 2A-F), o
que néo foi observado em A. sensitiva (Figuras 11A-F).

Canais citomiticos séo estabelecidos entre as CMM durante a profase | da meiose e
permanecem visiveis até o final da cariocinese (Figuras 2B, C, 11A-F). A citocinese ¢
simultanea, com as paredes de calose crescendo centripetamente (Figuras 3A, B, 12A-C) e
dando origem a uma tétrade tetraédrica, o que individualiza os micrésporos (Figuras 3C-F,
12D, E). Corddes citoplasmaticos ainda sdo conspicuos durante a citocinese, sendo perdidos
guando completado o processo (Figuras 12A, B). As comunicacdes estabelecidas pelos canais
citomiticos entre as CMM garantem uma grande sincronia durante a meiose em um mesmo
microsporangio. Apesar de alguma assincronia entre 0s microsporangios de uma mesma
antera durante a meiose, apds essa divisdo as anteras de um mesmo verticilo de estames
apresentam grande sincronia entre si.

Antes de haver a dissolucdo das paredes de calose, pode-se observar a deposicdo da
primexina nos microsporos dentro das tétrades, a qual cora-se de rdseo com o Azul de

Toluidina indicando a presenca de polissacarideos (Figuras 3C, D, 12D) e, de Azul com o
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Coomassie Blue, reagente para proteinas (Figura 12F). Ocorre, entdo, a dissolucdo da parede
de calose e os microsporos tornam-se livres, com nucleo central (Figuras 4A, 13A, B). Inicia-
se a diferenciacdo da esporoderme, algumas regides da primexina comecam a se diferenciar
em sexina e nexina-1, evidenciadas através da coloracdo azulada da esporopolenina em reacao
ao corante utilizado. No mesmo estadio, também se observa outra regido na primexina que
cora-se de roxo mais intenso, representando um acumulo de polissacarideos (oncus da exina)
(Figura 13A). Com a reacdao de Coomassie Blue verifica-se a presenca de proteinas na sexina
ainda pouco estruturada, e sua auséncia na regido das aberturas (Figura 13B). Com a
formagdo de um vactolo volumoso em A. falcata (Figura 4B) e varios menores em A.
sensitiva 0 nucleo do microsporo torna-se parietal. A sexina esta mais espessa com coloracédo
verde azulada, a regido do acimulo de primexina permanece visivel como oncus da exina, que
delimita as endoaberturas, e a nexina-2, de coloracdo azulada, é mais abundante sob os
colpos, ndo se depositando abaixo do oncus da exina onde estd demarcado o poro (Figuras
4A-C, 13C). Uma ténue linha rosada & observada sobre a nexina-1 e provavelmente é um
residuo da matriz de primexina que possuia mesma coloragédo (Figura 4B-D, F, 5D, 13C). O
material da dissolucéo das espessas paredes de calose provavelmente contribui como fonte de
energia para o desenvolvimento dos microsporos. As células tapetais parecem estar em plena
atividade, sdo volumosas e apresentam nucleos ativos, participando da nutricdo dos
micrdsporos e da producdo dos precursores de esporopolenina. Células tapetais hipertrofiadas
foram encontradas em A. sensitiva (Figuras 13A, B). A observacdo de teto e bécula,
componentes da sexina, através da MO foi dificultada devido a fraca coloracdo com Azul de
Toluidina e a melhor definicdo de sua morfologia foi obtida atraves da reacdo com Coomassie
Blue (Figuras 13B, D, 16C).

Em A. sensitiva, as paredes periclinais internas do tapete, em contato com o I6culo da
antera, sdo planas (Figuras 13C, D, 14A-D, 16E) ao contrario do encontrado em A. falcata,
onde estas paredes séo tortuosas e podem até englobar um microsporo (Figuras 4A, B, 8C, E,
F). No estadio de micrésporo livre ocorre um aumento na altura das paredes anticlinais das
células do endotécio e o aparecimento de espessamentos fibrosos lignificados (Figuras 4B, E,
F, 14B).
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3.2 - Microgametogénese

Observa-se a formacdo de um vacuolo volumoso no microsporo de A. falcata que é o
primeiro sinal morfoldgico da diferenciacdo do gametofito masculino, em A. sensitiva, apenas
vactolos menores foram observados. A limitacdo do citoplasma na por¢do marginal do
gametdfito acarreta a divisdo mitotica assimetrica — metafase, anafase e tel6fase puderam ser
observadas (Figuras 4D-F, 14A, B). O vaclolo de A. falcata torna-se menos conspicuo
durante a divisdo mitética. A célula generativa €, aproximadamente, trés vezes menor que a
vegetativa e de posicdo parietal no gametdfito (Figuras 5A, 14C), uma parede de calose foi
detectada separando-a da célula vegetativa (Figura 5B). Essa divisdo no microgametéfito €
ligeiramente assincrénica em um mesmo loculo. A forma lenticular da célula generativa se
mantém enquanto a mesma esta em posicao parietal (Figura 14C), passando a esférica quando
englobada pelo citoplasma da célula vegetativa (Figuras 5E, 14E, F). Observa-se a
degeneracdo do citoplasma e nucleo tapetais, enquanto as paredes celulares permanecem
presentes, mantendo a morfologia diferenciada entre as duas espécies (Figuras 4E, F, 5E, 8F,
14D).

Apos a vacuolagdo do micrésporo e durante sua preparacdo para a divisdo mitotica
observa-se a presenca da intina-1, péctica (Figuras 5C, D, 6C, 15E), que se espessa na area do
poro, constituindo o oncus da intina (Figuras 5C, D, 14F, 15A-E). Ap6s o aparecimento do
oncus da intina, o oncus da exina é comprimido e pode ser identificado apenas por uma linha
de coloragcdo mais escura (Figuras 5C, E, 15E). A intina-2, de composicao celulésica, € menos
visivel e reage positivamente ao Calcofluor White (Figura 6D) e ao Coomassie Blue (Figura
16C). A camada média interna apresenta-se colapsada e a externa tem células mais altas
parecendo estar intercaladas com as células do endotécio. A epiderme apresenta células com
as paredes periclinais alongadas devido ao rapido crescimento dos microsporangios (Figuras
5C, 15G).

Inicia-se um ciclo de amilogénese no citoplasma da célula vegetativa (Figuras 5F, 6A-
B, 15F-J). A intina péctica e 0 oncus da intina sdo observados através da reacdo com Alcian
Blue evidenciando pectinas (Figuras 6C, 151). A celula generativa adquire formato fusiforme
com nucleo muito denso ficando adjacente ao ndcleo da célula vegetativa (Figuras 5F, 6A,
15F-G). Na sexina, baculas e teto podem ser observados e sua melhor definicdo foi obtida
quando se fez a reacdo com Coomassie Blue, estando a sexina impregnada de proteinas
(Figura 16C). A microscopia de contraste interferencial revelou o formato dos colpos (Figura

7A). As duas espeécies sao tricolporadas, os colpos sdo equatoriais e equidistantes e nao se
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encontram na regido polar (Figuras 7B-D, 16A, B); a endoabertura é circular nas duas
especies. A exina € mais finamente reticulada em A. falcata do que em A. sensitiva e
verificou-se que a sexina é semireticulada na regido que margeia 0s colpos em A. falcata
(Figuras 7B-D), mas observa-se uma area lisa conspicua em A. sensitiva (Figuras 16A, B). Na
regido dos colpos de A. falcata, observa-se apenas fragmentos de sexina que ndo chegam a
constituir um opérculo, entretanto, em A. sensitiva, uma deposicdo mais macica de sexina ja
caracteriza a presenca de um opérculo (Figura 7B-D, 16A). A protrusdo do citoplasma da
célula vegetativa pode ser observada também sob MEV (Figuras 7B-D). Os grdos de polen de
Aeschynomene sdo relativamente pequenos, variando de 10um a 20pum de diametro, sendo
que os de A. falcata sdo maiores que os de A. sensitiva cerca de 5um. Os grdos tém o eixo
polar maior que o equatorial, sendo classificados como prolatos ou sub-prolatos.

Durante toda a esporogénese, a reacdo com Calcofluor White é negativa para as
paredes tapetais, indicando a auséncia ou muito baixa concentracdo de fibrilas de celulose
(Figuras 1D, 3B, E, 8A, 10B, D, 12C, 16D). Em estadios avangados da gametogénese, a
reacao torna-se positiva para a presenca de fibrilas de celulose nas paredes tapetais (Figuras
8B, D, 16E). No estadio em que o0s grdos de pdlen estdo repletos de graos de amido e a célula
generativa tem formato fusiforme e posicao central, as células tapetais colapsam, podendo-se
perceber apenas a presenca da camada meédia externa, endotécio e epiderme (Figuras 6D,
16F). Nao foram detectados membrana tapetal ou orbiculos. Esmagamentos das anteras
puderam revelar a presenca de lipidios no fluido locular, utilizando-se Sudan Il (Figura 17E),
o0 que ndo foi possivel em I&minas permanentes, devido a extracéo dos lipidios realizada pela
passagem em série alcoolica e cloroférmio, neste caso apenas a cuticula e pequenos granulos
nas paredes colapsadas foram detectados (Figura 17F). Esse problema técnico impediu que a
dindmica de lipidios nas anteras fosse acompanhada, permitindo apenas a inferéncia de que as
gotas de lipidio detectadas poderiam corresponder ao “pollenkit”, principalmente devido as
massas de pdlen observadas no estigma no Capitulo 11 (Figuras 16F, G).

Na maturidade da antera observa-se a degeneracdo do septo interesporangial, fazendo
com que existam apenas dois l6culos, os quais ainda apresentam um fluido locular de
coloracdo rosea, muito abundante em A. falcata. Nesse estadio, pode-se observar que a antera
de A. sensitiva ¢ maior que a de A. falcata (Figuras 9A, 17A). A proxima fase no
desenvolvimento da antera é a deiscéncia, momento no qual as células da camada média
externa se colapsam, e o fluido locular ndo estd mais presente (Figura 9B). As células
estomiais possuem didmetro muito reduzido quando comparadas as demais células

epidérmicas (Figura 17B). Epiderme e endotécio mantém sua estrutura tipica até o final do
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desenvolvimento, apresentando ndcleos picnoticos e citoplasma escasso (Figuras 9C, D, 17B).
Os espessamentos das células do endotécio sdo usualmente denominados fibrosos ou fibras do
endotécio, assemelhando-se a barras em forma de U, abertas na parede periclinal externa e
fechadas na interna, sendo caracterizado como do tipo palmado com placa basal, devido ao
encontro das barras de espessamento (Figuras 9C-F, 17C, D). Em A. sensitiva, a placa basal é
pequena, porém as fibras estdo efetivamente fusionadas (Figura 17D), enquanto que em A.
falcata é maior, mas nao apresenta fusionamento entre as bandas fibrosas do endotécio,
estando localizadas lado a lado (Figura 9F).

Os graos de poélen sdo dispersos na fase bicelular com abundancia de gréos de amido,
mas observaram-se alguns eventos em que grdos tricelulares foram encontrados antes da
deiscéncia. Alguns gréos de po6len foram encontrados com o oncus da intina muito inchado e
outros germinando dentro do l6culo da antera; neste caso, pode-se observar a intina formando
o tubo polinico e a presenca da unidade germinativa masculina (Figuras 15B-D, G, H).

As Tabelas 1 e 2 representam a correspondéncia entre os tamanhos dos botdes florais e
a fase de desenvolvimento das anteras, considerando-se ontogenia da antera, esporogénese e
gametogénese. O comprimento do botdo floral em A. sensitiva tem uma correspondéncia
precisa com o estadio do desenvolvimento dos microsporangios, enquanto que em A. falcata
ocorre uma sobreposicdo de estadios em botGes de diferentes comprimentos, podendo
significar que nesta espécie as pecas do perianto apresentam uma maior variacdo em seu

crescimento (Tabelas 1 e 2).
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Tabela 1: Relacdo entre os comprimentos dos botdes florais e os estadios de

desenvolvimento das anteras em Aeschynomene falcata.

Comprimento dos

r Estadio de Desenvolvimento das Anteras
Botdes (mm)

0.31-06 Primdrdios recém-formados. Primeiras divisoes na
' ' camada CII para formacéao das anteras.

Proliferacdo da camada Cll para formacéo das

0,6-0,92 anteras. Diferenciacdo do tecido esporogénico e
tapete.
10 Tecido esporogénico formado, presenca de 4

camadas parietais (t, cmi, ce, ep).

Diferenciacéo da célula-mée do micrésporo,
19-15 presenca das 5_camad§s parietais,(t, cmi, cme, ed,
o ep). Tapete diferenciado com nucleos grandes.

Microsporos livres e vacuolados.

Células-mae dos microsporos. Meiose. Tétrades de

16-2.0 migrés_poros. Micrésp,or'os_livres. Todas as camadas

e parietais presentes, média interna colapsada e tapete
com celulas de tamanho avantajado.

Esporos vacuolados. Micrdsporos passando por uma
2,5-2,7 divisdo mitdtica. Microgametdfitos com célula
generativa parietal. Endotécio diferenciado.

30-35 Célula generativa central. Citoplasma e nucleo
T tapetais em degeneracao. —

Célula generativa central, célula vegetativa com ”
40-45 amido. Células do tapete com as_paredes presentes, |
Y comecando a se colapsar, com citoplasma e nucleo
degenerados.
Célula generativa central e alongada, célula e
4853 vegetativa com amido. Paredgs tapetais col_apsadas @,‘ (@
T em degeneragdo, septos interesporangiais 3 {
degenerados. &

*QOs estadios que estdo escritos com letra vermelha sdo aqueles que sobrepbe o
estadio imediatamente anterior ou posterior.
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Tabela 2: Relacdo entre os comprimentos dos botdes florais e os estadios de

desenvolvimento das anteras em Aeschynomene sensitiva.

Comprimento dos
Botdes (mm)

Estadio de Desenvolvimento das Anteras

0,45-0,57

Primérdios recém-formados.

0,6-0,7

Primeiras divisdes na camada
ClIl durante a diferenciacao das
anteras. Diferenciacdo do tecido

esporogeénico e tapete.

1,2-14

Tecido esporogénico formado,
presenca de 4 camadas parietais
(cpsi, cmi, ce, ep).
Diferenciacdo da CMM,
presenca das 5 camadas
parietais (t, cmi, cme, ed, ep).
Tapete diferenciado com
nucleos de dimensdes
avantajadas.

1,7-2,0

CMM durante a divisdo
meiotica.

2,2-2,5

Tétrades com paredes de calose.
Microsporos livres.

2,6-2,8

Microgametdéfitos passando pela
primeira divisdo mitotica.
Microgametdfitos com célula
generativa parietal. Endotécio
diferenciado.

3,4-3,5

Célula generativa tomando
posicao central. Inicio de
degeneracéo do citoplasma das
células tapetais.

3,7-5,6

Célula generativa central e
alongada. Paredes tapetais
colapsadas e degenerando-se,
septos interesporangiais
degenerados.
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Figura 1: A. falcata. As células do tecido esporogénico entram na fase pré-meidtica com
deposicdo das paredes de calose, sendo denominadas células-mée dos micrésporos
(CMM). A: A deposicao de calose pode ser percebida em algumas células indicando que
estas estdo entrando no estadio pré-meidtico. Adivisdo da camada mais externa dos estratos
parietais ainda esta ocorrendo com a formacao do endotécio e da camada média externa. O
tapete apresenta vacuolos contendo uma substancia rosea. B: Vista panoramica de uma
antera com todos os meidcitos em proéfase | e estratos parietais completos. C: Detalhe de B,
observa-se a condensagao dos cromossomos na profase | (leptéteno). D: Reagao com
Calcofluor White sob microscépio de fluorescéncia. A reacdo evidéncia as fibrilas de
celulose, as células do tapete nao reagiram (setas). As paredes de calose ainda nao estao
presentes. CMM: célula-mae do micrésporo; co: conectivo; ed: endotécio; ep: epiderme; me:
camada média externa; mi: camada média interna; t: tapete. A, C, D: Barras = 25um. B: Barra
=50um.



Figura 2: Meiose nas células-mae dos micrésporos em A.falcata. A: Final da profase |,
cromossomos totalmente espiralados. B: Teléfase |. C: Fim da cariocinese, quatro nucleos
hapléides aparentes. D-F: Detalhes dos estadios da meiose das figuras A-C,
respectivamente. As setas grossas indicam as paredes de calose. As setas finas indicam
canais citomiticos. As setas de contorno amarelo indicam as paredes celulares das CMM,
predominantemente pécticas. As CMM produzem uma camada péctica entre a membrana
plasmatica e a parede de calose. A-C: Barras = 25um. D-F: Barra=12,5um.



Figura 3: Citocinese simultanea para a formacao de micrésporos em A. falcata. A, B:
Observa-se a citocinese simultanea dos micrésporos com deposigcao de calose entre eles na
diregao centripeta. B: Reagdo com Calcofluor White sob microscépio de fluorescéncia para
evidenciar fibrilas de celulose. A reacdo foi negativa para o tapete. A calose apresentou
autofluorescéncia. C-F: Citocinese concluida. C, D: A primexina ja pode ser observada nos
microsporos com coloragédo roxa. E: Reagdo com Calcofluor White sob microscépio de
fluorescéncia para para evidenciar fibrilas de celulose. Areacéo foi negativa para o tapete. A
calose apresentou autofluorescéncia. F: Reagcdo com Aniline Blue sob microscépio de
fluorescéncia para evidénciar calose. As setas grossas apontam paredes de calose. As setas
brancas apontam a regido do tapete. A-E: Barras = 25um. F: Barra = 50pum.



Figura 4: Microgametogénese em A. falcata. A: Esporos livres ndo vacuolados. Células do
tapete com citoplasma denso e endotécio sem espessamento. Sexina e nexina-2 podem se
distinguir na esporoderme. B: Esporos vacuolados. Tapete com muitas vesiculas e endotécio
diferenciado, com espessamentos. Camada média interna colapsada. C: Esporo vacuolado.
Sexina, membrana do colpo (nexina-1), nexina-2, oncus da exina e restos de primexina
visiveis. D: Primeira divisdo mitética do microgametdfito. A seta aponta os cromossomos
alinhados na metafase. Em outros microgametofitos evidenciam-se sexina, nexina-2, restos
de primexina, oncus da exina e oncus da intina. E: A seta aponta os cromossomos alinhados
na metafase. Os estratos parietais da antera estao totalmente diferenciados, as células da
camada média interna apresentam-se colapsadas e as da externa apresentam-se
intercaladas com as do endotécio. O tapete apresenta citoplasma menos denso. F: A seta
aponta, no detalhe, o fragmoplasto da primeira divisdo mitética de um microgametoéfito em
telofase. ed: endotécio; ep: epiderme; me: camada média externa; mi; camada média interna;
n1: nexina-1; n2: nexina-2; oe: oncus da exina; oi: oncus da intina; p: restos de primexina; se;
sexina; t: tapete, v: vacuolo. A-F: Barras = 25um. Detalhes nos cantos superiores das figuras:
Barras =6,25um.



Figura 5: Microgametogénese em A. falcata. A: Célula generativa parietal. A seta aponta a
parede da célula generativa. Sexina e oncus da intina visiveis. B: Reacdo com Aniline Blue
sob microscopio de fluorescéncia para detecgao de calose. Reagao positiva para a parede da
célula generativa (seta). Sexina e nexina-1 autofluorescentes. C, D: Otima visualizagao das
camadas da esporoderme, o oncus da intina com concentracéo diferencial de pectinas, o
oncus da exina foi comprimido e restos de primexina podem ser observados sobre a nexina-
1. E: A célula generativa ja ndo apresenta-se em posi¢ao parietal, tomando posigéo central
(seta). As células do tapete nao apresentam conteudo citoplasmatico, mas suas paredes
continuam presentes. F: A célula generativa adquire formato fusiforme e esta imersa no
citoplasma da célula vegetativa repleto de pequenas vesiculas. ed: endotécio; ep: epiderme;
me: camada média externa; n2: nexina-2; oe: oncus da exina; oi: oncus da intina; p: restos de
primexina; se; sexina; t: tapete. A-F: Barras = 25um. Detalhes nos cantos superiores das
figuras: Barras =6,25um.



Figura 6: Graos de pdlen maduros e estratos parietais de A. falcata. A: Célula generativa
fusiforme imersa no citoplasma da célula vegetativa. Célula generativa em secgao
longitudinal (seta de contorno branco). Célula generativa em secgao transversal (seta preta).
B: Reagao com lodeto de Potassio (IKl) para a detecgdo de amido. Reacgao positiva para as
vesiculas citoplasmaticas da célula vegetativa. C: Reagao com Alcian Blue para a detecgao
de pectinas. Reacgao positiva para a intina-1 (seta). D: Reagdo com Calcofluor White para a
deteccgao de fibrilas de celulose. Reacao positiva para as paredes da camada média externa
(seta grossa). A parede tapetal ja foi degenerada. Areagao também foi positiva para intina-2-
celuldsica (setas finas). ed: endotécio; ep: epiderme; me: camada média externa. A-D:
Barras =25um.



Figura 7: Morfologia externa dos grédos de pdlen de A. falcata. A: Colpos vistos sob
microscopia de contraste interferencial. B-D: Imagens de MEV. B: Vista equatorial. Um dos
colpos esta visivel com o poro dilatado. C, D: Vista polar. O grao de pélen é tricolporado e os
colpos ndao se unem nos polos. Sexina reticulada. A sexina esparsa sobre os colpos nao
constitui um opérculo. A: Barra=25um. B-D: Barras = 5um.
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Figura 8: Aspectos importantes do desenvolvimento do tapete em A. falcata. A, B, D: Reacao
com Calcofluor White sob microscépio de fluorescéncia para a deteccado de fibrilas de
celulose. A: Inicio da gametogénese com reagao negativa para as células do tapete (seta). B,
D: Durante a gametogénese com reagao positiva para as células do tapete (setas). C, E: As
células do tapete apresentam grandes depressdes em suas paredes periclinais internas,
onde podem ser encontrados os graos de polen (setas). F: Células do tapete com citoplasma
escasso. As paredes das células da camada média interna podem ser visualizadas. ed:
endotécio; ep: epiderme; me: camada media externa; mi: camada média interna; oi: oncus da
intina; t: tapete. A, B, E, F: Barras =25um. C, D: Barra =50um.
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Figura 9: Estratos parietais da antera de A. falcata proximo ao momento da antese. D-F:
Microscopia de contraste interferencial. A: Antera antes da deiscéncia. Os septos foram
degenerados (setas) e a camada média externa ainda esta presente. B: Antera apds a
deiscéncia. A camada média externa ndo estd mais aparente. Estdmio visivel (setas
grossas). C, D: Detalhe de B. E, F: Antera esmagada para visualizagao dos espessamentos
do endotécio. E: Vista lateral das células do endotécio. As letras que indicam epiderme e
camada meédia externa estdo presentes apenas como referencial. Na parede periclinal
interna a placa basal do espessamento € apontada pela seta. F: Vista frontal da parede
periclinal interna do endotécio. Observa-se a “placa basal” constituida por fibras distintas e
nao fusionadas (setas). co: conectivo; ed: endotécio; ep: epiderme; me; camada média
externa.A-B: Barras = 50um. C-F: Barras = 25um.



Figura10: A. sensitiva. As células do tecido esporogénico iniciam a deposi¢cao das paredes de
calose e entram num estadio pré-meidtico, sendo denominadas células-mée dos
micrésporos (CMM). B, D: Reagao com Calcofluor White sob microscopio de fluorescéncia. A
reacao evidéncia as fibrilas de celulose. A: A divisdo da camada mais externa dos estratos
parietais ainda esta acontecendo (seta) e origina endotécio e camada média externa. O
tapete apresenta vacuolos com uma substancia rosea. As células do tecido esporogénico
estao na préfase | (leptéteno) da meiose. B: Adeposicao de calose (autofluorescente) ainda é
sutil. O tapete reage negativamente para a presenca de celulose (setas). C: Com os nucleos
das CMM ainda em préfase | (leptoteno), observa-se uma deposicdo mais avangada da
parede de calose. O citoplasma destas células parece estar mais ativo em relagao as CMM da
figura A. D: Mesmo estadio da figura C, paredes de calose autofluorescentes. As células do
tapete ndo reagiram (setas) ao teste com Calcofluor White. CMM: célula-m&e do micrésporo;
ed: endotécio; ep: epiderme; me: camada média externa; mi: camada média interna; t: tapete.
A-D: Barras =25um.
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Figura 11: Meiose nas células-mae dos micrésporos (CMM) de A. sensitiva. A, B: Metéafase .
Fibras do fuso visiveis. C: Telofase |. D: Reacdo com Aniline Blue sob microscépio de
fluorescéncia. A reagao evidencia paredes de calose, ver canais citomiticos. E: Préfase |,
nucleos prontos para iniciar segunda fase da meiose, nucléolo presente. F: Apds a
cariocinese 0os quatro nucleos hapldides estao aparentes, nucléolos presentes. As setas

grossas indicam as paredes de calose. As setas finas indicam canais citomiticos. A-F: Barras
=25um.



Figura 12: Citocinese simultanea e tétrades de microsporos em A. sensitiva. A, B: Observa-se
a citocinese simultdnea dos microsporos com deposi¢cado centripeta da parede de calose
entre eles. C: Mesmo estadio de A e B. Reacdo com Calcofluor White sob microscépio de
fluorescéncia para evidenciar fibrilas de celulose. A reagao foi negativa para o tapete. A
calose apresentou autofluorescéncia. D-F: Citocinese concluida, tétrades evidentes. D: A
primexina ja pode ser observada nos microsporos, ela se cora de roxo com Azul de Toluidina.
E: Reacdo com Aniline Blue sob microscépio de fluorescéncia para evidenciar calose.
Reacdo positiva mostrando as paredes de calose das tétrades. F: A primexina reage
levemente com o Coomassie Blue, evidenciando a presenca de proteinas. As setas grossas
apontam paredes de calose. As setas brancas apontam a regido do tapete. A-D, F: Barras =
25um. E: Barra=50um.



Figura13: Micrésporos de A. sensitiva. B, D: Reagao com Coomassie Blue para evidenciar a
presenca de proteinas. A: Micrésporos livres com nucleo central. A regido das aberturas ja
pode ser percebida na primexina. Uma coloragcdo azul-esverdeada indica o inicio da
deposicao de esporopolenina. Tapete hipertrofiado. B: A sexina reage positivamente para a
presenca de proteinas. Tapete hipertrofiado. C, D: Micrésporos livres com nucleo excéntrico
e pequenos vacuolos. A esporoderme esta mais desenvolvida que em A e B. Tapete com
desenvolvimento normal em intensa atividade. C: A sexina cora-se de azul esverdeado pelo
Azul de Toluidina, restos de primexina ainda s&o obsevados como uma sutil camada résea, a
nexina-2 inicia sua formagao e o oncus da exina cora-se de roxo (setas). D: A sexina reage
positivamente para a presenca de proteinas (principalmente o teto). A formagao da sexina
com teto e baculas fica mais evidente nesta reagdo. n2: nexina-2; p: restos de primexina; se:
sexina; t: tapete. A-D: Barras = 25um.



Figura 14: Microgametogénese em A. sensitiva. A: Primeira divisdo mitética do
microgametofito. A seta aponta os cromossomos alinhados em metafase. Evidenciam-se a
sexina, restos de primexina e nexina-2. B: Anafase da primeira divisdo mitética do
microgametofito. Endotécio com espessamentos fibrosos, camada média interna colapsada.
C: Fim da divisdo mitdtica, célula generativa lentiforme e de posicao parietal. A célula
vegetativa herdou quase todo o citoplasma do micrésporo. Sexina e restos de primexina
visiveis. D: Vista panoramica da antera, paredes tapetais periclinais internas ainda presentes
(setas), citoplasma quase todo degenerado. E: Célula generativa com nucleo denso e grande
sendo englobada pelo citoplasma da vegetativa. F: Célula generativa central. Oncus daintina
visivelmente péctico. Paredes tapetais totalmente colapsadas. cg: célula generativa; ed:
endotécio; ep: epiderme; me: camada média externa; mi; camada meédia interna; n1: nexina-
1; n2: nexina-2; oi: oncus da intina; p: restos de primexina; se; sexina; t: tapete. A-C, E, F:
Barras = 25um. D: Barra = 50um. Detalhes nos cantos superiores das figuras: Barras =
6,25um.



Figura15: A. sensitiva. A-F: Detalhes da esporoderme dos grédos de pdlen com célula
generativa central. C, D, F: A célula generativa torna-se mais estreita durante o
desenvolvimento do gréo, em secgao transversal (seta). G: As células do tapete foram
totalmente colapsadas. Em secgao longitudinal a célula generativa tem formato de fuso
(seta). Os poros estao dilatados e o0 oncus da intina intensamente corado de roxo pelo Azul de
Toluidina. H: Eventualmente encontrou-se gréos de pélen germinando dentro da antera. A
unidade germinativa masculina (ug) e a regiao de sintese do tubo polinico (seta) podem ser
observados. |: Reacao positiva para a presencga de pectinas no oncus da intina e na intina-1,
utilizando-se Alcian Blue sob microscoépio de contraste interferencial. J: Reagao positiva para
a presenga de amido utilizando-se IKI. am: amido; ed: endotécio; ep: epiderme; i1: intina-1;
me: camada média externa; n1: nexina-1; n2: nexina-2; oe: oncus da exina comprimido; oi:
oncus daintina; p: restos de primexina; se; sexina. A-F: Barras = 6,25um. G-J: Barras = 25um.



Figura16: A. sensitiva. A-B: MEV-Morfologia externa dos graos de pélen. A: Vista equatorial
do gréo de pdlen. Colpo e opérculo. Notar regido mais lisa na sexina margeando o colpo
(setas). B: Vista polar do grao de poélen. Os colpos nao se unem nos pélos. Sexina reticulada.
C: Reacao com Coomassie Blue. Teste positivo para proteinas na sexina, nexina-1 e na
intina-2, celuldsica (seta), o citoplasma adjacente a abertura também tem alta concentragcéo
de proteinas. D-F: Reagao com Calcofluor White sob microscépio de fluorescéncia para a
deteccao de fibrilas de celulose. D: Reagédo negativa para as células do tapete (setas).
Espessamentos do endotécio ausentes. E: Fase adiantada da gametogénese. Reacao
positiva para as células do tapete (setas). F: Células tapetais colapsadas. ed: endotécio; ep:
epiderme; i2: intina-2; me: camada média externa; mi: camada média interna; n1: nexina-1;
op: opérculo; se; sexina; t: tapete. A-B: Barras = 5um. C-E: Barras = 25um. F: Barra=50um.



Figura17: Estratos parietais da antera préximo ao momento da antese em A. sensitiva. C-E:
Microscopia de contraste interferencial. A: Antera antes da deiscéncia. Os septos foram
degenerados (setas) e as paredes celulares da camada média externa ainda estao
presentes. B: Células estomiais em menor didmetro que as demais epidermicas (seta). Os
asteriscos apontam células guarda de um estémato adjacente ao estdomio. C: Vista lateral
das fibras de espessamento do endotécio. D, E: Antera esmagada. D: Vista frontal da parede
periclinal interna das células do endotécio com placa basal constituida por fibras fusionadas
(setas). E: Reagao com Sudan lll. Grandes gotas de lipidio foram detectadas em torno dos
graos de pdlen, provavelmente originarias do tapete. F: Reagao com Sudan Ill. Cuticula e
paredes colapsadas do tapete apresentam reacgao positiva. co: conectivo; ed: endotécio; ep:
epiderme; me; camada média externa. A: Barra = 50um. B-F: Barras = 25um. Detalhe no
canto superior dafigura D: Barra=6,25um.



4 - Discussdo

4.1-Microsporogénese

A meiose é 0 evento mais importante no ciclo de vida de uma planta, representa o fim
da geracdo esporofitica e anuncia o inicio da gametofitica. A duracdo deste processo pode ser
afetada por fatores ambientais como temperatura e umidade, bem como pela ploidia da
espécie (Bhandari, 1984). A meiose se inicia no tecido arquesporial ou esporogénico, cujo
momento exato em que as células entram no estadio pré-meiotico é desconhecido, embora se
saiba que no estddio G2 da interfase as células ja ndo podem mais retornar a mitose
(Dickinson, 1987). Com os dados obtidos no Capitulo Il acredita-se que as células que se
diferenciardo em meidcitos ja podem ser identificadas ap6s a terceira divisdo periclinal das
células iniciais da camada subdérmica do primordio de estame, quando ja apresentam o
citoplasma mais denso que as demais e passam a sofrer divisdes em planos diferentes das
outras células que se originaram da camada subdérmica. As células que formam o tapete ainda
ndo podem se reconhecidas neste estadio.

Durante a profase I, na fase de leptdteno, os teldmeros dos cromossomos podem ser
vistos aderidos a membrana nuclear (Dickinson, 1987) (Figura 10C). A polarizacdo do
nucléolo das CMM é uma importante caracteristica do inicio da profase | (Bhandari, 1984) e
também pode ser observado. A parede predominantemente péctica das CMM ¢é dissolvida
apos a deposicdo da calose e a producdo de uma nova camada pectica entre a membrana
plasmatica e a parede de calose em A. falcata parece ndo ser um evento comum entre as
plantas. As estruturas globosas observadas em Aeschynomene, tanto nas células-mée dos
micrésporos (CMM), quanto nas células tapetais podem estar relacionados as inclusdes
concéntricas de multimembranas que foram detectadas nas células-mde dos microsporos de
Pisum sativum e Lens culinare (Biddle, 1979) e nas células tapetais de Ulex europaeus
(Misset & Gourret, 1984). No inicio da profase | € comum o desaparecimento da populacéo
de ribossomos do meidcito relacionado a uma erradicagdo em largas proporcGes das
informacdes esporofiticas carreadas por estas moléculas (Dickinson, 1987).

A formacdo das paredes de calose fornece compartimentos para o desenvolvimento
autdbnomo das células gametofiticas, rompendo sua comunicacdo com o tapete e funcionando
como um filtro molecular que também confere protecdo mecéanica aos micrésporos em
desenvolvimento e evita sua desidratacdo devido a natureza higroscopica da substancia

(Bhandari, 1984). A calose é uma substancia marcante por ser sintetizada e degradada com
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grande facilidade (Helsop-Harrison, 1968b; Bhandari, 1984) e esta presente apenas em grupos
mais derivados de angiospermas, nos grupos mais basais outros polissacarideos estdo
presentes (Pacini & Frachi, 1991). A conexao entre 0os meidcitos, por sua vez, ndo é cortada,
ndo so pela permanéncia dos plasmodesmos restantes, mas pela sua amplificacdo para formar
canais com até 0,5um de didmetro, que sdo denominados canais citomiticos (Dickinson,
1987). Esses canais permitem a passagem de componentes citoplasmaticos de uma célula para
outra, inclusive de organelas, formando um verdadeiro sincicio em cada léculo (Helsop-
Harrison, 1968b; Bhandari, 1984; Dickinson, 1987), sendo responsavel pela grande sincronia
na fase inicial do desenvolvimento (Bhandari, 1984; Dickinson, 1987) dentro de cada
microsporangio. Canais citomiticos também foram observados em meidcitos das espécies aqui
estudadas, bem como nos de Adesmia latifolia (Moco, 2002), P. sativum e L. culinare
(Biddle, 1979) e sdo rompidos apds a citocinese dos micrdsporos. A auséncia de canais
citomiticos e a quantidade de calose reduzida parece ser uma caracteristica da
microsporogénese em gimnospermas (Biddle, 1979). O momento em que a calase, enzima
produzida pelo tapete, fica ativa, é de fundamental importancia para o desenvolvimento
normal do grdo de polen e estd intimamente relacionada com o pH no l6culo (Bhandari,
1984). A calose contribui para a formagéo da primexina e ainda deixa uma grande quantidade
de glicose no l6culo apds a sua degeneracdo (Bhandari, 1984).

A meiose é assincronica entre os microsporangios de Glycine max (Prakash & Chan,
1976) e os de Psophocarpus tetragonolobus também podem ser encontrados em diferentes
estadios de desenvolvimento (Lim & Prakash, 1994). Em A. latifolia verificou-se grande
sincronia nos eventos da esporogénese numa mesma antera (Mog¢o, 2002), enquanto nas
especies de Aeschynomene estudadas a sincronia ocorreu apenas em um mMesmo
microsporangio. Em Papilionoideae, a citocinese é simultanea e é considerada por Davis
(1966) o tipo mais derivado, onde o isolamento dos microsporos pelas paredes de calose
ocorre centripetamente e as tétrades de microsporos sdo geralmente tetraédricas, podendo
também ser decussadas, isobilaterais ou em forma de T (Prakash, 1987). Por outro lado, a
predominancia da citocinese simultdnea em angiospermas basais e em plantas terrestres em
geral (incluindo as gimnospermas) analisadas em conjunto com dados filogenéticos
moleculares e morfologicos, indica que este seja um carater plesiomorfico em angiospermas
(Furness et al., 2002) e contraria o postulado por muitos autores, de que a citocinese sucessiva
fosse o carater plesiomorfico. A citocinese simultdnea da CMM é considerada uma excecao,
pois nao forma fragmoplasto durante a divisdo dos micrésporos (Scheres & Benfey, 1999). Os

micrdsporos individuais separam-se uns dos outros em Papilionoideae, Cesalpinioideae e em
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poucas Mimosoideae (Prakash, 1987). O local de formagdo e o nimero das aberturas nos
grdos de polen de angiospermas parecem estar condicionados ao ultimo ponto de contato
persistente entre o citoplasma dos futuros microsporos e a ser controlado pela orientacdo dos
microtubulos do fuso meiotico no final da citocinese, sendo sua distribuicdo na superficie do

po6len muito regular (Furness et al., 2002; Ressayre et al., 2003).

4.2-Microgametogénese

O periodo de vacuolagdo dos microsporos € tido como a fase de transi¢cdo do
micrdsporo para 0 microgametéfito, na qual o nacleo adquire uma posicédo parietal. Nessa fase
ocorre um intenso acumulo de reservas e 0 micrésporo aumenta em volume (Dickinson, 1987;
Bittencourt Jr., 1995; Oliveira, 2001), indicando que as paredes do esporo ndo constituem
barreiras efetivas para a passagem de pequenas moléculas nesta fase do desenvolvimento
(Helsop-Harrison, 1968b). A auséncia de um vacuolo volumoso durante a transicdo do
micrdsporo para 0 microgametéfito, em A. sensitiva, ndo foi reportada em outras espécies. Em
tratamentos com colchicina, que impede a formacdo dos microtdbulos, a célula do micrésporo
diferencia-se diretamente em célula vegetativa, ou se divide simetricamente originando duas
células vegetativas, 0 que vem mostrar a grande importancia do fuso mitético durante esta
divisdo (Scheres & Benfey, 1999). Para que ocorra a divisdo assimétrica, na qual a célula
vegetativa herda a maior parte do citoplasma do micrésporo, o fuso mitético é também
polarizado tendo uma extremidade grossa no pélo da célula generativa e fina, no polo da
célula vegetativa (Scheres & Benfey, 1999) sendo considerado assimétrico (Terasaka &
Niitsu, 1990). A assimetria fisica das divisdes assimétricas em plantas indica que a diferenca
no destino das celulas filhas é definido durante o processo de diviséo celular, o que faz com
que a divisdo seja determinada por fatores intrinsecos (Scheres & Benfey, 1999). Na tel6fase,
o fragmoplasto entre as duas células filhas tem um desenvolvimento curvo ao redor do nucleo
generativo (Terasaka & Niitsu, 1990) o que conferiria o contorno lenticular desta célula.

A divisdo mitotica € sincronica em espécies em que este evento ocorre dentro das
tétrades que ainda apresentam canais citomiticos (Knox, 1984), uma condicdo rara, diferente
do observado nas espécies de Aeschynomene, onde a mitose ocorre nos microsporos livres e é
levemente assincrénica entre eles, condicdo também observada em Tabebuia ochracea
(Bittencourt Jr., 1995) e em Spondias mombin (Oliveira, 2001). Quando as células vegetativa
e generativa ja estdo formadas, o nucleo da célula generativa estd envolto por microtibulos

que posicionam-se ao longo do eixo axial da célula, os quais sdo responsaveis pelo posterior
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desenvolvimento de seu formato fusiforme (Terasaka & Niitsu, 1990). A célula generativa
estd envolta por uma membrana plasmatica e uma parede celular que geralmente contém
calose, como observado em Aeschynomene; estudos com microscopia eletrdnica de
transmissao ndo detectaram a presenca de plasmodesmos entre essas células (Biddle, 1979). A
parede de calose da célula generativa tem papel de isola-la da célula vegetativa e a célula
generativa contém uma quantidade muito limitada de organelas (Knox, 1984). A dupla
fecundacdo pode ser direcionada devido as diferencas entre 0s gametas masculinos quanto ao
tamanho e ao conteddo de mitocdndrias e plastidios (Knox & Ducker, 1991; Knox et al.,
1993). Existem evidéncias de que a célula rica em plastidios € menor e fecunda a oosfera e a
outra, maior, rica em mitocéndrias fecunda a célula média (Knox & Singh, 1987). No tubo
polinico, os gametas ndo se separam (Knox et al., 1993) e um deles ainda fica ligado ao
nacleo da célula vegetativa, este conjunto conhecido como unidade germinativa masculina se
comporta como um veiculo para o transporte dos gametas (Knox & Singh, 1987). No presente
trabalho a fecundacéo nédo foi analisada, embora a unidade germinativa masculina tenha sido
observada em grdos de polen que germinaram dentro da antera de A. sensitiva.

Apdbs a mitose, 0 grdo de polen passa a armazenar substancias de reserva (proteinas,
carboidratos e lipidios) no citoplasma da célula vegetativa. No género em estudo verificou-se
a abundancia de proteinas e grdos de amido, parecendo, os ultimos, serem a principal
substancia de reserva, embora os lipidios ndo tenham sido comprovados devido aos
procedimentos técnicos de preparo das amostras. Grdos de pdélen pequenos como 0S
encontrados nas Papilionoideae (Ferguson & Skvarla, 1981) séo geralmente colocados em um
grupo, onde a principal reserva € de lipidios (Baker & Baker, 1979). Entretanto, reservas de
amido foram reportadas em algumas espécies de Papilionoideae (Prakash, 1987, Moco, 2002)
e agora também em A. sensitiva e A. falcata. Prakash & Chan (1976) observaram um
citoplasma granular densamente corado e sem vacuolos proeminentes em soja. Mogo (2002)
detectou a presenca de lipidios e amido no citoplasma da célula vegetativa de A. latifolia.
Segundo Pacini (2000), os grdos de pdlen que apresentam reservas predominantemente
lipidicas apresentam como polissacarideo de reserva frutanos ao invés de amido. Em
Aeschynomene, apenas uma amilogénese foi observada, ela ocorre ap6s a primeira mitose do
grédo de pdlen e os gréos de amido sdo parcialmente degradados durante a maturacdo do pélen,
podendo persistir no estadio maduro (Pacini, 1990). Esta degradacdo total ou parcial origina
outros carboidratos que servem para o controle da pressdo osmotica, prevenindo a perda e
ganho de agua (Pacini, 2000). A auséncia da degradacdo dos amiloplastos nos estadios finais
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de desenvolvimento e uma pequena quantidade de agua indicam um baixo metabolismo

celular (Pacini, 2000), o que parece ser 0 caso do género Aeschynomene.

4.3-Esporoderme

A esporoderme ocorre desde 0s grupos mais primitivos de plantas, embora algumas
adaptacbes sO ocorram nas angiospermas e tenham crucial importancia para o0
desenvolvimento do grupo (Helsop-Harrison, 1976). Segundo 0 mesmo autor, a subdivisdo
em exina e intina como os dois dominios da parede do pélen sdo caracteristicas comuns de
todas as plantas. As terminologias morfologicas utilizadas para caracterizar a estratificacdo da
parede do grdo de polen variam de acordo com a proposta de trabalho, sendo aqui utilizada
aquela baseada em Erdtman (1969). A esporoderme € dividida em dois estratos principais,
exina e intina. A exina apresenta-se estratificada em sexina e nexina, a primeira é
ornamentada, composta de teto e baculas e a nexina ¢ dividida em uma camada mais externa,
a nexina-1 que une as baculas por sua base e por uma camada mais interna, a nexina-2. A
intina, camada mais préxima da membrana plasmatica, também apresenta subdivisdes em
intina-1, de composicdo péctica e intina-2, de composicdo celuldsica (Helsop-Harrison,
1968b), todas as camadas descritas puderam ser identificadas nas espécies em estudo
utilizando-se diferentes reagentes.

A sintese da esporoderme e suas principais caracteristicas estruturais sdo iniciadas
ainda na tétrade de calose quando os micrésporos ainda ndo foram liberados (Dickinson,
1970; Helsop-Harrison, 1976). A primexina, 0 primeiro componente da esporoderme é
produzida pelo microsporo e secretada pela membrana plasmatica, sendo composta de fibrilas
de celulose, segundo Helsop-Harrison (1968a). Entretanto, Rowley & Dahl (1977) reportam
sua natureza de mucopolissacarides ou glicoproteinas, composi¢do confirmada neste trabalho
pela coloracdo arroxeada, com Azul de Toluidina, que evidencia a presenca de acidos pécticos
e pela coloracdo azul, com Coomassie Blue, evidenciando a presenca de proteinas. A
primexina é considerada um molde para a deposicdo de esporopolenina, analoga a um
glicocélice que possuiria receptores especificos para a deposicdo deste composto (Rowley,
1973; Rowley & Dahl, 1977; Knox, 1984). A primexina apresenta barras atravessadas
radialmente em sua estrutura, as probaculas (Helsop-Harrison, 1968a; 1968b; Dickinson &
Helsop-Harrison, 1968). Esta camada tem como funcdo, além de determinar o padrdo inicial
da exina, determinar o local das aberturas (Mariath et al., 2003), no qual foi verificada a

formacéo do oncus da exina, de forte coloracdo arroxeada (acumulo de polissacarideos), onde
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ndo ha deposicdo de esporopolenina. Alguns autores detectaram, sob a membrana plasmatica,
dictiossomos relacionados com a deposicdo das probaculas, que estavam ausentes sob o0s
colpos, onde nédo sera depositada a sexina (Dickinson, 1970; Santos, 2000).

A nexina-1 é depositada logo apds a formacdo das probaculas (Helsop-Harrison,
1968b). Localiza-se abaixo da primexina e constitui a base das probaculas, sendo denominada
camada basal (Dickinson & Helsop-Harrison, 1968; Dickinson, 1970), aléem de se estender
sob os colpos (Helsop-Harrison, 1968a), onde é denominada membrana do colpo que foi
verificada em A. falcata. Sexina e nexina-1 sdo estruturadas inicialmente pela primexina e
posteriormente compostas por esporopolenina (Dickinson & Helsop-Harrison, 1968; Helsop-
Harrison, 1968b), ndo apresentam lamelagdes na maturidade, sendo de composicdo
homogénea (Dickinson & Helsop-Harrison, 1968; Dickinson, 1970).

Quando a sexina e a nexina-1 ja foram depositadas ocorre a sintese da nexina-2, mais
espessa nas adjacéncias dos colpos, concomitantemente a sintese da intina. O depésito de
nexina-2 é normalmente iniciado ainda na fase de liberacdo dos micrésporos. Sua deposicao é
realizada pelo citoplasma do micrdsporo, internamente a nexina-1 e inicia-se com uma
estrutura lamelada que, posteriormente, recebe precursores de esporopolenina do proprio
micrésporo (Dickinson & Helsop-Harrison, 1968). A aparéncia lamelada da nexina-2 persiste
até sua maturidade (Dickinson & Helsop-Harrison, 1968; Helsop-Harrison, 1968b). Sua
coloracdo € diferenciada da nexina-1 e da sexina (Helsop-Harrison, 1968b), principalmente
devido as lamelagdes e a presenca de compostos polissacaridicos (Mariath et al., 2003), o que
justifica a forte coloragdo azul da nexina-2 observada em Aeschynomene que a diferencia
perfeitamente da nexina-1 e sexina fracamente coradas. Foi demonstrado que a deposicdo de
lamelas pela membrana plasmatica do esporo, as quais possuem a superficie para deposicdo
dos precursores de esporopolenina, constituem o inicio da sintese de todas as camadas da
exina e ndo apenas da nexina-2, embora esta mantenha o aspecto de lamelas (Dickinson &
Helsop-Harrison, 1968; Dickinson & Helsop-Harrison, 1971, Santos, 2000).

O aumento do volume dos micrésporos recém-liberados da tétrade ocasiona um
afinamento da primexina devido ao aumento da superficie, entretanto, os constituintes da
sexina ndo sofrem tal efeito, pois um acréscimo de esporopolenina estd ocorrendo
continuamente (Helsop-Harrison, 1968b). O restante da matriz de primexina pode ser
observado sob microscopia eletrénica como uma massa fibrilar frouxa fora da nexina-1
(Helsop-Harrison, 1968a; Dickinson & Helsop-Harrison, 1968) e foi observada em

Aeschynomene, sob microscopia 6ptica, como uma fina camada linear de coloragdo rdsea.
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As andlises sob microscopia de luz ndo detectaram a deposicao de esporopolenina no
estadio de tétrade, nem qualquer tipo de evidéncia de que probaculas tenham sido formadas
nos micrésporos em Aeschynomene, mas assim que liberados no léculo, os micrésporos tém o
desenvolvimento da esporoderme acelerado. Os estadios de desenvolvimento das paredes dos
microsporos apresentam sincronia entre as espécies estudadas dos géneros Aeschynomene e
Adesmia (Moco, 2002). Segundo Helsop-Harrison (1976), a contribuicdo do tapete parece ser
primordial neste processo através da deposicdo dos precursores de esporolenina na camada
basal (nexina-1), baculas e teto, a nexina-2, por sua vez, recebe uma maior contribui¢do do
protoplasma do microsporo. O depdsito de esporopolenina cessa ap6s a primeira divisao
mitotica do microsporo (Knox, 1984), momento em que o tapete inicia 0 processo de
degeneracdo e, a partir do qual, sexina e nexina-1 tornam-se praticamente transparentes em
Aeschynomene, utilizando-se como corante 0 Azul de Toluidina. Em est&dios anteriores a
este, sexina e nexina-1 apresentam coloragdo verde clara. O mesmo tipo de resposta foi
observado em Lilium longiflorum (Helsop-Harrison, 1968a). Esta mudanca de reatividade nas
camadas da exina pode ser explicada devido a exina responder mais positivamente aos testes
para compostos fenolicos nos estddios iniciais de desenvolvimento, sugerindo que na
maturidade a reatividade dos compostos fendlicos seja mascarada pelo acréscimo de outros
componentes (Helsop-Harrison, 1968b). No presente trabalho, além da presenca dos
compostos fendlicos verificada com Azul de Toluidina, foi evidenciada a presenca de
proteinas com o teste de Coomassie Blue. A esporopolenina é um composto presente em toda
a exina e oferece impermeabilidade e resisténcia a degradacéo fisico-quimica e bioldgica do
grdo de pdlen (Helsop-Harrison, 1968b). E conhecida como o polimero de parede mais
resistente produzido pelas plantas, constituido por compostos fendlicos e lipidios produzidos
tanto pela planta esporofitica via tapete, quanto pela gametofitica (Dickinson & Helsop-
Harrison, 1968; Helsop-Harrison, 1968b). Lipidios ndo foram detectados na exina das
especies em estudo.

A maioria das pteridofitas possui exina com auséncia de cavidades internas, estando
presentes em algumas gimnospermas e em quase todas as angiospermas, devido a presencga
das béaculas ou columelas com espacos entre si (Helsop-Harrison, 1976). Tais estruturas
possuem grande importancia no desenvolvimento das plantas com flores (Helsop-Harrison,
1976), por exemplo, devido as substancias que podem ser impregnadas nas cavidades. As
camaras da exina, formadas pelos espagos entre as baculas, que inicialmente sdo ocupados por
restos de primexina em Aeschynomene, tém funcdo primordial de armazenamento de

materiais provindos do tapete, incluindo varios tipos de proteinas (Helsop-Harrison, 1976).
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Em Aeschynomene, desde a liberacdo dos esporos das tétrades, foi observado o acumulo
crescente de proteinas na sexina. As proteinas incorporadas a sexina sdo consideradas
substancias de reconhecimento e controlam o cruzamento intra e interespecifico, através do
sistema de auto-incompatibilidade esporofitico (Helsop-Harrison et al. 1973, 1975). O sistema
de auto-incompatibilidade esporofitico age assim que o grdo de p6len entra em contato com o
estigma, devido a liberacdo das proteinas esporofiticas (Helsop-Harrison et al. 1973; Helsop-
Harrison et al. 1975). O sistema de auto-incompatibilidade gametofitico é mais retardado que
o esporofitico, pois s6 ocorre apds a germinacdo do pélen e crescimento do tubo polinico,
permitindo a interacdo do estigma com as proteinas acumuladas na intina (Helsop-Harrison et
al. 1973; Helsop-Harrison et al. 1975).

Em L. longiflorum verificou-se a presenca de uma camada de intina mais compacta
préximo a membrana plasmaética e frouxa externamente (Dickinson & Helsop-Harrison,
1971), indicando as camadas celul6sica e péctica, respectivamente. Em Aeschynomene, a
intina-1 reagiu positivamente para o Alcian Blue, confirmando a presenca de pectinas, esta
camada forma o oncus da intina em forma de lente, como observado em diversas espécies de
angiospermas (Bittencourt Jr., 1995; Oliveira, 2001; Mogo, 2002). Foi verificada uma
estratificacdo no oncus da intina, tendo coloracdo mais clara na regido interna, e rosa forte na
mais externa quando coradas com Azul de Toluidina. Segundo Helsop-Harrison & Helsop-
Harrison (1991), esta estratificacdo da intina € muito desenvolvida na regido das aberturas,
mas muito reduzida nas outras regides. A intina-2, de composicdo celulésica, foi aqui
evidenciada pela reacdo com Calcofluor White, ficando translicida com o Azul de Toluidina
e reagindo positivamente a presenca de proteinas com Coomassie Blue, como também foi
verificado em S. mombin (Oliveira, 2001). Segundo Helsop-Harrison (1976), a intina recebe
fracBes protéicas mdveis derivadas do microgametofito que se concentram nas regides das
aberturas, e sdo liberadas durante a germinacdo do grdo de poélen. Estas proteinas sdo
responsaveis pela penetracdo do tubo polinico no estigma e digestdo de nutrientes, participam
do processo de reconhecimento inter e intraespecifico do grdo de polen, coordenando o
sistema de auto-incompatibilidade gametofitico (Knox & Helsop-Harrison, 1970; Knox, 1971,
Helsop-Harrison et al. 1973; Helsop-Harrison et al., 1975; Helsop-Harrison, 1976; Helsop-
Harrison & Helsop-Harrison, 1991).

O estabelecimento das aberturas do grdo de polen é feito impedindo-se a deposi¢do de
exina em determinados pontos. Em L. longiflorum observou-se uma placa de reticulo
endoplasmatico encontrada regularmente sob as areas destinadas a serem o colpo do gréo de

polen suprimindo o aparecimento da sexina, entretanto, as lamelas que iniciam a formacéao da
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nexina-1 estdo presentes nesta regido (Dickinson, 1970), provavelmente o que leva a
formacgdo da membrana do colpo observada em Aeschynomene. Segundo Knox (1984), uma
porc¢do péctica da primexina (oncus da exina), confirmada pela coloracéo arroxeada com Azul
de Toluidina, deposita-se em trés posi¢Oes equatoriais e impede a deposicdo da sexina, exceto
pela ocorréncia do opérculo que é representado por uma fina camada. Neste trabalho, o
opérculo foi observado apenas em A. sensitiva. Observa-se a formacdo do oncus da intina sob
o0s colpos — porcdo mais espessa da intina péctica identificada pela intensa coloracdo rosea —
que impede a deposicdo da nexina-2. A regido de surgimento das aberturas, onde ndo é
depositada a exina, é determinada pela posicdo dos microsporos nas tétrades e pelo contato
uns com os outros (Ressayre et al., 2003).

Tanto a intina quanto a exina sdo altamente adaptadas para a regulacdo da perda ou
ganho de agua pelo grdo de pdlen. O ganho de agua pelo microgametéfito € facilitado por
uma leve extrusdo do oncus da intina nas aberturas, observada em ambas espécies de
Aeschynomene, ainda no loculo da antera. Quando um operculo esta presente ele é elevado
pela extrusdo da intina e pode voltar a sua posicao inicial caso uma nova desidratacdo ocorra,
0 que pode acontecer em A. sensitiva, que apresenta opérculo e extrusdo do oncus da intina
ainda na antera. Segundo Helsop-Harrison (1976), varios ciclos de hidratacdo e desidratacdo

podem ocorrer sem prejudicar a capacidade de germinacgédo dos grédos de polen.

4.4-Estratos parietais

O processo celular que regula a diferenciacdo celular da antera, estabelece padrdes de
tecido fazendo-a passar de um programa de histodiferenciacdo (fasel) para um programa de
degeneracéo celular e deiscéncia (fase 2) (Goldberg et al., 1993). O processo de deiscéncia
comeca apo0s a formacdo das tétrades e é, temporariamente, coordenado ao processo de
diferenciacdo do grdo de pdlen (Goldberg et al., 1993), como verificado em Aeschynomene.
No presente trabalho verificou-se a abertura da antera precedida pela fusdo dos I6culos de
uma mesma teca que acontece pelo rompimento do septo. Segundo Pacini (2000), este
processo aumenta a area entre os grdos de polen, criando mais espaco para o fluido locular
qgue se torna rarefeito, iniciando o processo de desidratacdo dos grdos de polen. Em
Rhynchosia capitata, a epiderme e 0 endotécio persistem ap6s a maturidade (Oomman, 1971),
bem como nas espécies aqui estudadas.
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4.4.1-Epiderme

As células epidérmicas que cobrem a parede dos esporangios sdo persistentes em
Leguminosae (Prakash, 1987, Moco, 2002), como observado em Aeschynomene, bem como
em diversas familias de angiospermas (Davis, 1966). Elas podem tornar-se distendidas,
comprimidas, dispersas ou completamente separadas devido ao aumento em didmetro dos
microsporangios (Bhandari, 1984), sendo dispersas no género em estudo. Nas células
epidérmicas de Aeschynomene, foram observadas uma espessa cuticula e a presenca de
compostos fendlicos, como ja reportado para outros membros da familia (Prakash, 1987). Os
sinais de degeneracdo como a picnose nuclear surgiram apenas durante a deiscéncia,
mostrando a importancia da epiderme na protecdo dos esporos e na abertura da antera,
considerando a presenca do estdmio. Em P. sativum, a maioria das células epidérmicas nédo
possui nucleo e a senescéncia parece ocorrer primeiro nesta espécie que em L. culinare, onde

a maior parte das células epidérmicas é nucleada (Biddle, 1979).

4.4.2-Endotécio

O endotécio é uma camada subepidérmica restrita a por¢do protuberante do esporangio
que atua na deiscéncia da antera (Bhandari, 1984). E composto por células geralmente mortas
na maturidade e podem ter espessamentos lignificados (Pacini, 2000), verificados no presente
trabalho. Nas familias mais derivadas apresenta-se unisseriado (Bhandari, 1984), como foi
visto nas Papilionoideae aqui estudadas. Os espessamentos fibrosos do endotécio apresentam
constituicdo primariamente celulésica em P. sativum e L. culinare, acrescida de lignina em L.
culinare e surgindo na fase de microsporo vacuolado (Biddle, 1979). Geralmente, a
diferenciacdo do endotécio corresponde a degeneracdo do tapete (Pacini, 2000), como
observado em G. max (Prakash & Chan, 1976), bem como em A. falcata e A. sensitiva.

A distribuicdo dos padrdes de espessamento de parede nas células do endotécio, na
familia Leguminosae, parece caracterizar grupos taxonémicos e corrobora a subdivisdo em
subfamilias (Mogo, 2002), embora as placas basais tenham se desenvolvido mais de uma vez
juntamente com o tipo palmado de endotécio nas Papilionoideae (Manning & Stirton, 1994).
O tipo palmado, que compreende depdsitos mais espessos nas paredes periclinais internas que
derivam bracos radiais de espessamento nas paredes anticlinais, foi descrito para taxons
derivados de Papilionoideae (Manning & Stirton, 1994; Moco, 2002). As células do endotécio
de A. falcata e A. sensitiva sdo desse tipo, entretanto, na primeira, as células sdo mais baixas e
ndo apresentam uma placa basal completamente fusionada tendo as bandas fibrosas
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justapostas, enquanto na segunda, as células sdo mais altas e apesar de mais estreita, a placa

basal é efetivamente fusionada, como o observado em A. latifolia (Moco, 2002).

4.4.3-Camadas medias

As angiospermas primitivas apresentavam anteras com um grande nimero de camadas
médias e ocasionalmente um tapete bisseriado; nas familias mais derivadas, ao contrario, a
parede da antera, ou do esporangio, € fina, principalmente por apresentar apenas uma camada
média (Bhandari, 1984). Papilionoideae e Mimosoideae apresentam uma ou duas camadas
parietais médias e a maioria das Caesalpinioideae apresentam trés camadas (Prakash, 1987).
Observou-se apenas uma camada média para Zornia diphylla (Deshpande & Bhasin, 1976), P.
sativum e L. culinare (Biddle, 1979), cinco espécies de Arachis (Bharathi & Murty, 1984),
Galactia longifolia (Ashrafunnisa & Pullaiah, 1994) e Teramnus labialis (Ashrafunnisa &
Pullaiah, 1999); duas camadas para Milletia ovalifolia (Pal, 1960), G. max (Prakash & Chan,
1976), A. latifolia (Mogo, 2002), A. falcata e A. sensitiva (neste trabalho), e, raramente, trés
camadas em P. tetraganolobus (Lim & Prakash, 1994). No tipo de desenvolvimento
Dicotileddneo dos microsporangios, normalmente ocorrem duas camadas médias (Davis,
1966), como aqui verificado para as espécies de Aeschynomene.

Aparentemente, em todos 0s casos, as camadas médias sao efémeras ndo estando mais
presentes por ocasido da deiscéncia, devido a incapacidade de se dividir anticlinalmente
(Davis, 1966). Nas espécies aqui estudadas a camada média interna permanece estreita desde
a sua formacdo e é rapidamente colapsada, ja as células da camada média externa crescem em
altura durante a gametogénese, tornando-se intercaladas com as celulas do endotécio. As
paredes dessas células ainda sdo bem visualizadas quando os septos ja foram degenerados e
sdo totalmente colapsadas apenas muito proximo a deiscéncia da antera, o que demonstra uma
importancia que pode estar relacionada a nutri¢cdo dos grdos de pélen, num primeiro momento

e com a deiscéncia, posteriormente.

4.4.4-Tapete
O tapete se diferenciou antes do endotécio na evolucdo das plantas, tendo sido
evidenciado em pteriddfitas, enquanto que a presenca do endotécio tem registro apenas nas
angiospermas (Pacini et al., 1985). O tapete é a camada parietal mais interna do esporangio
que circunda o tecido esporogénico e devido a esta posi¢do estratégica possui uma grande
importancia fisioldgica. Dentre as diversas funcdes do tapete, a nutricdo dos microsporos e

dos graos de polen é a mais importante e ocorre em todas as plantas terrestres (Pacini et al.,
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1985). As demais fungdes do tapete sdo: producdo do fluido locular, secrecdo de calase,
liberacdo de polissacarideos no léculo, formacdo dos precursores da esporopolenina,
formacdo dos cordBes de vicina, formacdo da membrana tapetal, formacdo de orbiculos,
formacéo de proteinas esporofiticas, formacao do ““pollenkitt” e formacédo de trifino (Pacini
et al., 1985; Pacini, 1990). Nem todas estas fungdes estdo presentes em uma mesma espécie e
aquelas que provavelmente ocorrem em Aeschynomene foram destacadas em italico.

O termo “pollenkitt” é aplicado a varias substancias responsaveis por conferir a
caracteristica de aderéncia dos graos de polen. Essas substancias sdo originadas da dissolugéo
final do protoplasto das células tapetais (Hesse, 1981; Pacini & Franchi, 1991). Elas
compreendem geralmente lipidios e carotenoides e tem a funcdo de atrair insetos, proteger
contra raios UV e aderir ao corpo do polinizador (Bhandari, 1984; Pacini & Franchi, 1993).
Os lipidios que foram verificados no loculo da antera de Aeschynomene podem estar
associados a presenca de “pollenkitt” no grdo de p6len maduro. Segundo Pacini & Franchi
(1993), orbiculos geralmente ocorrem em espécies anemofilas e “pollenkitt” em entomofilas,
podendo ocorrer concomitantemente em familias que perderam a especializacdo em alguma
sindrome de polinizacdo. Apenas a presenca de “pollenkitt” foi verificada em A. latifolia
(Moco, 2002), como também foi observado nas espécies aqui estudadas de Aeschynomene. P.
sativum e L. culinare também n&o apresentam orbiculos (Biddle, 1979).

O tapete secretor ou glandular predomina dentre as dicotiledéneas (Pacini et al., 1985)
e na maioria dos taxons de Leguminosae (Prakash, 1987), exceto as Mimosoideae (Pacini,
1990), sendo considerado um tipo mais primitivo do qual todos os outros se originaram
(Pacini et al., 1985). Geralmente em tapetes secretores, as celulas mantém sua individualidade
e posicao e ocorrem em anteras grandes com muitos gréos de polen, enquanto o plasmodial
ocorre em anteras pequenas (Pacini et al., 1985). No tapete do tipo secretor, as células sdo
polarizadas, os nutrientes penetram pelo p6lo de absorcdo (parede periclinal externa) e 0s
produtos do tapete dirigem-se ao I6culo pelo pélo de secrecdo (parede periclinal interna)
(Pacini, 1997) e realizam uma nutri¢do indireta do pdlen através do fluido locular (Pacini et
al., 1985). Um contato direto entre as células tapetais e grdos de pélen é dificultado em
anteras grandes, mas existe uma difusdo de nutrientes para as partes internas do l6culo e uma
nutricdo uniforme deve ocorrer, devido a uma possivel movimentagdo dos gréos dentro do
I6culo (Pacini et al., 1985; Pacini, 1990; Pacini & Franchi, 1991). Em A. falcata, observou-se
uma forte sinuosidade das paredes periclinais internas do tapete e os grdos de pélen sendo
envolvidos e provavelmente movimentando-se na adjacéncia destas células, o que promoveria

uma nutricdo mais efetiva. A composicao do liquido locular muda de acordo com o estadio de
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desenvolvimento e este permanece apds a degeneracdo das células tapetais até que seja
reabsorvido ou evaporado para a desidratacdo do esporangio, antes da antese (Pacini, 1990;
Pacini & Franchi, 1991).

As células tapetais tém pouca influéncia sobre os meidcitos, enquanto esses estdo
envoltos pelas paredes de calose durante a meiose (Pacini et al., 1985). Neste estadio, as
células do tapete aumentam em volume e seu contetdo citoplasmatico fica visivelmente mais
rico, com a producdo de diferentes compostos que serdo liberados nos loculos das anteras
(Bhandari, 1984). Na maioria das angiospermas gque possuem tapete secretor, as paredes
celulares sdo degeneradas no estadio de tétrade para que a liberacdo das substancias tapetais
seja facilitada (Biddle, 1979; Pacini et al., 1985, Pacini, 1997). Em algumas Papilionoideae
como Desmodium glutinosum, Desmodium illinoense (Buss et al., 1969) e U. europaeus
(Misset & Gourret, 1984), as paredes tapetais se degeneraram no estadio de micrdsporos
livres. Tapetes secretores com paredes persistentes ocorrem apenas em grupos de plantas
terrestres primitivos e grupos que apresentam poliades, como por exemplo, as Mimosoideae
(Pacini & Franchi, 1991). Em Aeschynomene, uma parede tapetal celuldsica ficou ausente
desde a prdfase | da meiose até a primeira divisdo mitética do microgametdfito, fase em que o
tapete apresenta-se mais ativo, nesse estadio, a parede celular provavelmente tem composi¢do
predominantemente péctica, 0 que permitiria a passagem dos diversos compostos para 0
I6culo mais facilmente que uma parede celuldsica. ApoOs este estadio, para nossa surpresa,
quando citoplasma e nucleo ja estavam quase totalmente degenerados, uma reagdo positiva
para a presenca de fibrilas de celulose foi observada nas paredes tapetais. A parede celulésica
persistiu até o colapso total das células tapetais, correspondendo ao momento em que a célula
generativa ja estava englobada pelo citoplasma da vegetativa. Em A. latifolia (Moco, 2002),
também se observou a presenca de parede celul6sica ap6s a degeneracdo do citoplasma e
durante o colapso total destas células. Essa € uma caracteristica surpreendente, pois as
revisbes no assunto evidenciam a presenca de uma parede predominantemente celuldsica
antes e durante a meiose (Pacini et al., 1985, Pacini, 1990). Entretanto, segundo Pacini
(1990), a persisténcia ou outros tipos de parede celular e 0 modo de degeneragédo podem
variar, desse modo, as revelacbes sobre as paredes tapetais de Aeschynomene podem
representar um outro tipo de comportamento entre as angiospermas ainda ndo reportado
anteriormente, sendo necessarias investigacdes mais aprofundadas a este respeito.

Independente da origem e do tipo de tapete é evidente que este tecido mantém um
balangco muito delicado com a diferenciacdo do tecido esporogénico. Qualquer fator que

perturbe esta harmonia resulta num desenvolvimento assincronico e na degeneracdo do polen
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(Bhandari, 1984; Chapman, 1987). O mau funcionamento e a hipertrofia das células tapetais
sdo alguns fatores que podem causar o aborto dos grdos de polen (Bhandari, 1984). Em A.
sensitiva foi verificada a presenca de células tapetais hipertrofiadas em algumas anteras,
porém é desconhecido se este fator inviabilizou os graos de pdlen. Segundo Bhandari (1984),
existem plasmodesmos que conectam as células tapetais entre si e com o tecido esporogénico,
entretanto tais conexdes ndo foram observadas em A. latifolia (Mogo, 2002) e Aeschynomene.
Canais citomiticos foram detectados entre as células do tapete de P. sativum e L. culinare,
mas ndo foram observados em A. latifolia (Mocgo, 2002), nem em Aeschynomene.

O tapete apresenta diversas particularidades e, muitas delas, parecem ter grande valor
taxonémico para a familia (Moco, 2002). O tapete pode tornar-se irregularmente bisseriado
em M. ovalifolia (Pal, 1960), Parkinsonia aculeata (Nair & Kahate, 1961) e Acacia paradoxa
(Fitzgerald et al., 1993). O tapete bisseriado em R. capitata diferencia-se apenas em algumas
regides (Oomman, 1971) e divisdes periclinais ocasionais foram observadas em P. sativum e
L. culinare (Biddle, 1979), semelhante ao que ocorre em A. falcata. Segundo Davis (1966), o
tapete consiste, fundamentalmente, de uma camada e as divisbes periclinais que sdo
ocasionalmente reportadas, resultando num tapete bisseriado, ndo constituem um carater
consistente para nenhum téxon e parecem ser uma expressao latente da potencialidade das
células parietais em dividirem-se periclinalmente. Em Aeschynomene, logo apds o
estabelecimento do tapete ao redor do tecido esporogénico, algumas de suas células dividem-
se assincrdnicamente, mas, ap0s o estadio pré-meidtico das CMM, as células tapetais apenas
aumentam seu volume e ndo mais se dividem. Essas caracteristicas sdo comuns nos tapetes
secretores (lijima, 1962), mas provavelmente ndo sdo o suficiente para se estabelecer algum
tipo de classificacdo como sugere este autor.

Cooper (1933) estabelece trés tipos de tapete quanto ao comportamento do nucleo: ()
0 nucleo ndo se divide, (b) o nlcleo se divide uma vez e as células tornam-se binucleadas, ()
0 nucleo se divide mais de uma vez e a célula madura pode ser uni, bi ou multinucleada. As
células tapetais sao uninucleadas em Papilionoideae e Mimosoideae (Davis, 1966; Buss &
Lersten, 1975; Biddle, 1979; Johri et al., 1992; Ashrafunnisa & Pullaiah, 1999), como
observado para as espécies de Aeschynomene aqui estudadas e para A. latifolia (Mogo, 2002),
carater considerado derivado, uma vez que, em Caesalpinioideae ocorrem células tapetais com
dois ou mais nucleos (Buss & Lersten, 1975; Chapman, 1987). Entretanto, Latter (1926)
encontrou ocasionalmente células binucleadas em Lathyrus odoratus; Cooper (1938) em P.
sativum; Lakshmi et al. (1987) em Macroptelium atropurpureum; Prakash & Chan (1976)

observaram celulas com um ou dois nucleos em G. max; Bharathi & Murty (1984)

147



encontraram células uni, bi ou tetranucleadas em algumas espécies de Arachis, com 0s
nucleos geralmente se fusionando e formando um nucleo polipléide e Mitchell (1975)
comprova a replicacdo de DNA e aumento do volume nuclear em Vicia faba. Embora os
trabalhos de Latter (1926) e Cooper (1938) tenham sido criticados por Buss & Lersten (1975)
e Biddle (1979), os demais aparentemente sdo validos para este caréater.

A presenca de cristais de oxalato de calcio nas células do tapete é freqliente em
Papilionoideae e Cesalpinioideae, sendo reportada para Aeschynomene indica, na qual
parecem ocorrer em vacuolos (Buss & Lersten, 1972) e ndo verificada em Aeschynomene
americana, Aeschynomene aspera e Aeschynomene virginica (Buss & Lersten, 1975), bem
como em A. falcata e A. sensitiva. Em espécies do género Adesmia também néo foi verificada

a presenca de cristais nestas células (Buss & Lersten, 1972; 1975; Mogo, 2002).

4.5-Gréao de polen maduro

A maioria das espécies de angiospermas libera o po6len no estadio bicelular (Knox,
1984). A disperséo de ambos tipos de pdlen, bicelular e tricelular, ocorre raramente como uma
caracteristica constante em um mesmo género (Brewbaker, 1967). A maioria das leguminosas
apresenta o0 polen bicelular durante a sua dispersdo, o pdlen tricelular foi citado por
Brewbaker (1967) no género Calliandra (Mimosoideae) e, por Pal (1960), como uma
anormalidade, em M. ovalifolia, também podendo ser interpretado como anormalidade
qguando encontrado na antera de A. sensitiva. A presenca de grdos tricelulares e sua
germinacdo dentro do loculo em A. sensitiva podem estar relacionadas a um atraso na
desidratacdo da antera (Pacini, 2000) facilmente justificAvel devido a esta espécie ser
caracteristica de ambientes alagados. Os raros estdbmatos encontrados nas anteras podem estar
relacionados a sua desidratacdo que pode ser causada por evaporacdo ou reabsorcao do fluido
locular (Pacini, 2000). E desconhecido se estes eventos realmente ocorreram devido a um
desequilibrio osmoético no fluido locular ou se sdo comuns em espécies auto-compativeis,
sabendo-se que a tribo Aeschynomeneae é considerada, predominantemente, auto-compativel
(Kalin Arroyo, 1981).

Geralmente os gréos de pdlen sdo dispersos de forma agrupada devido as substancias
viscosas produzidas pelo tapete, facilitando sua aderéncia aos insetos e assim aumentando a
eficiéncia da polinizagédo (Pacini & Franchi, 1993, Pacini, 2000). O tipo de sexina encontrada
em Aeschynomene, reticulada e semitectada, corresponde a um tipo de aderéncia intermediaria

determinada pela quantidade e tipo de distribuicdo do “pollenkitt” (Hesse, 1981). Em
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Aeschynomene foram observadas massas de pdlen nos estigmas de flores polinizadas,
podendo indicar a presenca de “pollenkitt” em quantidade suficiente para esta funcéo
(Capitulo 11, Figuras 16F, G). Em Papilionoideae, pode ocorrer de a antera ser aberta
enguanto a flor ainda esta fechada e, apds a abertura espontanea ou por um inseto, o pélen ser
disperso no ar aderindo-se ao corpo do polinizador (Pacini, 2000). Espécies com grdos de
polen com sexina reticulada de forma simples sdo reconhecidamente polinizadas por
pequenos insetos, 0 que ocorre com as Papilionoideae altamente especializadas a polinizacédo
por abelhas (Ferguson & Skvarla, 1982).

O tipo basico dos gréos de pdlen nas Leguminosas € o simples, tricolporado, com uma
endoabertura circular e uma exina semitectada com estrutura columelar (Guinet, 1981; Guinet
& Ferguson, 1989). No género Aeschynomene, os graos de pélen sdo tricolporados, com
colpos longos, poros usualmente elipticos, exina reticulada, tectada, ectexina mais espessa que
a endexina e columelas diminutas (Ohashi, 1971). Em A. indica e A. virginica os colpos sdo
estreitos, os poros elipticos e os grdos de polen prolatos a subprolatos - com o eixo polar
maior que o equatorial (Ohashi, 1971). Foi observada, no género Aeschynomene, uma
duplicacdo do numero de endoaberturas dentro de cada um dos trés colpos equatoriais € na
tribo Aeschynomeneae, a presenca de fusdo dos colpos (Guinet & Ferguson, 1989; Ohe &
Dustmann, 1996), eventos ndo observados nas espécies aqui estudadas. A. americana possui
os graos sincolporados, com endoaberturas lolongadas, presenca de opérculo e sexina
reticulada (Ohe & Dustmann, 1996). Em A. sensitiva, sdo encontradas margens dos colpos
muito lisas, sem ornamentacéo e, segundo Ferguson & Skvarla (1981), diferencas nos padrdes
esculturais entre as areas polares e as margens dos colpos sdo consideradas especializacdes.
Uma deposicdo esparsa de sexina sem ornamentacédo é verificada nos colpos de A. falcata e o
opérculo esta presente em A. sensitiva, mas ndo representa uma estrutura tdo desenvolvida
como em Aeschynomene schimperi (Ferguson & Skvarla, 1981) e A. americana (Ohe &
Dustmann, 1996).

Os gréos de pdlen das espécies de Aeschynomene aqui investigadas sdo relativamente
pequenos, variando de 10um a 20um de didmetro, semelhante ao encontrado para A. indica -
14pm e A. virginica - 16,2pm (Ohashi, 1971) e para A. americana — 15um -17um (Ohe &
Dustmann, 1996), uma vez que a média para Papilionoideae é de 50um (Ferguson & Skvarla,
1981). Pire (1974) avaliou os caracteres palinoldgicos dos géneros da tribo Hedysareae e,
dentre eles, 16 espécies de Aeschynomene. Encontrou algumas caracteristicas comuns dentro
do género como: a exina reticulada e fina e todos graos tricolporados. Ele subdivide o género

em dois grupos de acordo com o tamanho dos gréos de pélen, o primeiro, com graos menores
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inclui A. sensitiva com grdos prolato-esferoidais, endoabertura lalongada e colpo com
opérculo, que difere do presente trabalho apenas no tipo de abertura, que neste caso €
esferoidal. O segundo, com grdos maiores inclui A. falcata com grdos prolato-esferoidais e
endoabertura lalongada, que neste trabalho mostrou-se esferoidal. Entretanto, esta subdivisdo
entre grdos maiores e menores ndo corresponde a divisdo das duas sec¢fes do género. No
presente trabalho também se verificou que os gréos de pélen de A. falcata sdo maiores que 0s
de A. sensitiva, cerca de 5um. Diferentemente das demais de espécies de Aeschynomene ja
analisadas, A. americana apresenta seu eixo polar menor que o equatorial (Ohe & Dustmann,
1996). Pire (1974) ainda observa que a morfologia do polen das espécies de Adesmia é muito
similar a maioria das Aeschynomeninae, o que corrobora com o trabalho de Lavin et al.
(2001). Moco (2002) reforca esta observacdo detectando grdos tricolporados, endoabertura
circular, opérculo presente e sexina reticulada em A. latifolia.

Guinet (1981) e Ferguson & Skvarla (1981), consideram Aeschynomeneae dentro de
um grupo em Papilionoideae, onde a tendéncia evolutiva consiste em uma reducdo da nexina-
2 ou endexina, nexina-1 persistente e bem desenvolvida, especializacdo ou perda de abertura
lalongada e a ocorréncia de uma membrana do colpo ou opérculo, embora a espécie de
Aeschynomene utilizada por estes autores como exemplo possua nexina-2 espessa, como A.
falcata. A membrana do colpo foi verificada em A. falcata e o opérculo apenas em A.

sensitiva, caracteristica marcante que difere as duas espécies.
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CAPITULO V: DISCUSSAO GERAL E CONSIDERACOES FINAIS

“Olhe cada caminho com cuidado e atengdo. Tente-o0 tantas vezes quantas julgar necessarias...
Entdo, faca a si mesmo e apenas a si mesmo uma pergunta: possui esse caminho um

coracao?.”

Carlos Castafieda, The Teachings of Don Juan (Os ensinamentos de Dom Juan)



O fato de a tribo Aeschynomeneae ndo ser natural (Chappill, 1995; Doyle et al., 1997;
Lavin et al., 2001) e seus elementos estarem dispersos nas trés sub-divisbes do clado
Dalbergia (Lavin et al., 2001) estimulam o estudo de cada uma de suas sub-tribos e géneros,
constituindo um novo desafio para a sistematica de Leguminosae. As inferéncias de que o
género Aeschynomene também ndo seja natural nos levou a investigar espécies das suas
diferentes seccbes, Aeschynomene falcata (seccdo Ochopodium) e Aeschynomene sensitiva
(seccdo Aeschynomene) a fim de contribuir com caracteres significativos sobre ontogénese
floral para a elucidacgéo da filogenia do grupo.

O recente acréscimo de dados moleculares e os discernimentos resultantes na
sistematica de Leguminosae levam a escolha de novos caracteres morfolégicos e a uma
cuidadosa reinvestigacdo dos caracteres anteriormente declarados como validos (Prenner,
2004). O presente trabalho obteve dados de morfologia e anatomia floral das duas diferentes
seccOes do género Aeschynomene que corroboram com sua separa¢do como preconiza Lavin
et al. (2001), podendo os caracteres mais marcantes serem utilizados em futuras analises
filogenéticas destinadas ao esclarecimento da evolucdo do grupo. Este tipo de trabalho vem
mostrar que os caracteres de desenvolvimento floral continuam sendo muito importantes para
a taxonomia dos grupos e ndo devem ser negligenciados em estudos futuros.

Quanto ao Capitulo 11, que trata da ontogénese inicial das flores, os caracteres mais
marcantes nele encontrados dizem respeito a iniciacdo das sépalas, sendo unidirecional
abaxial em A. falcata e tendendo a um tipo simultdneo em A. sensitiva; a polaridade do calice
desta espécie nos estadios iniciais e sua fusdo precoce ainda refletem a presenca de um calice
bipartido, que € caracteristico de toda a subtribo Aeschynomeninae, exceto da seccdo
Ochopodium do género Aeschynomene (Fernandes, 1996; Lavin et al., 2001). A iniciacao
assimétrica das pétalas em A. sensitiva e a sobreposicdo entre esse verticilo e o verticilo de
estames antesépalos parecem estar condicionados ao desenvolvimento inicial do célice, que
influenciaria o desenvolvimento posterior da flor, podendo seguir a mesma logica da
influéncia da supressdo ou perda de 6rgdos (Tucker, 1989; 1990; 1991; 1996; Tucker &
Kantz, 1997). No desenvolvimento tardio da flor, apds o surgimento de todos os érgaos,
verificaram-se diferencas importantes, como o calice e estandarte tomentosos, a leve
aderéncia entre as pétalas da quilha, a presenca de tricomas muito longos no estipe, ovario
tomentoso, estigma estreito com uma cavidade central e as anteras basifixas na maturidade em
A. falcata e o calice e estandarte glabros, a fusdo efetiva entre as pétalas da quilha, o estipe
curto e glabro, o ovario hispiduloso, o estigma macico e amplo e as anteras dorsifixas na

maturidade em A. sensitiva. Segundo Tucker (1997), os caracteres expressados cedo no
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desenvolvimento sdo usualmente estaveis e caracterizam niveis supragenéricos de hierarquia,
enquanto estados de caracteres que surgem tardiamente, geralmente caracterizam géneros ou
especies. As diferencas nos estadios iniciais de desenvolvimento, que continuam existindo no
desenvolvimento posterior, reforcam a separacao entre as duas sec¢des do género e validam
caracteres de ontogénese floral para a andlise filogenética dos grupos. Entretanto, apenas
estudos que abranjam um maior nimero de especies de cada seccdo poderdo comprovar estas
afirmacoes.

Os dados obtidos no Capitulo 11l como abundancia de células mucilaginosas, formato
achatado do primérdio floral no inicio do desenvolvimento e comportamento variavel das
células tapetais em A. falcata, enquanto em A. sensitiva hd abundancia de células com
compostos fenolicos, formato cénico do primoérdio floral e presenca de um tapete sempre
unisseriado, além das diferencgas ja comprovadas quanto a presenca de um tubo do célice na
primeira e um célice bipartido na segunda, e ainda, o posicionamento inicial das alas que é
diferenciado entre as duas espécies, corroboram os dados obtidos no Capitulo Il, através de
analises de MEV, compondo importantes caracteristicas distintivas entre as espécies.

O tipo de desenvolvimento dos microsporangios nas duas espécies de Aeschynomene,
aqui estudadas, apresenta um padrdo diferenciado do até entdo descrito para as demais
especies de angiospermas. Foi demonstrado que todo o microsporangio provem de células da
camada subdérmica, como ja havia sido reportado para Spondias mombin (Oliveira, 2001) e
Ilex paraguaiensis (Santos, 1993), corroborando a idéia de que a origem dupla do tapete (em
diferentes camadas germinativas), descrita por diversos autores (Periasamy & Swamy, 1966;
Vijayaraghavan & Ratnaparkhi, 1973; Gupta & Nanda, 1978; Nanda & Gupta, 1978; Mehra
& Kulkarni, 1985; Chapman, 1987; Bittencout Jr., 1992; Moco, 2002), seja uma interpretacdo
equivocada dos eventos ontogenéticos (Oliveira, 2001). Entretanto, o tapete interno pode
pertencer a diferentes linhagens celulares provindas da camada subdérmica. Em 1.
paraguaiensis foi reportada sua origem nas células iniciais do esporangio (Santos, 1993) e em
S. mombin, na célula precursora interna (Oliveira, 2001), constituindo uma mesma linhagem
celular do tapete externo, bem como do tecido esporogénico. Ja nas espécies de
Aeschynomene, as células do tapete interno surgem de células adjacentes a inicial subdérmica,
uma linhagem celular paralela a principal, o que vem reforcar a idéia de que ndo é a linhagem
celular que determina a formacdo de determinado tecido e sim o padrdo de posicdo —
dependéncia (Bowman & Eshed, 2000).

Quanto a microsporogénese e microgametogénese de A. falcata e A. sensitiva, descrita

no Capitulo 1V, algumas diferencas também foram detectadas entre espécies. Em A. falcata,
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ndo existe uma correspondéncia precisa entre o tamanho do botdo floral e o estadio de
desenvolvimento das anteras; um composto aparentemente péctico foi observado entre a
membrana plasmatica e a parede de calose das células-mée dos microsporos; as células do
endotécio sdo mais baixas que em A. sensitiva e as bandas fibrosas em forma de U ndo
formam uma placa basal totalmente fusionada; as células tapetais apresentam as paredes
periclinais internas irregulares, possuindo sinuosidades que podem chegar a englobar os graos
de podlen e possui um grdo de polen maduro maior que o de A. sensitiva, porém com auséncia
de opérculo. Em A. sensitiva existe uma correspondéncia muito precisa entre o tamanho do
bot&o floral e o estadio de desenvolvimento da antera; as células do endotécio sdo mais altas
que em A. falcata e as bandas fibrosas em forma de U formam uma placa basal totalmente
fusionada; as células tapetais apresentam paredes periclinais internas retas até os estadios
mais avancados do desenvolvimento; ndo foi verificada a presenca de um vactolo volumoso
no citoplasma do micrésporo durante sua transicdo para microgametéfito; o grdo de pdlen
maduro é menor que o de A. falcata com opérculo presente, além de apresentar grande
quantidade de grdos com os oncus da intina muito inchados antes da deiscéncia e, até mesmo,
grdos germinando no interior do I6culo.

No Capitulo 1V também se pode verificar um comportamento peculiar das células
tapetais, onde suas paredes reagiam negativamente a presenca de celulose até o estadio da
primeira divisdo mitética do grdo de polen e, somente apOs a interiorizacdo da célula
generativa, estas paredes comecgaram a reagir positivamente para o teste com Calcofluor
White para a presenga de celulose, permanecendo assim até a degeneracéo total do tecido com
0 colapso de suas células. A permanéncia de paredes celulosicas até a degeneracdo total do
tapete também foi verificada em Adesmia latifolia (Mogo, 2002), indicando que este pode
representar um carater comum para géneros pertencentes ao clado Dalbergia (Lavin et al.,
2001). Apesar deste comportamento diferir do restante ja descrito para angiospermas (Buss et
al., 1969; Biddle, 1979; Misset & Gourret, 1984; Pacini et al., 1985; Pacini, 1997), ele
provavelmente permite uma passagem facilitada de compostos produzidos pelo tecido tapetal
durante as fases cruciais do desenvolvimento do esporo e do gametdéfito masculino,
adquirindo paredes celulésicas apenas depois do gametéfito se encontrar ja quase totalmente
pronto para a disperséo.

Os Capitulos 111 e 1V, apesar de terem detectado algumas diferencas na ontogénese
floral, histologia dos 6rgdos e leves diferencas na microsporogénese e microgametogénese de
A. falcata e A. sensitiva, ttm como principal caracteristica demonstrar a grande conservagao

no padrdo de desenvolvimento dos Orgdos em camadas histogénicas distintas, na
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diferenciacdo dos microsporangios e na formacdo de esporos e gametas nos grandes grupos,
uma vez que, destes caracteres depende o desenvolvimento normal dos 6rgdos reprodutivos,
responsaveis pela perpetuacao das espeécies.

Esta Dissertacdo de Mestrado demonstrou que a andlise dos resultados da ontogénese
floral, esporo e gametogénese das anteras de A. falcata e A. sensitiva apresentam evidéncias
que corroboram as analises filogenéticas de Lavin e seus colaboradores (2001), de que as duas
seccdes do género Aeschynomene estejam separadas por dados morfoldgicos e moleculares
indicando que este género ndo seja monofilético. Com isso, ndés também comprovamos a
importancia de estudos da ontogénese floral para a sistematica e taxonomia de angiospermas,
embora conclus@es decisivas sobre a validade de cada carater s6 possam ser estabelecidas
apos o estudo de um maior numero de espécies de cada seccdo do género Aeschynomene.
Alguns aspectos observados ainda merecem estudos mais detalhados como, por exemplo, 0
novo padrdo encontrado para o desenvolvimento do tapete interno durante a ontogenia da
antera e as alteracbes na parede das células tapetais durante o desenvolvimento dos
micrésporos e microgametofitos e o motivo pelo qual a celulose seria depositada ja num

estadio tdo tardio de desenvolvimento.
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	O presente trabalho analisou a ontogênese floral, microsporogênese e microgametogênese de Aeschynomene falcata (Poir.) DC. e Aeschynomene sensitiva Sw. (Papilionoideae - Leguminosae) obtendo evidências morfológicas e anatômicas de importância relevante para a taxonomia do grupo. A. falcata apresenta uma inflorescência do tipo racemo de segunda ordem e A. sensitiva, racemo de terceira ordem. A iniciação dos órgãos florais de A. falcata se dá numa ordem acrópeta e unidirecional abaxial e o cálice apresenta um tubo com 5 dentes; em A. sensitiva o cálice tem uma ordem de iniciação unidirecional abaxial tendendo a simultânea, bilobado desde os estádios iniciais, a corola tem iniciação assimétrica e é sobreposta pela iniciação dos estames antesépalos e os dois verticilos de estames possuem iniciação unidirecional abaxial. Para o estudo da organogênese floral admitiu-se a presença de 3 camadas germinativas: CI (dérmica), CII (subdérmica) e CIII (central). As duas espécies apresentam a iniciação dos órgãos florais nas mesmas camadas histogênicas, com contribuição predominante da CII, exceto na iniciação dos estames. A maior parte do microsporângio é formado através de divisões na CII e o desenvolvimento dos estratos parietais da antera é do tipo Dicotiledôneo. As células que compõe o tapete interno, originadas também da CII, vêm de uma linhagem diferente da principal, que origina as células esporogênicas primárias. Na maturidade, as anteras do gênero Aeschynomene apresentam cinco estratos parietais, epiderme, endotécio, duas camadas médias e tapete; durante a deiscência, apenas epiderme e endotécio estão presentes. A meiose é sincrônica em um mesmo microsporângio e as tétrades são tetraédricas. A formação da esporoderme é iniciada ainda na tétrade, mas atinge seu máximo desenvolvimento durante a fase de esporos livres, antes da primeira divisão mitótica do microgametófito. A primeira mitose do gametófito é assimétrica, com leve assincronia entre os gametófitos de um mesmo microsporângio originando a célula vegetativa e a célula generativa, esta de posição central e formato alongado na maturidade do grão de pólen. As células tapetais apresentam reação negativa para a presença de celulose até completada a primeira divisão mitótica do pólen e o início da degradação do citoplasma e núcleo tapetais, quando passam a apresentar reação positiva para a presença de celulose, a qual é mantida até a degeneração total do tapete. Os grãos de pólen são dispersos no estádio bicelular com reserva de amido. Em ambas espécies, os grãos de pólen são tricolporados, com sexina reticulada e o eixo polar é maior que o equatorial. Os grãos de A. falcata são maiores que os de A. sensitiva e o opérculo está presente apenas em A. sensitiva. 
	 ABSTRACT 
	The present work analysed the floral ontogenesis, microsporogenesis and microgametogenesis in Aeschynomene falcata (Poir.) DC. and Aeschynomene sensitiva Sw. (Papilionoideae - Leguminosae) obtaining morphological and anatomical evidences important for the group taxonomy. A falcata presents a second order raceme while A. sensitiva a third order one. The floral organ initiation in A falcata occurs in an acropetal and unidirectional order from the abaxial to adaxial side, and calyx presents a 5 tooth tube; in A. sensitiva the calyx have an unidirectional organ initiation order, from the abaxial to adaxial side tending to a simultaneous order, bilobate since initial stages, the corolla have an asymmetrical organ initiation and is superposed by the anti-sepal stamens verticil initiation and the two verticils of stamens have an unidirectional order of initiation. For the floral organogenesis analysis was accepted the presence of 3 germinative layers: LI (dermal), LII (subdermal) and LIII (central). The two species presents each floral organ initiation in the same histogenic layer, with predominance of LII, except on stamens initiation. LII divisions originate the microsporangium and the development of anther parietal layers follows the Dicotyledoneous type. The cells of the inner tapetum originated from the same layer have a different cellular lineage from that gives origin of the primary sporogenous cells. At maturity, the anthers of Aeschynomene genus presents five parietal layers: epidermis, endothecium, two middle layers, and tapetum; during the dehiscence stage just epidermis and endothecium are present. The meiosis is synchronous in the same microsporangium due the presence of the cytomitic channels and the tetrad is tetrahedral. The sporoderm formation starts at tetrad, reaching its maximal development at free spores stage, before microgametophyte first division. The first mitosis is asymmetrical and occurs with a slight asynchrony between the gametophytes of a same microsporangium, given rise the vegetative and germinative cells, the last one with central position and stretch out at maturity of the pollen grain. The tapetum cells presents a cellulose negative reaction up the end of pollen first mitosis and the beginning of tapetum cytoplasm and nucleus degradation, when undergoes a cellulose positive reaction, that is maintained up the total tapetum degeneration. The pollen grains are released in the bicellular stage with starch reserve. In both species the pollen grains are tricolporate, with a reticulate sexine, and with the polar axis larger than the equatorial axis. A. falcata pollen grains are bigger than A sensitiva ones and operculum is present just in A sensitiva. 
	 SUMÁRIO 
	1) A Tribo Aeschynomeneae na Família Leguminosae_________________________2 
	Resumo ____________________________________________________________17 
	1) Introdução ________________________________________________________18 
	Resumo ____________________________________________________________61 
	1) Introdução ________________________________________________________62 
	Resumo____________________________________________________________106 
	1) Introdução _______________________________________________________107 



	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	CAPÍTULO I – INTRODUÇÃO GERAL 
	 1 - A Tribo Aeschynomeneae na Família Leguminosae 
	3 - As Espécies em Estudo 
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	O presente trabalho descreve a organogênese floral de Aeschynomene falcata e Aeschynomene sensitiva baseado em dados anatômicos, dando ênfase ao desenvolvimento dos primórdios estaminais, área totalmente desconhecida para o gênero. Comprovou-se a presença de 3 camadas germinativas nos primórdios florais das espécies estudadas: CI (dérmica), CII (subdérmica) e CIII (central). O tubo do cálice de A. falcata e os lobos do cálice de A. sensitiva são detectados cedo no desenvolvimento da flor. Em ambas espécies as sépalas iniciam-se por divisões na camada CII, podendo receber contribuições da CIII, como também foi verificado para as pétalas. Primórdios de estames são identificados devido ao alongamento de células da CII e subseqüente ciclo de divisões mitóticas, porém a maior contribuição para a formação do primórdio é dada pela CIII. A iniciação do carpelo, que ocupa quase toda a região central do primórdio floral, tem alguma contribuição da camada CII com predominância absoluta da CIII. Em A. sensitiva, quando primórdios de sépalas e pétalas já estão visíveis, o primórdio floral torna-se mais alto que o de A. falcata. A. falcata apresenta inúmeras células mucilaginosas na epiderme de brácteas, bractéolas e sépalas, podendo formar verdadeiras bolsas de mucilagem no mesofilo das sépalas. Em A. sensitiva, predominaram células repletas de compostos fenólicos associadas aos feixes vasculares. A diferenciação dos microsporângios, na porção distal do primórdio de estame, tem por responsável a camada subdérmica, derivada da CII do meristema floral. As células da CII, nos quatro ângulos do primórdio, são consideradas iniciais meristemáticas, pois dão origem à principal linhagem celular do estame. A inicial meristemática divide-se periclinalmente originando as células esporogênica primária (cep) e parietal primária (cpp), a primeira originará o tecido esporogênico e a segunda as células parietal secundária interna (cpsi) e externa (cpse). A cpsi diferencia-se diretamente em tapete externo e a cpse divide-se periclinalmente e origina uma camada externa abaixo da protoderme (ce) e uma camada média interna (mi). A ce, por sua vez, também se divide periclinalmente formando, externamente, o endotécio (ed) e, mais internamente, a camada média externa (me). O tipo de formação dos estratos parietais da antera é o Dicotiledôneo e a formação do tapete interno se dá através do recrutamento de células derivadas da CII contíguas às células iniciais meristemáticas.  

	3.2 - Aeschynomene sensitiva 
	 
	 

	Estádio de Desenvolvimento das Anteras
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	4.1-Microsporogênese 
	4.2-Microgametogênese 
	4.4-Estratos parietais 
	4.4.3-Camadas médias 
	4.4.4-Tapete 


	4.5-Grão de pólen maduro 
	 
	“Olhe cada caminho com cuidado e atenção. Tente-o tantas vezes quantas julgar necessárias... Então, faça a si mesmo e apenas a si mesmo uma pergunta: possui esse caminho um coração?.” 
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