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RESUMO

Dentre os diversos tipos de agrupamento polinico, encontrados em 42 familias
de angiospermas, as poliades sdo de interesse especial, pois sdo registradas para apenas
quatro destas familias e sua ocorréncia pode ser associada a uma redu¢do no nimero de
graos de pdlen por antera em uma espécie. Em Leguminosae, a maior em nimero de
espécies e a mais amplamente distribuida dentre as quatro familias com poliades, essas
estruturas ocorrem na subfamilia Mimosoideae. Este trabalho apresenta dados sobre a
origem, o desenvolvimento e a diversidade morfoldgica das poliades, em nivel estrutural e
ultraestrutural (Capitulo 1); sobre a origem do adesivo polinico em Calliandra brevipes,
substancia encontrada tipicamente em poliades de espécies do género; além de dados sobre
a origem e desenvolvimento da poliade nesta espécie (Capitulo 2, ja publicado); a
morfologia e fertilidade polinica em espécies poliembridnicas de Inga (Capitulo 3); e um
estudo aprofundado da morfologia incomum das poliades em Parkia, em nivel estrutural e
ultraestrutural (Capitulo 4). As poliades sdo estruturas peculiares e ainda muito pouco
estudadas, e o presente trabalho vem prover dados essenciais para a compreensao da origem
e morfologia destas estruturas, e de sua funcionalidade na reproducdo de espécies da
subfamilia Mimosoideae em Leguminosae. Para um entendimento mais completo acerca da
funcdo, valor adaptativo e selecdo dessas estruturas, com ocorréncia tdo restrita a
determinados grupos de plantas, estudos acerca da fisiologia do pélen, interacdo pdlen-
pistilo e de viabilidade de embrides formados apds a fertilizacdo dos 6vulos, sdo

requeridos.

Palavras-chave: graos de pdlen, agrupamento, desenvolvimento, origem, Calliandra, Inga,

Parkia, Senegalia.
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ABSTRACT

Among all different types of pollen aggregation, reported for 42 angiosperm
families, polyads are of great interest, because they are reported for only four of these
families and it is associated to a reduction on number of pollen grains per anther in a
species. Among those four families, Leguminosae stands out because it is the most species-
rich family and widely spread. In Leguminosae, polyads often occur in the subfamily
Mimosoideae. This study highlighted new information on the origin, development and
morphological diversity of the polyads, employing anatomic and ultrastructural analyses
(Chapter 1); origin of pollen adhesive in Calliandra brevipes, sticky substance tipically
found in Calliandra polyads, in addition to data on polyad origin and development
(Chapter 2, already published); polyad morphology and fertility in polyembrionic species of
Inga (Chapter 3); and a meticulous analysis of the peculiar morphology of Parkia polyads
(Chapter 4). Polyads are peculiar and still not well-known structures, and this study aims to
contribute with essential data for its origin and morphology understanding, and its
functionality in the reproduction of species comprised by subfamily Mimosoideae, in
Leguminosae. For a more complete understanding on the function, adaptive value and
selection of these structures, that are restricted to certain groups of plants, studies are
required on the physiology of pollen, pollen-pistil interaction and viability of embryos

formed after fertilization of the ovules.

Keywords: pollen grains, aggregation, development, origin, Calliandra, Inga, Parkia,

Senegalia.
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INTRODUCAO GERAL

As angiospermas produzem maior nimero de graos de pdlen do que de sementes, e as taxas
de producdo de sementes demonstram que a maioria dos graos de pdlen falha em sua
principal fun¢do (Harder & Johnson 2008). Sendo assim, os baixos indices de sucesso
impuseram forte selecdo sexual e o agrupamento de graos em unidades de dispersdo é uma
das adaptagdes adquiridas (Harder & Johnson 2008).

A liberacdo de graos de pdlen agrupados estd frequentemente associada a
menor razdo pdélen:6vulo (Cruden 1977, Cruden & Jensen 1979, Cruden 2000, Harder &
Johnson 2008). Graos de pdlen agrupados, dispersos em unidades, promovem grande
eficiéncia na fertilizacdo de plantas compativeis (Koptur 1984; Pennington 1997) e, além
de reduzir o nimero de visitas necessarias para a remog¢ao de todos os grios da flor, pode
também resultar numa forte competicao local com individuos que produzem mais graos que
o necessdrio para fertilizar todos os 6vulos disponiveis em uma flor (Harder & Johnson
2008). Neste caso, individuos que investirem mais em recursos reprodutivos para produgdo
de 6vulos e menos para producdo de podlen contribuiriam com mais genes a prole,
resultando na selecdo para uma taxa mais baixa de pdlen por 6vulo (Harder & Johnson
2008).

Sabe-se que 42 familias, com representantes para quase todos os grupos de
angiospermas, apresentam alguma forma de agrupamento dos grios de pdlen para
dispersdo, o que tem sido relatado principalmente em espécies zoofilas. 34 dentre as 42
familias também liberam moénades além de graos agrupados. A andlise mais parcimoniosa
sugere que a evolugdo de pdlen agrupado ocorreu independentemente entre as familias em
angiospermas e usualmente resultou em liberacdo de tétrades (Harder & Johnson 2008).

Existem vérias formas de agrupamento de graos de pdlen, podendo ser
estruturais, quando nao ha separagdo dos graos de pdlen durante sua produgdo, como € o
caso das diades, encontradas em Ericaceae, Podostemaceae e Scheuchzeriaceae, tétrades - o
tipo mais comum ocorrente em pelo menos 39 familias, entre elas Orchidaceae,
Leguminosae, Rubiaceae e Solanaceae, e poliades, encontradas em Annonaceae,

Celastraceae, Hydrocharitaceae e Leguminosae; e ndo-estruturais, quando 0s graos
1



(moénades) sdo unidos por algum tipo de substincia, geralmente “pollenkitt”, apds seu
desenvolvimento, como € o caso dos filamentos viscinais ou filamentos do pdlen,
encontrados em Ericaceae e Onagraceae, e das polinias, encontradas em Orchidaceae e
Apocynaceae (Harder & Johnson 2008).

As poliades s@o de interesse especial, pois sua ocorréncia pode ser associada a
uma redu¢do no nimero de graos de pdlen por antera em uma espécie (Harder & Johnson
2008). Além disso, a dispersao de graos de pdlen em forma de poliade evoluiu de forma
independente pelo menos quatro vezes nas angiospermas, sendo um estado de cariter
inovador, registrado para Annonaceae (Magnolidea), Celastraceac e Leguminosae
(Eudicotiledonea) e Hydrocharitaceae (Monocotiledonea), ou seja, em apenas quatro
familias dentre as 42 que incluem espécies com algum tipo de agrupamento de graos de
p6len (Harder & Johnson 2008).

Leguminosae apresenta 751 géneros e 19.500 espécies (Lewis 2013) que
compdem de forma predominante quase todos os tipos de vegetacao que ocorrem no mundo
(Lewis et al. 2005), destacando-se dentre as quatro familias, por ser a maior em nimero de
espécies e a mais amplamente distribuida. No Brasil, sdo 210 géneros, 2694 espécies, sendo
1458 endémicas (Forzza et al. 2010). Em seguida, estdi Annonaceae com 128 géneros e
cerca de 2300 espécies, sendo 33 géneros e cerca de 250 espécies ocorrentes no Brasil;
depois Celastraceae com 55 géneros e cerca de 855 espécies, dos quais 17 géneros e cerca
de 100 espécies ocorrem no Brasil; e por dltimo Hydrocharitaceae, com representantes
aqudticos, e a menor em nimero de espécies dentre as quatro familias que apresentam
poliades, com 17 géneros e cerca de 100 espécies, sendo sete géneros e cerca de 10 espécies
registradas para o Brasil (Souza & Lorenzi 2005, Judd et al. 2007).

Em Leguminosae, poliades ocorrem na subfamilia Mimosoideae, que apresenta
quatro tribos e cerca de 3.270 espécies (Lewis ef al. 2005). Informacdes gerais mostram
que os representantes de Mimosoideae dispersam tétrades e poliades constituidas de
multiplas tétrades, que surgem das divisdes mitéticas das células esporogénicas,
antecedendo o processo meiodtico (Seijo & Neffa 2004, Harder & Johnson 2008). Porém,
sabe-se que ha variagdes no desenvolvimento que resultam em diversidades morfoldgica e

quantitativa de poliades, seja entre 16culos na antera, seja entre graos por poliade (Kenrick
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& Knox 1979, Seijo & Neffa 2004). A ocorréncia de monades como unidades polinicas de
dispers@ao em Mimosoideae € rara (Santos & Romao 2008).

Poucos trabalhos acerca deste tipo de dispersao polinica foram encontrados, e
um numero ainda mais reduzido aborda questdes morfoldgicas, fisiologicas ou de
desenvolvimento das poliades. Foram encontrados apenas dois trabalhos de
desenvolvimento para Annonaceae (Tsou & Fu 2007, Lora et al. 2009) e nenhum para
Celastraceae e Hydrocharitaceae até 0 momento. Quanto a Leguminosae, caracteristicas do
pélen em géneros de Mimosoideae tém sido elucidadas por alguns autores, sob diferentes
abordagens. Com abordagem taxonOmica, pode-se citar trabalhos com os géneros Acacia
(Arce & Banks 2001), Calliandra (Prenner & Teppner 2005, Santos & Romao 2008),
Mimosa (Santos-Silva et al. 2013), Parkia (Feuer et al. 1985), Piptadenia (Caccavari 2002)
e tribo Ingeae (Niezgoda et al. 1983). Este tltimo trabalho trata da avaliagdo ultraestrutural
da parede do pdlen de todos os géneros da tribo Ingeae, com excecdao de Wallaceodendron
(Niezgoda et al. 1983), definindo dois tipos de poliades dentro da tribo, considerada de
dificil delimitac@o taxondmica (Guinet 1989).

Constam na literatura estudos de desenvolvimento da poliade para sete espécies
de Mimosoideae (Kenrick & Knox 1979, Fitzgerald er al. 1993, Seijo & Neffa 2004,
Teppner 2007). Este numero baixo de trabalhos mostra o desconhecimento das etapas e dos
mecanismos de formacdo das poliades (tipo de microsporogénese — sucessiva ou
simultanea; estddio e tempo da deposi¢do da calose, tipo de composicdo das poliades -
vdrias tétrades ou diades; tipo de agregamento — estrutural ou nao etc.), assim como dos
processos morfo-fisioldgicos, tanto em Leguminosae, quanto nas outras trés familias nas
quais sdo relatados.

Sendo assim, o presente trabalho visou ao estudo morfoldgico detalhado das
poliades em oito espécies de Mimosoideae: Calliandra brevipes Benth. (Figura 1 A), Inga
edulis Mart.(Figura 1 B), . laurina (Sw.) Willd. (Figura 1 C) e I. vera Willd. (tribo Ingeae)
(Figura 1 D), Parkia multijuga Benth. (Figura 1 E), P. pendula (Willd.) Benth. ex Walp.
(Figura 1 F) e P. ulei (Harms) Kuhlm. (tribo Mimoseae), e Senegalia polyphylla (DC.)
Britton & Rose in Britton & Killip. (tribo Acacieae) (Figura 1 G).



Estas espécies foram escolhidas com base na filogenia de Brown et al. (2008), a
mais recente para Mimosoideae. Os géneros escolhidos incluem um ndmero elevado de
espécies brasileiras endémicas: 58 dentre 73 espécies em Calliandra, 52 de 127 em Inga,
cinco de 17 em Parkia, e 33 de 52 em Senegalia (Forzza et al. 2013).

O trabalho foi, entdo, dividido em quatro capitulos, seguindo objetivos
especificos:

X4 Capitulo 1: Diversidade estrutural e ontogénica de poliades em Mimosoideae
(Leguminosae) - Estudar a origem e algumas etapas da ontogenia das poliades em Inga
edulis Mart., Calliandra brevipes Benth., Senegalia polyphylla (DC.) Britton & Rose in
Britton & Killip e Parkia pendula (Willd.) Benth. ex Walp., a fim de levantar estados de
caracteres que possam contribuir para o estabelecimento de sinapomorfias no grupo.
Evolucio de caracteres ontogénicos também foi discutida;

<> Capitulo 2: Tapetal and parenchymatic anther tissues participate in polyad
adhesive production in Calliandra brevipes (Leguminosae) - Estudar o desenvolvimento
das poliades de Calliandra brevipes Benth. a fim de conhecer a origem da substancia
adesiva (‘adesivo do pdlen’) encontrada em uma das extremidades da poliade. Aspectos do
desenvolvimento da parede da antera também foram estudados;

X Capitulo 3: Desenvolvimento e fertilidade do pélen na poliade de espécies de
Inga Mill. com sementes poliembrionicas (Leguminosae, Mimosoideae) — Verificar a
viabilidade/funcionalidade das poliades nas espécies poliembridnicas Inga laurina (Sw.)
Willd. e 1. vera Willd., por meio do estudo de seu desenvolvimento e sua fertilidade;

X Capitulo 4: Morfologia da poliade cavitada de espécies Neotropicais de Parkia
R. Br. (Leguminosae, Mimosoideae) — Estudar em detalhe a morfologia das poliades
pouco usuais de Parkia multijuga Benth., P. ulei (Harms) Kuhlm. e P. pendula (Willd.)

Benth. ex Walp.



Figura 1. Fotografias de flores e inflorescéncias das espécies estudadas. A. Calliandra
brevipes, B. Inga edulis, C. Inga laurina, D. Inga vera, E. Parkia multijuga, F. Parkia

pendula, G. Senegalia polyphylla. Fotografias: Liana C. Capucho, exceto D, E, G (Web).
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CAPITULO 1: Diversidade estrutural e ontogénica de poliades em Mimosoideae

Resumo

Leguminosae é uma das quatro familias que exibem representantes que dispersam graos de
pdlen agrupados em poliades (agrupamento de mais de quatro grdos de pdlen) e, de acordo
com o conhecimento atual, todos eles pertencentes a subfamilia Mimosoideae. Sabe-se que
a relacdo entre origem, forma e funcdo de caracteres polinicos é informacdo bdsica para
interpretagdes evolutivas. Este trabalho visou a comparar a estrutura, origem e algumas
etapas do desenvolvimento de poliades em quatro espécies de Mimosoideae: Calliandra
brevipes, Inga edulis, Parkia pendula e Senegalia polyphylla. Para tal, foram feitas andlises
de superficie (microscopia eletronica de varredura), de anatomia (microscopia de Luz),
ultraestrutura (microscopia eletronica de transmissdo) e citoquimica das poliades. Todas as
espécies estudadas apresentaram l6culos subdivididos em subloculos: dois em 1. edulis, C.
brevipes e S. polyphylla, e 10 em P. pendula, o que resulta em oito poliades por antera nas
trés primeiras espécies, e 40 por antera na ultima. As poliades sdo acalimadas em I. edulis,
S. polyphylla e P. pendula, e calimadas em C. brevipes. As poliades originam-se de apenas
uma célula esporogé€nica inicial, que resulta em duas, quatro ou oito células-mae de
microsporos, dependendo da espécie, resultando em diferentes nimeros de graos de pdlen
por poliade. Os graos de pdlen nas poliades apresentam carboidratos, proteinas e lipideos
como substancias de reserva, havendo diferentes combinagdes nas espécies. Os resultados
obtidos demonstram que a morfologia das poliades neste grupo é bastante diversa,
refletindo as variacdes encontradas em suas etapas de desenvolvimento. Algumas
semelhangas encontradas entre as espécies, como nimero de subléculos e de poliades por
antera, tipo de teto e auséncia da camada basal da parede polinica em I. edulis, C. brevipes
e Senegalia polyphylla corroboram com a filogenia atual para a subfamilia e a distincao de
P. pendula das demais indicam que provavelmente formam um grupo monofilético. A
origem da poliade, a partir de divisdo mitdtica de uma unica célula esporogénica inicial, €

comum a todo o grupo e pode constituir uma sinapomorfia, apoiando também a filogenia

9



atual para Mimosoideae. Comparagdes entre S. polyphylla e espécies de Acacia ndo apoiam
a nova combinacao realizada para a espécie, que antes pertencia a Acacia. Porém, estudos
com o maior nimero possivel de espécies da subfamilia sao requeridos para confirmagao de

tais inferéncias.

Introducao

O desenvolvimento do grao de pélen € um processo bem conhecido e pouco varidvel nas
angiospermas (McCormick 1993). Trata-se de um tema de grande interesse por sua
importancia fundamental na reprodugdo das plantas, por promover interagdo tUnica de
geracOes diploide e hapldide, por ser um sistema modelo potencial para estudos de
polaridade, padronizacdo, sinalizacdo e destino celular (McCormick 1993, Blackmore et al.
2007), além de prover informagdes de importancia taxondmica e evolutiva (Muller 1979).

No processo de desenvolvimento de grdaos de pdlen, as células esporogénicas
diferenciam-se em células-mde de micrdsporos que sdo isoladas por meio da deposi¢cdo de
uma fina camada de calose ao redor de suas paredes. Ao se dividir, cada célula-mae de
micrésporo origina uma tétrade, conjunto de quatro células-irmds provenientes de meiose
simultanea na maioria das plantas, que se mantém unidas durante um curto espago de
tempo, envolvidas pela parede persistente da célula-mde. Apds, o tapete produz enzimas
que dissolvem a calose e a parede da célula-mae, liberando os micrésporos que se tornam
independentes uns dos outros (Bedinger 1992, McCormick 1993, Lersten 2004). Os
microsporos passam por uma ou duas mitoses sucessivas e se diferenciam em graos de
polen bi ou tri-nucleados, dispersos em monades, unidades polinicas bésicas e condig¢do
mais comumente encontrada nas angiospermas (Walker & Doyle 1975, Pacini & Franchi
1999).

Apesar disso, representantes de 42 familias de angiospermas apresentam
alguma forma de agrupamento dos gridos de pdlen (Harder & Johnson 2008), condicio
considerada apomorfica (Walker & Doyle 1975, Harder & Johnson 2008), com surgimento
independente nas angiospermas, principalmente em espécies zodfilas (Harder & Johnson

2008).
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A eficiéncia da dispersdo de graos de pdlen agrupados para a fertilizacdo é
grande (Koptur 1984, Pennington 1997). Este tipo de dispersdo resulta em uma forte
competicdo local entre individuos que produzem mais griaos de pélen que o necessdrio para
fertilizar todos os 6vulos disponiveis em uma flor, além de reduzir o nimero de visitas do
agente polinizador, necessérias para a remocao de todos os grdos da flor. Ainda, espécies
com grios agrupados passam a investir mais recursos para producdo de 6vulos e menos
para produgdo de pélen (Harder & Johnson 2008). Sendo assim, a liberacdo de graos de
polen agrupados estd frequentemente associada a menor razdo pdlen:6vulo por selecionar
esta condicdo (Cruden 1977, Cruden & Jensen 1979, Cruden 2000, Harder & Johnson
2008).

As poliades (agrupamento de mais de quatro grdos de podlen) sdo de interesse
especial, pois ocorrem em apenas quatro das 42 familias com agrupamento polinico:
Annonaceae (Magnoliidea), Celastraceae e Leguminosae (Eudicotiledoneas) e
Hydrocharitaceae (Monocotiledonea), sendo consideradas um estado de cardter inovador,
associado a uma reducio no nimero de graos de pdlen por antera em uma espécie (Harder
& Johnson 2008). Dentre os quatro grupos, destaca-se Leguminosae, considerada a terceira
maior familia em nimero de espécies dentre as angiospermas, com 727 géneros e 19.325
espécies descritas, que compdem de forma predominante quase todos os tipos de vegetacdao
que ocorrem no mundo (Lewis et al. 2005). A ocorréncia de poliades nesta familia estd
restrita a representantes da subfamilia Mimosoideae, de acordo com o conhecimento atual
(Doyle & Luckow 2003, Harder & Johnson 2008), que apresenta quatro tribos e 3270
espécies descritas (Lewis et al. 2005).

Dados sobre o desenvolvimento de poliades foram encontrados apenas para
Annonaceae (Tsou & Fu 2007, Lora et al. 2009) e Leguminosae (Fitzgerald et al. 1993,
Kenrick & Knox 1979, Teppner 2007, Seijo & Neffa 2004; Capucho & Teixeira 2013);
nesta ultima com informacdes para sete espécies de Mimosoideae: Acacia paradoxa DC.
(Fitzgerald et al. 1993), A. conferta A. Cunn. ex Benth., A. iteaphylla F. Muell. ex Benth. e
A. subulata Bonpl. (Kenrick & Knox 1979), Calliandra angustifolia Spruce ex. Benth.
(Teppner 2007), C. brevipes Benth. (Capucho & Teixeira 2013) e Mimosa bimucronata

(DC.) Kuntze (Seijo & Neffa 2004).
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Estudos acumulados desde o inicio do século XX sobre estruturas florais e
processos diretamente responsdveis pela producao de sementes revelam que existe enorme
variagdo entre familias e espécies. A sistematiza¢do destes dados € essencial para estudos
taxondmicos e evolutivos (Johri 1984, Lersten 2004). Em geral, o gamet6fito masculino €
ainda pouco estudado. Apenas 10% de aproximadamente 250.000 espécies de plantas t€ém
sido investigadas acerca da morfologia do grdo de pdlen, sendo esta porcentagem ainda
menor quando se consideram estudos anatomicos (Hesse et al. 2009).

Assim, este trabalho visa a estudar a origem e algumas etapas da ontogenia das
poliades em Calliandra brevipes Benth., Inga edulis Mart., Parkia pendula (Willd.) Benth.
ex Walp. e Senegalia polyphylla (DC.) Britton & Rose in Britton & Killip, espécies de
Mimosoideae selecionadas segundo a filogenia mais recente para Mimosoideae (ver Brown
et al. 2008). A evolucdo de estados de caracteres ontogénicos das poliades € discutida e
aqueles que possam contribuir para o estabelecimento de sinapomorfias no grupo sao
ressaltados por meio da comparagdo dos dados aqui obtidos aos disponiveis na literatura
para os mesmos géneros (Prenner & Teppner 2005, Teppner 2007, Capucho & Teixeira
2013) e outros relacionados (Kenrick & Knox 1979, Fitzgerald et al. 1993, Seijo & Neffa
2004).

Material e Métodos

Espécies estudadas

Quatro espécies pertencentes a subfamilia Mimosoideae foram escolhidas para este
trabalho: (1) Calliandra brevipes, conhecida como esponjinha ou manduruvd, espécie
arbustiva que chega a medir de um a dois metros de altura, muito utilizada para fins
ornamentais (Lorenzi & Souza 1995); (2) Inga edulis, conhecida como Inga, espécie
arborea amplamente distribuida na América do Sul, ocorrendo na Colombia e regido
tropical a leste dos Andes, estendendo-se ao sul pela regido noroeste da Argentina, € na
costa Atlantica brasileira, sendo seu cultivo muito difundido nestas regides e introduzido na

América Central (Pennington 1997); (3) Parkia pendula, conhecida como fava de bolota,
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espécie arborea amplamente distribuida, ocorrendo em florestas de terra-firme de regides de
varzea de Honduras, do sul da América Central a Floresta Atlantica do Estado do Espirito
Santo, no Brasil (Hopkins 1986); e (4) Senegalia polyphylla, conhecida como monjoleiro,
espécie arborea e pioneira que ocorre do México a Argentina (Queiroz 2009); no Brasil
ocorre da regido Amazonica até o Parand, sendo frequente nos estados do Mato Grosso do
Sul, Sado Paulo e Parana (Lorenzi 2002).

Calliandra brevipes, 1. edulis e S. polyphylla sio espécies polinizadas por
insetos, principalmente abelhas. Apresentam flores tipicas para a subfamilia, sendo
poliandricas, com filetes unidos na base, formando o tubo estaminal, e livres na por¢ao
exerta (Pennington 1997, Martius & Eichler 1840-1906, Lorenzi 2002). Ja P. pendula é
uma espécie quiropterdfila, com flores dispostas em capitulos globosos de cor vermelha,
que se apresentam péndulos por um longo pedinculo (cerca de 60 cm) (Hopkins 1984). C.
brevipes também apresenta suas flores em capitulos, que sdo brevemente pedunculados
(Martius & Eichler 1840 — 1906).

Material testemunha foi depositado no Herbario SPFR, da Faculdade de
Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto/USP, sob os nimeros S. P. Teixeira 77 (C.
brevipes), S. P. Teixeira 53 (I. edulis), S. P. Teixeira 28 (S. polyphylla), e no herbario RB

do Jardim Botanico do Rio de Janeiro sob o nimero H. C. Lima 5693 (P. pendula).

Metodologia

Botdes em varios estddios de desenvolvimento e flores das quatro espécies foram coletados,
sendo as anteras removidas e fixadas em Karnovsky em tampao fosfato 0,IM (pH 7,3) por
24 horas (Karnovsky 1965) e em FAA 50 por 24 horas (Johansen 1940), submetidas a série
etandlica e estocadas em élcool 70%.

A ornamentacdo da exina e a posicdo dos graos de pdlen nas poliades e das
poliades nas anteras foram examinadas em microscopia eletronica de varredura (MEV).
Para tal, anteras de flores previamente fixadas foram desidratadas em série etandlica,
submetidas ao ponto critico em um aparelho Bal Tec CPD 030, montadas em suportes

metdlicos em fita adesiva de carbono, perfuradas para a exposi¢cdo das poliades e, entdo,
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cobertas com ouro em um metalizador Bal Tec SCD 050. As observacdes e as imagens
foram feitas em microscépio eletronico de varredura de alto vacuo Shimadzu SS — 550, e
em microscépio eletronico JEOL JSM 5200.

Estudos sobre a origem, as etapas de desenvolvimento, o contato das poliades
com o tapete e o tipo de substancias de reserva polinica foram realizados em anteras em
varios estadios de desenvolvimento, previamente fixadas, incluidas em historresina (Gerrits
1991) e seccionadas transversal e longitudinalmente em microétomo rotativo com espessura
de 3 um. As laminas foram coradas com azul de toluidina 0,01% pH 4,4 (O’Brien et
al.1964), submetidas a testes com reagente de PAS para deteccio de polissacarideos (Feder
& O’Brien 1968), xylidine de Ponceau para proteinas (O’Brien & McCully 1981) e sudan
black B para lipideos (Pearse 1980) e, entdo, observadas em microscopio de luz Leica
DME.

A estratificacdo da parede do grdo de pdlen e a confirmagdo dos resultados
obtidos para os testes citoquimicos foram obtidas em microscopia eletrOnica de transmissao
(MET). Para isso, parte do material fixado em Karnovsky (Karnovsky 1965) foi pds-fixada
em tetroxido de 6smio a 1% (tampao fosfato 0,IM e pH 7,3) por 2 horas, desidratada
gradualmente em série acetdonica e incluida em resina ep6xi Araldite 502 Polysciences.
Ap0s, as amostras foram seccionadas com auxilio de um ultramicrétomo Leica ultracut S
Reichert para a obtencdo de cortes semifinos (0,5 pm), que foram corados com azul de
Toluidina 0,05% (O’Brien et al.1964) e observados em microscopia de luz para a escolha
das regides onde serdo realizados os cortes ultrafinos. Os cortes ultrafinos (60 a 70 nm)
foram coletados em grade de malha fina, contrastados em solu¢do aquosa de acetato de
uranila 2% por 15 minutos (Watson 1958) e citrato de chumbo por 15 minutos (Reynolds
1963) e observados em um microscépio eletronico de transmissao Philips EM 208.

A terminologia utilizada na descri¢ao dos resultados segue Hesse et al. (2009),

Evert (2006) e Lersten (2004).

14



Resultados

Morfologia

As anteras das quatro espécies sao dorsifixas, com duas tecas, quatro sacos polinicos com
16culos subdivididos (subléculos), e deiscéncia longitudinal (Figura 1 A-D).

Em C. brevipes, 1. edulis e S. polyphylla os 16culos sdo subdivididos em duas
partes (dois subléculos por saco polinico), cada uma contendo uma poliade, o que resulta
um total de quatro poliades por teca, oito por antera (Figura 1 A-C). Ja em P. pendula o
numero de subloculos € maior, chegando a 10, cada um contendo uma poliade, totalizando
20 poliades por teca, 40 por antera (Figura 1 D).

As poliades de I. edulis e S. polyphylla sdo circulares, achatadas e acalimadas,
com graos de pélen quadrangulares (Figura 2 A-D). Porém, diferem no nimero de grios de
polen e tipo de ornamentacdo da exina. Em I. edulis as poliades apresentam 32 grios de
polen, sendo os centrais com ornamentacao da exina entre fossulada e psilada, tornando-se
mais lisa nas laterais, regido de contato entre os graos de pdlen na poliade. Os graos de
polen periféricos apresentam ornamentacdo levemente distinta dos grdos centrais, com
aspecto mais liso, com ornamentagdo do tipo psilada (Figura 2 E, G). J4 S. polyphylla
apresenta 16 graos de pdlen por poliade, com ornamentacdo psilada (Figura 2 F). Os graos
estdo dispostos em oito centrais e oito periféricos na poliade, sendo que os oito centrais
formam uma camada dupla que, quando vista frontalmente, permite distinguir apenas
quatro graos centrais (Figura 2 H).

A ornamentacdo da exina em C. brevipes € do tipo fossulada (Figura 3 A). Suas
poliades sdo elipsoidais, em forma de gota e achatadas, apresentando um grao de pdlen de
formato pontiagudo na extremidade da poliade, onde é depositada uma substancia adesiva
(Figura 3 C). Poliades com oito grdaos de pdlen e apenas um central também podem ser
encontradas (Figura 3 C); porém, geralmente apresentam dois graos centrais, envoltos por
seis grdos heteromorficos periféricos (Figura 3 E), constituindo o tipo calimado (Figura 3
F). Em P. pendula, as poliades também apresentam ornamentagdo fossulada (Figura 3 B);

no entanto sdo globosas (esféricas) (Figura 3 D) e acalimadas (Figura 3 G), com 32 grdos
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de pdlen periféricos, delimitando um espago interno amplo e circular preenchido por
exudato (Figura 3 G).

Todas as camadas da parede do grdo de polen apresentam espessura semelhante
entre si em S. polyphylla, sendo o teto continuo e o infrateto granular (Figura 4 A). A
parede dos graos na regido interna da poliade (regido de contato entre os graos de pdlen)
apresenta como ultima camada a endexina, continua e esponjosa, sendo a camada basal
(footlayer) ausente (Figura 4 B). Em I edulis a intina e a endexina sdo continuas e
compactas, além de mais finas em relacdo a espessura do infrateto columelar, estruturado
sob um teto relativamente descontinuo (Figura 4 C). A parede dos graos na regido interna
da poliade apresenta, além da endexina, vestigios do infrateto (Figura 4 D). A camada basal
€ ausente nesta espécie.

A intina apresenta espessura semelhante a da endexina em P. pendula, que é
continua e compacta; a camada basal € presente e mais fina que o infrateto granular sob o
teto descontinuo e espesso (Figura 5 A). A parede dos graos de pélen na regido interna da
poliade apresenta endexina e apenas vestigios da camada basal e infrateto (Figura 5 B). Em
C. brevipes a intina € consideravelmente mais espessa que a endexina, continua e
compacta; o infrateto € columelar, de espessura semelhante a da intina, e o teto continuo e
menos espesso que o infrateto; a camada basal € ausente (Figura 5 C). Todas as camadas
presentes na parede dos graos na regido externa da poliade sdo encontradas nas paredes dos
graos na regido interna (Figura 5 D).

As poliades de C. brevipes, 1. edulis e S. polyphylla sao achatadas, formando
uma ou duas camadas de grdos de pdlen, contatando as células do tapete (Figura 6 A-C).
Em P. pendula as poliades sdo globosas (esféricas), porém devido ao espaco interno amplo,
todos os graos de pélen contatam as células do tapete (Figura 6 D).

Os graos de podlen de C. brevipes (Figura 6 C), I. edulis (Figuras 2 C, 6 A) e S.
polyphylla (Figura 13 B) apresentam 4-5 poros nas regides de conjuncdo de um grao e
outro. Ja P. pendula apresenta trés poros, sendo um deles voltado para a regido interna da

poliade (Figura 7 A-B).
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Origem e aleumas etapas da microsporogénese € microgametogénese

Uma célula esporogénica inicial passa por divisdes mitdticas e suas células-filhas
diferenciam-se em duas c€lulas-mae de micrésporo em C. brevipes (Figura 8), oito em 1.
edulis (Figura 9) e P. pendula (Figura 10), quatro em S. polyphylla (Figura 11). Durante
este processo, a célula esporogénica inicial ocupa todo o espago do subléculo e as células
do tapete mantém-se uninucleadas.

Em P. pendula ocorre deposicao de calose em regides periféricas das células
esporogénicas, onde ndo had contato entre as células (Figuras 10 D) e, posteriormente,
também nas regides de contato entre os graos (Figura 10 F). O desenvolvimento dos 16culos
e subléculos é assincronico. A medida que o didmetro sublocular aumenta, as células-mae
de micrésporos se organizam em circulo e contatam as células do tapete. Em S. polyphylla
observa-se que no estddio de vacuolacdo avancada dos micrésporos e no estadio bicelular
dos graos de pdlen, as células do tapete se encontram em degeneracdo ou completamente
degeneradas, e muitos orbiculos sdo observados no subldoculo da antera, constituindo a
membrana tapetal (Figura 12). N@o foi possivel observar este estddio nas outras espécies
estudadas.

A Tabela 1 compara as caracteristicas morfoldgicas e ontogenéticas descritas

para as poliades das quatro espécies estudadas.

Citoquimica em poliades maduras

Lipideos foram detectados na esporoderme dos graos de pélen em todas as espécies, sendo
que em C. brevipes também foram detectadas proteinas (Tabela 2).

Quanto as substancias de reserva contidas no citoplasma da célula vegetativa
dos griaos de polen, diferentes combinagdes foram encontradas. C. brevipes apresentou
proteinas e polissacarideos, I. edulis apresentou lipideos e polissacarideos em pouca

quantidade, S. polyphylla apenas proteinas e P. pendula proteinas e lipideos (Tabela 2).
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Figura 1. Eletromicrografias (MEV) de anteras mostrando a deiscéncia longitudinal e o

nimero de subléculos (*) em Inga edulis (A); Calliandra brevipes (B); Senegalia
polyphylla (C); e Parkia pendula (D). Escalas: A = 100 um, B = 50 pm, C = 10 um, D =
200 pm.
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Figura 2. Morfologia externa e interna de poliades de Inga edulis (A, C, E, G) e Senegalia
polyphylla (B, D, F, H). A, B, E-H: Eletromicrografias (MEV); C, D: Fotomicrografias de
cortes longitudinais. A-B. Vista geral das poliades de I edulis e S. polyphylla,
respectivamente; C-D. Poliades acalimadas de I. edulis e S. polyphylla. Note a presenca de
ectexina apenas na superficie externa dos graos de pdlen periféricos da poliade nas duas
espécies (cabecas-de-seta), e produg¢do de orbiculos no subléculo em D. E. Detalhe da
poliade de I. edulis destacando a diferenca na ornamentacio psilada (gp) dos graos de
polen periféricos em relagdo a ornamentacdo fossulada (gc) dos graos centrais. F. Detalhe
da poliade de S. polyphylla destacando a ornamentagdo psilada da exina. G. Detalhe dos
graos de pdlen centrais da poliade de I. edulis. Note que a ornamentacdo da exina se torna
psilada na regido periférica do grao (*). H. Vista lateral da poliade de S. polyphylla
mostrando os graos de pélen periféricos (gp) e a organizacdo dos graos de pdlen centrais
em duas camadas (gc). Escalas: AJE.G=10um; BH =5um; C=50 pym; D=20 um; F=2

um.
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Figura 3. Morfologia externa e interna de poliades de Calliandra brevipes (A, C, E, F) e
Parkia pendula (B, D, G). A-D: Eletromicrografias (MEV) das poliades; E-G:
Fotomicrografias das poliades em segdes transversal e longitudinal. A-B. Detalhe das
poliades evidenciando a ornamentagdo fossulada da exina; C. Poliade de C. brevipes em
forma de gota com oito graos de pdlen, apenas um central. Note a heteromorfia dos graos e
o formato distinto do grao apical (ga) onde € depositada a substancia adesiva; D. Poliade
de P. pendula com formato globoso (esférico); E. Vista lateral da poliade calimada de C.
brevipes com seis grdos de pdlen periféricos e dois centrais; F. Detalhe da poliade de C.
brevipes em corte transversal destacando a presenca de ectexina também na parede interna
do grao de pdlen da poliade, na regido de contato entre os graos(cabega-de-seta); G. Segdo
transversal da poliade acalimada de P. pendula. Note a presenga de ectexina apenas na
parede externa dos graos de pélen (cabecga-de-seta). Escalas: A,B =5 pm; C,D,F = 20 pum;
E,G =50 ym.
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Figura 4. Eletromicrografias (MET) de poliades de Senegalia polyphylla (A, B) e Inga
edulis (C, D). A. Parede de um grao de pdlen, regido externa da poliade, de S. polyphylla,
apresentando intina (i), endexina (e) continua e esponjosa, infrateto granular (*) e teto
continuo (t) de espessuras semelhantes. A camada basal (“footlayer”) € ausente; B. Paredes
de dois griaos de pdlen (pl e p2) na regido interna de uma poliade em S. polyphylia,
apresentando intina (i) e endexina (e) como ultima camada; C. Parede de um grao de pdlen
na regido externa da poliade de I. edulis apresentando intina (i) € endexina (e) continua e
compacta de espessuras finas em relacao ao infrateto columelar (*), que é mais espesso que
o teto (t) descontinuo. A camada basal € ausente; D. Paredes de dois graos de pélen (pl e
p2) na regido interna da poliade em 1. edulis apresentando endexina (e) e apenas vestigios

do infrateto (*). Escalas: A B=1,5pum; C=7 um; D=3 um.
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Figura 5. Eletromicrografias (MET) de poliades de Parkia pendula (A, B) e Calliandra
brevipes (C, D). A. Parede de um grdo de pdlen na regido externa da poliade de P. pendula
apresentando intina (i) e endexina (e) continua e compacta de espessuras semelhantes,
camada basal fina (“footlayer”) (cabeca-de-seta), infrateto granular (*) e teto espesso e
descontinuo (t). B. Paredes de dois graos de pélen em contato (pl e p2) na regido interna da
poliade em P. pendula, apresentando intina (i), endexina (e) continua e compacta, € apenas
vestigios da camada basal e infrateto (*). C. Parede de um grao de pélen na regido externa
da poliade de C. brevipes apresentando intina (i) muito mais espessa que a endexina (e)
continua e compacta, e infrateto columelar (t) mais espesso que o teto (t) continuo. D.
Paredes de dois graos de pdlen (pl e p2) em contato na regido interna da poliade em C.
brevipes apresentando todas as camadas: intina (i), endexina (e) infrateto columelar (*) e

teto continuo (t). Escalas: A=3 pum,B=15um,C=3 pym, D=7 pm.
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Figura 6. Fotomicrografias de poliades de Inga edulis (A), Senegalia polyphylla (B),
Calliandra brevipes (C) e Parkia pendula (D) em se¢des transversal e longitudinal. A e B.
Secdo transversal das poliades de I. edulis (A) e S. polyphylla (B) mostrando a organizagdo
dos graos de pdlen em camada dupla; C. Secdo longitudinal da poliade de C. brevipes com
organizacdo dos graos de pélen em camada tnica; D. Secdo transversal de poliade globosa

e cavitada (*) de P. pendula. Escalas: A,B =20 um; C,D =50 pm.
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Figura 7. Eletromicrografias (MET) de poliades cavitadas de Parkia pendula. A. Presenca
de poros (cabecas-de-seta) voltados a regido externa e interna da poliade (*). B. Detalhe da
parede de um grao de pdlen na regido interna da poliade (*), evidenciando o poro (cabega-
de-seta). Note o espago formado entre os grdos de pdlen da poliade (eg) preenchido por

exudato. Escalas: A =20 um, B =7 pm.
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Figura 8. Fotomicrografias de células-mae de micrésporos em cortes transversais (A) e
longitudinais (B) de anteras de Calliandra brevipes. A. Corte transversal de antera mostrando
apenas uma das duas células-mae de micrésporos nos subléculos. B. Corte longitudinal de
antera mostrando as duas células-mae de micrésporos nos subléculos. Escalas = 50 pm.
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Figura 9. Fotomicrografias de células esporogénicas em cortes longitudinais de anteras de
Inga edulis. A. Célula esporogénica em prdéfase mitdtica. B. Duas células esporogénicas
logo apds a primeira divisdo mitdtica. Deposicdo da parede iniciada (cabeca-de-seta). C.
Duas células esporogénicas com nucléolos conspicuos e cariolinfa clara. A parede estd
indicada pela cabeca-de-seta. D. Célula esporogénica em préfase mitdtica indicando o
inicio da segunda divisdo. A parede formada apds a primeira divisdo mitdtica estd indicada
pela seta. Note que as células do tapete (t) apresentam-se uninucleadas durante toda a fase

representada nestas figuras. Escalas = 20 um.
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Figura 10. Fotomicrografias de células esporogénicas em cortes longitudinais de anteras de
Parkia pendula. A. Duas células esporogénicas em profase mitdtica apds a primeira
divisdo; B. Trés células esporogénicas formadas apos a segunda divisdo mitotica; C. Quatro
células esporogénicas em préofase mitdtica formadas apds a terceira divisdo; D. Quatro
células esporogénicas dispostas em fileira. Note que aparentemente h4 deposi¢ao de calose
em regides especificas das células (cabeca-de-seta); E. Cinco células esporogénicas
formadas apds a quarta divisdo mitdtica; F. Seis células esporogénicas formadas apds a
quinta divisdo mitdtica, duas delas em profase. Note que existe uma fina camada de calose
nas células (cabecas-de-seta); G. Sete células esporogénicas formadas apds a sexta divisao
mitética. Uma delas encontra-se na fase de préfase mitética, indicando inicio da sétima e
ultima divisdo; H. Oito células-mae de micrésporos. Note que a parede entre as células
apresenta-se inconspicua na maioria das imagens, € o tapete (t) permanece uninucleado por

todas as fases representadas nestas figuras. Escalas = 20 pm.
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Figura 11. Fotomicrografias de células esporogé€nicas em cortes longitudinais e
transversais de anteras de Senegalia polyphylla. A. Célula esporogénica inicial; B. Primeira
divisdo mitdtica. C. Duas células esporogénicas (*) provenientes da primeira divisdo
mitdtica em préofase. D. Quatro células esporogénicas (*) que se diferenciardo em células-

mae de micrésporos. Escalas: A,B = 10 um; C,D =20 um.
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Figura 12. Fotomicrografias de poliades de Semnegalia polyphylla. A. Poliade com
micrdsporos em estddio de vacuolagdo avangada. Note a presenca de um grande vactiolo na
célula (v). Nesta fase, o tapete encontra-se no inicio do processo de degeneracdo de suas
células (td), enquanto uma grande quantidade de orbiculos é acumulada no subl6culo
(cabecga-de-seta) e a parede (exina) € depositada. B. Poliade com micrésporos vacuolados e
graos de pélen. Note a presenca da célula generativa (cabeca-de-seta). As células do tapete

apresentam-se em processo de degeneracdo (td). Escalas = 20 pm.
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Tabela 1. Caracteristicas morfoldgicas das poliades de Inga edulis, Calliandra brevipes,
Senegalia polyphylla e Parkia pendula.

Espécies
Caracteristicas Inga Calliandra  Senegalia Parkia
edulis brevipes polyphylla pendula
N° de células
1 1 1 1
esporogénicas
Origem da poliade =~ N° de células-
mae de 8 4 2 8
micrésporos
N° de
subléculos por 2 2 2 10
saco polinico
Nimero e
N° de poliades
morfologia das 8 8 8 40
por antera
poliades
Revestimento Acalimada Calimada  Acalimada Acalimada
N° de graos de
32 8 16 32
pdlen
Mista
Ornamentagdo
) (Fossulada/  Fossulada Psilada Fossulada
da exina
psilada)
Estratificacdo da
Tipo de teto Descontinuo ~ Continuo Continuo  Descontinuo
parede polinica
Tipo de
) Columelar ~ Columelar Granular Granular
infrateto
Camada basal Ausente Ausente Ausente Presente
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Tabela 2. Resultados obtidos para os testes citoquimicos realizados e confirmados por andlise ultraestrutural (MET) em graos de
polen/poliades de Inga edulis, Calliandra brevipes, Senegalia polyphylla e Parkia pendula. Simbolos: - = auséncia; + =

presenca; +* = fracamente positivo ou pouca quantidade.

Espécies estudadas e regiao do polen analisada

L edulis C. brevipes S. polyphylla P. pendula
Substéancias
Citoplasma Citoplasma Citoplasma Citoplasma
dacélula Esporoderme dacélula Esporoderme dacélula Esporoderme  dacélula  Esporoderme

vegetativa vegetativa vegetativa vegetativa
Polissacarideos +* - + - - - - -
Lipideos +* + - + - + + +
Proteinas - - + + + - + -
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Tabela 3. Caracteristicas morfoldgicas das poliades e anteras de espécies de Mimosoideae provenientes do presente estudo e de
dados da literatura. As espécies na tabela estdo organizadas de acordo com a filogenia atual de Mimosoideae (Brown et al.
2008). Informagdes nao disponiveis ou ndo observadas estao representadas por um trago (-).

Estados de carater

N° de
Espécies Tipo de N° de graos subléculos
poliade N° de células-mae de pélen por saco Referéncias
Basal polinico
Parkia pendula Acalimada 8 32 10 Presente estudo
Cerca de 500
Mimosa bimucronata - complexos de 2 8 ausente Seijo & Neffa 2004
células-mae
Senegalia polyphylla ~ Acalimada 4 16 2 Presente estudo
Calliandra brevipes Calimada 2 8 2 Presente estudo
C. angustifolia Calimada 2 8 2 Prennet & Teppner
2005
Inga edulis Acalimada 8 32 2 Presente estudo
Inga feuillei - 8-12 32-48 2-3 Teppner 2007
M Acacia paradoxa Acalimada 2 8 - Fitzgerald ef al. 1993
Derivado A. conferta Acalimada 4 16 2 Kenrick & Knox 1979
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Discussao

A morfologia das poliades na subfamilia Mimosoideae é bastante diversa (exemplos sdo a
poliade elipsoidal de Calliandra, globosa e cavitada em Parkia, circular em Inga e
Senegalia), refletindo as variacdes encontradas em suas etapas de desenvolvimento (ver
Tabelas 1 e 3). No entanto, Inga edulis, Calliandra brevipes e Senegalia polyphylla
compartilham algumas caracteristicas, tais como: dois subloculos por saco polinico, oito
poliades por antera, teto continuo e auséncia de camada basal na parede polinica (foot
layer) (ver Tabela 1). Parkia pendula é a espécie que mais se distingue das demais, e
pertence a tribo Mimoseae, grupo basal que, segundo Lewis et al. (2005) € parafilético. A
origem da poliade, a partir de divisdo mitética de uma tnica célula esporogénica, € comum
a todo o grupo e pode constituir uma sinapomorfia. O nimero de células-mae de
micrésporo (2 a 8) e, consequentemente, o de graos de pdélen produzido (8 a 32) varia até
no mesmo género (ex. Acacia, ver Tabela 3), e deve estar mais relacionado ao tamanho e a
forma da poliade e do estigma, e ao nimero de 6vulos por ovario, do que com a
proximidade filogenética do grupo.

A ornamentagdo da exina em Inga edulis, Calliandra brevipes, Senegalia
polyphylla e Parkia pendula € bastante semelhante, embora P. pendula (quiropteréfila) ndao
compartilhe 0 mesmo polinizador com as outras espécies (melitofilas). Associacdes entre
caracteristicas do pdlen, em especial a ornamentacdo da exina, e o tipo de polinizador sao
comumente encontradas na literatura (ver Howell 1974, Baker & Baker 1979, Ferguson &
Skvarla 1982, Ferguson 1990, Ackerman 2000, Hesse 2000, Roulston & Cane 2000,
Franchi et al. 2002, Edlund et al. 2004, and Pacini & Hesse 2005). No entanto, trabalhos
como os de Stroo (2000) e Basso-Alves e colaboradores (2011) ndo corroboram esta
informacdo. Em especial, em espécies polinizadas por morcegos, como P. pendula
(presente estudo) e outras estudadas por Stroo (2000), a ornamentacdo polinica tem pouca
associacdo com o polinizador. Tais informagdes provocam uma série de questionamentos a
respeito da evolu¢do da parede polinica. A condicdo calimada e a heteromorfia dos graos na
poliade, por exemplo, devem ter surgido de forma independente em Calliandra, sendo as

condig¢des acalimada da poliade e isomorfia dos graos predominantes no grupo.
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O significado biolégico da deposi¢ado total de parede em todos os graos de uma
poliade é de dificil interpretacdo, provavelmente associado ao desprendimento ou nao dos
graos apds a deposicdo e germinacdo no estigma. Os grdos de pdlen das poliades
acalimadas de Inga edulis, por exemplo, desprendem-se ao emitirem tubos polinicos no
estigma, enquanto que em Calliandra brevipes, espécie com poliades calimadas, isso nao
ocorre (observacdo pessoal). Outros estados de cardter da parede polinica como teto
continuo, infrateto columelar e auséncia da camada basal (“footlayer”), observados aqui em
espécies posicionadas em nds mais distantes do ancestral (Inga edulis, Calliandra brevipes
e Senegalia pollyphylla), também sdo considerados apomorficos na literatura (Muller 1979,
Crepet 1984, Hesse et al. 2009). Teto descontinuo, infrateto granular e presenga da camada
basal sao condi¢des observadas em Parkia pendula.

As poliades de Calliandra brevipes (presente estudo) e C. depauperata (Buril et
al. 2010) sdo achatadas e uniplanares, com uma unica camada de grdos de pélen, diferente
das outras espécies aqui estudadas. Este formato sugere que citocinese do tipo sucessivo
ocorre no grupo, segundo conceito de Hesse et al. (2009), embora a alternancia do tipo
simultdneo para o sucessivo também tenha sido relatada em Calliandra (Greissl 2006).
Citocinese sucessiva € raramente encontrada em angiospermas (McCormick 1993),
predominando entre as € monocotiledoneas, o que leva a acreditar que este seja um estado
de cardter apomorfico nas angiospermas (Furness & Rudall 1999, Ressayre 2001, Furness
et al. 2002, Penet et al. 2005, Nadot et al. 20006).

Interessante notar a estrutura peculiar das poliades de Parkia pendula, descrita
anteriormente por Feuer et al. (1985), mas com menor detalhamento, em especial o fato de
apresentarem espago interno amplo e graos de pdlen contendo poros voltados para o
interior da poliade. A mesma estrutura € observada em P. multijuga Benth. e Parkia ulei
(Harms) Kuhlm., porém o espaco interno da poliade nessas espécies € menor, formando
uma estrutura globosa mais compacta (observacio pessoal). E provivel que o espaco
interno central e os poros atuem no fluxo de fluidos importantes para a germinagdo do
polen. Informacdes a este respeito ndo foram encontradas na literatura. Este tipo de poliade
nao foi relatado em outros tdxons e deve ser um estado compartilhado com o ancestral do

grupo. Outras caracteristicas interessantes desta espécie sd@o (1) o menor nimero de poros
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em relacdo aos outros géneros (presente estudo, Hesse et al. 2009, Buril et al. 2010),
provavelmente devido ao formato do grao (piramidal) e sua disposi¢do na poliade; e (2) o
nimero grande de subldéculos das anteras, com uma poliade em cada um, adicionado ao
numero elevado de flores por inflorescéncia (1148 flores férteis — Hopkins 1984),
resultando em nimeros de poliades muito acima dos encontrados para as outras espécies
estudadas (ver Tabela 2). Numero elevado de poliades por antera e assincronia no
desenvolvimento das poliades entre os sacos polinicos sdo compartilhados por P. pendula
(presente estudo) e Mimosa bimucronata (D.C.) Kuntze, também pertencente a tribo
Mimoseae (Seijo & Neffa 2004, ver Tabela 3).

A morfologia da poliade de Senegalia polyphylla, foi comparada a de espécies
de Acacia Mill. (S. polyphylla estava inserida no género Acacia). Embora diferencas
tenham sido encontradas quanto ao ndmero de células-mae de micrdsporos, continuidade da
exina (teto) dos graos de podlen, tipo de ornamentacdo da exina e estrutura da poliade
(ntiimero e posicdo dos graos de poélen) entre S. polyphylla (presente estudo) e Acacia
paradoxa D.C. (Fitzgerald et al. 1993), caracteristicas como presenca de orbiculos nos
16culos, 16 graos de pdlen com oito arranjados em dupla camada no centro da poliade,
ocorréncia de infrateto granular e auséncia da camada basal também sdo compartilhadas por
varias outras espécies de Acacia (ver Kenrick & Knox 1979, Arce & Banks 2001).
Atualmente, o género Senegalia forma um grupo parafilético (Miller & Seigler 2012) e uma
proposta de criar uma nova tribo Acacieae, que inclua a tribo Ingeae e todas as espécies de
Acacia segregadas (exceto Vachellia), compreendendo mais de 2000 das 3200 espécies que
compdem a subfamilia Mimosoideae, tem sido discutida pelos sistematas (Sixth
International Legume Conference 2013).

Esfor¢os tém sido concentrados no desenvolvimento de um novo sistema de
classificacdo para a familia Leguminosae, o que constituiu o tema central do Sixth
International Legume Conference (2013), tendo sido feita uma compilagdo acerca do
assunto e publicada recentemente pelo Grupo de Trabalho em Filogenia de Leguminosae
(ver The Legume Phylogeny Working Group 2013). Em Mimosoideae, enfatizou-se a
filogenia e classificacdo de Acacia, a filogenia da tribo Ingeae, considerada por Brown e

colaboradores (2008) como o grupo das “leguminosas esquecidas”, e na filogenia da
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subfamilia como um todo. Sendo assim, comparacdes acerca da origem, morfologia e
desenvolvimento das poliades, condi¢do restrita a subfamilia Mimosoideae em
Leguminosae (Doyle & Luckow 2003, Harder & Johnson 2008), juntamente com estudos
futuros envolvendo o um maior nimero de espécies da subfamilia, podem prover
informacdes bastante relevantes para o estabelecimento de novas classificagdes no grupo. A
dispersd@o polinica em poliades é considerada uma condicdo especial e ainda pouco
estudada em angiospermas, principalmente no que concerne aos padroes de
desenvolvimento, o que torna este estudo uma importante contribuicdo ao conhecimento

desta estrutura polinica e aos estudos de evolucdo de carateres no grupo.
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CAPITULO 2: Tapetal and parenchymatic anther tissues participate in polyad
adhesive production in Calliandra brevipes (Leguminosae)

Publicado — South African Journal of Botany (2013) 89: 227-233

Abstract

Calliandra brevipes Benth. is an American shrubby species largely used for ornamental
purposes. Like all other Calliandra species it has heteromorphic pollen grains shed in
ellipse-shaped, calymmate polyads and a unique mode of pollen presentation by producing
a sticky substance called “pollen adhesive”. The present study aimed to investigate in detail
the origin of polyad adhesive in C. brevipes. Serial microtome sections of anthers in various
developmental stages were used and histochemical tests applied to detect the adhesive
production sites and investigate the subcellular characteristics of the anther cells under
transmission electron microscopy. The pollen adhesive in C. brevipes is not only produced
by parenchymatic cells of the anther transversal septum, as it is described for Calliandra
angustifolia, but parenchymatic cells and tapetal cells next to the polyad apical pollen grain
also participate in the pollen adhesive production. The cytoplasm of the degenerating
tapetum cells contains oleoplasts and fibrogranularmaterial inside the vacuoles which mixes
with the adhesive produced by adjacent parenchymatic cells and which therefore
contributes to its composition. Vacuoles containing fibrogranular material are very similar
to those found in tryphine producing tapetal cells, and the subcellular structures of
parenchymatic and tapetal cells are similar to each other. The fact that the pollen adhesive
becomes solid in contact with the environment is attributed to dehydration and the presence
of the protein fibrogranular material and lipid substances since resin could not be found in
its composition. It seems that the sites of pollen adhesive production in Calliandra may
vary among its members. Studies of polyad adhesive production in the genus should be

standardized in order to verify the information already available in the literature.

Keywords: anther wall, Fabaceae, heteromorphic pollen grains, sticky substance,

ultrastructure.
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Introduction

Calliandra Benth. (Leguminosae, Mimosoideae, Ingeae) was revised by Barneby (1998),
who excluded the African and Asian members in a way that, in its current circumscription,
the group is exclusively Neotropical with about 130 species of trees and shrubs. Its
representatives have flowers generally organized into paniculate racemes, with 10 to 100
stamens and their filaments are fused at the base, forming a tube at the non-exposed region
(hidden by corolla) and free at the exposed region (Martius and Eichler, 1840-1906;
Macqueen and Hernandez, 1997).

They have a unique mode of pollen presentation and produce a sticky substance
called “pollen adhesive” (Prenner and Teppner, 2005; Teppner and Stabentheiner, 2007;
Santos and Romao, 2008). Inside of each septate locule of the anther are two drop-shaped
polyads which lie longitudinally and parallel to the anther axis (Prenner and Teppner,
2005). Calliandra polyads are calymmate and comprise eight heteromorphic pollen grains:
two central grains surrounded by another six, one being the apical, which is different from
the others in shape and position, forming an acute portion by which the polyad is attached
to the anther by the pollen adhesive (Santos and Romao, 2008).

These peculiar palynological characteristics distinguish Calliandra species
from other genera with polyads in Mimosoideae (Greissl, 2006). Pollen adhesive
production in Calliandra seems to occur before the anther opening and is internal to the
extra-tapetal layer (Prenner and Teppner, 2005; Teppner, 2007b). It has been considered a
lysigenous product of the parenchymatic tissue within the locules (Prenner and Teppner,
2005), and stored in hemispherical cavities (“mucilage chambers”) of the transversal
septum formed by lysis of the anther middle layer cells (Teppner, 2007b). This information
disproved the hypothesis that pollen adhesive could be produced by tapetum cells, such as
the pollenkitt (Pacini and Hesse, 2005). Pollen adhesive is a lipophilic mixture composed of
wax-like free fats and unsaturated fatty acids covered by a thin protein layer (Greissl,

2006). However, tests for resin substances produced by some Leguminosae species and
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used by many groups of bees to build their nests (Armbruster, 1984; Leonhardt and
Bluthgen, 2009) were not performed. The studies by Armbruster (1984),Mariani
andWolters-Arts (2000), Pacini and Hesse (2005), Leonhardt and Bluthgen (2009), and
Hesse (2010) show that these sticky substances originating from plant reproductive
structures, or from other structures associated with them, have many different functions
related to pollination processes such as: enabling secondary pollen presentation; gluing
pollen grains together at dispersion time; protecting pollen grains from excessive loss of
water; increasing the attractiveness of pollen grains to animals or repelling the animals who
eat them; and allowing pollen grain adhesion to the visitor body (pollinator).

The attractive flowers of Calliandra are visited by a wide range of pollinators,
such as moths and butterflies (Haber and Fankie, 1989), hummingbirds (Arroyo, 1981) and
bats (Chamberlain and Hubert, 2001). The structural characteristics of Calliandra polyads
may have evolved in response to this variety of visitors, in particular the size of the polyad
(considered big) and its sophisticated mode of transportation. Hence, studies regarding
anther and polyad development and morphology in Calliandra species are becoming more
frequent.

Current literature provides ontogenetic studies for four species: Calliandra
angustifolia Spruce ex Benth. (Prenner and Teppner, 2005), Calliandra calothyrsus Meisn,
Calliandra haematocephala Hassk. and Calliandra tweedii Benth., and one synonym,
Zapoteca tetragona (Willd.) H.M. Hern. (Zapoteca syn. Calliandra p.p.) (Greissl, 2006);
pollenmorphology studies for 21 species (herbarium samples): Calliandra asplenioides
(Nees) Renvoize, Calliandra bahiana Renvoize, Calliandra bella (Mart. ex Spreng.)
Benth., Calliandra coccinea Renvoize, Calliandra depauperata Benth., Calliandra elegans
Renvoize, Calliandra ganevii Barneby, Calliandra germana Barneby, Calliandra harrisii
(Lindl.) Benth., Calliandra hirsuticaulis Harms, Calliandra hirtiflora Benth., Calliandra
hygrophila Mackinder & G.P. Lewis, Calliandra lanata Benth., Calliandra leptopoda
Benth., Calliandra lintea Barneby, Calliandra macrocalyx Harms, Calliandra semisepulta
Barneby, Calliandra sessilis Benth., Calliandra spinosa Ducke, Calliandra stelligera
Barneby and Calliandra viscidula Benth. (Santos and Romao, 2008); and studies of floral

morphology, anther opening patterns and pollen presentation for four species: C.
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angustifolia, C. haematocephala, Calliandra tergemina (L.) Benth. and C. tweediei
(Teppner, 2007a, b; Teppner and Stabentheiner, 2007).

With the goal of expanding our knowledge of the pollen adhesive origin, we
studied the ontogeny of polyads and anthers in Calliandra brevipes Benth., an ornamental
species, widely distributed in Brazil (Lorenzi and Souza, 1995), emphasizing subcellular

features of the cells adjacent to the anther locule.

Material and Methods

Buds of various sizes and flowers of Calliandra brevipes were collected, fixed in
Karnovsky in phosphate buffer 0.1M (pH 7.3) for 24 hours (Karnovsky, 1965) and in FAA
50 for 24 hours (Johansen, 1940), dehydrated in ethanolic series and stored in 70% alcohol.
Anatomic studies of the developing anther wall and pollen grains were made
with anthers from buds in various development stages, previously fixed in Karnovsky in
phosphate buffer 0.1M (pH 7.3) for 24 hours (Karnovsky, 1965), embedded in historesin
(Gerrits, 1991) and sectioned transversally and longitudinally using a Leica RM?2245
microtome at 3 um. Sections were stained with Toluidine blue 0.01% pH 4.4 (O’Brien et
al., 1964), observed and illustrated under a Leica DM5000B light microscope.
Histochemical tests were performed to locate the production sites of the pollen
adhesive substances in anatomical sections, using PAS reagent to detect carbohydrates
(Feder and O’Brien, 1968), xylidine de Ponceau to detect proteins (O’Brien and McCully,
1981) and Sudan black B for lipids (Pearse, 1980). Presence of resin in pollen adhesive
composition was tested, using fresh samples of anthers gently macerated in Cupric acetate
at 7% (Johansen, 1940) with a glass rod to expose the polyads from the inside of anthers.
The samples were left for 15 to 25 minutes in the solution and observed under light
microscopy. Positive control was made with Pinus sp. leaves containing resin.
Ultrastructural characteristics of the anther wall cells and polyad pollen grains
were verified by means of transmission electron microscopy (TEM). To do so, part of the
Karnovsky fixed material (Karnovsky, 1965) was post-fixed in Osmium tetroxide at 1%

(phosphate buffer 0.1M and pH 7.3) for 2 hours, dehydrated in a graded acetone series and
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embedded in Araldite 502 Polysciences epoxy resin. Semi-thin sections (0.5 um) were
obtained using a Leica ultracut S Reichert ultramicrotome, stained with 0.05% Toluidine
blue (O’Brien et al., 1964) and observed under light microscopy. Ultra-thin sections (60 to
70 nm) were collected on a fine mesh grid, contrasted in 2% uranyl acetate in aqueous
solution for 15 minutes (Watson, 1958) and lead citrate for 15 minutes (Reynolds, 1963).
Analyses and illustrations were made using a Philips EM 208 transmission electron
microscope.

Terminology in this study follows Prenner and Teppner (2005) and Hesse et al.
(2009).

Results

Polyads of Calliandra brevipes originate from two pollen mother cells (Fig. 1A) that give
rise to one tetrad each, resulting in one drop-shaped polyad with eight pollen grains (Fig.
1B). Polyads are calymmate (Fig. 1C) and flattened (Fig. 1D) and one of the peripheral
pollen grains (apical grain) forms an acute apex, where slightly before anthesis and anther
opening a sticky substance is deposited (Fig. 1E).

After complete formation of the androspores, when each one is still surrounded
by callose wall and tapetum cells are still intact although showing vacuoles — the beginning
of the degeneration process (Figs. 2 A-B), transversal septum cells of the anther present
high metabolic activity, showing conspicuous nucleus, or many of them, in addition to
mitotic figures (Fig. 2C).

Then, when the pollen wall deposition is complete and callose walls are
dissolved, parenchymatic cells close to the locule and immediately next to the tapetum cells
also present high metabolic activity, showing conspicuous nucleus and chromatin
densification inside (Fig. 2D). At this stage, both transversal septum cells and cells adjacent
to the locule start the production and accumulation of pollen adhesive (Fig. 2E).

Pollen adhesive-producing cells present conspicuous nuclei with densified
chromatin, a cytoplasm which is rich in rough and smooth endoplasmic reticulum (Fig. 2F)

and which contains mitochondria, lipids and vacuoles with fibrogranular material (Fig. 2G).
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Pollen adhesive accumulation takes place at the intercellular spaces of the
parenchyma (Fig. 3A). As the accumulation increases (Fig. 3B), producing cells initiate
vacuolation process (Fig. 3C) and the vacuole rapidly becomes larger, dislocating the
cytoplasm to the periphery, close to the cell wall (Fig. 3D).

At the end of the vacuolation process, producing cells undergo lysis, forming a
linking-space between adhesive-producing parenchymatic region and the locule, allowing
pollen adhesive to overrun it (Fig. 4A). Thereby, cytoplasmic content of the degenerating
tapetum cells (non-cellularized) (Fig. 4B), containing fibrogranular material inside vacuoles
(Fig. 4C, D - see arrow heads) and droplets of lipid (Fig. 4D - labeled as 1) and, very similar
to those found in parenchymatic producing cells, mixes with the pollen adhesive and
contributes to its composition.

Chemical tests indicated that the pollen adhesive comprises mainly lipids and
small amounts of carbohydrates (Figs. SA-B). Proteins and resin substances were not

detected (Figs. 5C-D).
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Fig. 1. Calliandra brevipes pollen mother cells and polyads under light microscopy (A and
B, Toluidine blue staining; D, fresh and untreated material in immersion oil; and E, Sudan
black B staining) and transmission electron microscopy (TEM, C). A. Pollen mother cells
(*). B. Ellipsoidal, drop-shaped polyad formed by eight pollen grains. C. Contact region
between pollen grains in the inner portion of the polyad, showing the exine (calymmate
polyad). Note presence of endexine (arrow heads), columellae and tectum (*). D. Polyad
lateral view showing its flattened shape, with only one layer of pollen grains. E. Viscous
pollen adhesive (ap) attached to the apical pollen grain of the polyad in pre-anthesis anther.
Scale bars: A, B, D, E=50 ym; C = 10 um.

49



50



Fig. 2. Polyads and anther cells of Calliandra brevipes under light microscopy (A, C and D,
Toluidine blue staining; B, Aniline blue staining — fluorescence; E, Sudan black B staining)
and transmission electron microscopy (TEM, F and G). A. Androspores surrounded by
callose (arrow heads). Tapetum cells (t) are starting to degenerate (presence of vacuoles -
v). B. Fluorescing callose wall. C. Transversal septum region of the anther showing cells
with high metabolic activity, represented by its conspicuous nucleus and manifold mitotic
figures (arrow heads). Note the proximity of these cells in relation to the locule, at the
apical pollen grain region (ga) surrounded by tapetal cells (t) containing vacuoles (v). D.
Cells of the adjacent parenchyma (pa) showing conspicuous nucleus and densified
chromatin (arrow head). Tapetum (t) is still cellularized next to the polyad apical pollen
grain (ga). E. Adjacent parenchyma (pa) immediately next to tapetum (t) and to the apical
pollen grain (ga) of the polyad, presenting initial pollen adhesive accumulation, composed
mainly of lipids (stained in blue). The same phenomenon is observed in anther transversal
septum parenchymatic cells (pr). F. Pollen adhesive-producing cell showing conspicuous
nucleus (n) with densified chromatin (c) and many smooth and rough endoplasmic
reticulum in its cytoplasm (arrow heads). Note the pollen adhesive accumulation (ap). G.
Pollen adhesive-producing cell with large number of mitochondria (m) and droplets of
lipids (1) in its cytoplasm. Note the large vacuole containing fibrogranular material (v).

Scale bars: A, B,C,D,E=20 um; F, G=3 um.

51



Fig. 3. Transversal septum with parenchymatic cells of the anther, and pollen adhesive
producing cells in Calliandra brevipes (TEM). A. Early accumulation of pollen adhesive in
the intercellular spaces (arrow heads). B. Advanced stage of adhesive accumulation. Large
amount of pollen adhesive has accumulated in the intercellular spaces (arrow heads). C.
Begin of the vacuolation process in adhesive producing cells. Note the presence of small
vacuoles (*) in the cytoplasm that later coalesce, forming only one large vacuole (line). D.
Adhesive producing cells in advanced stage of vacuolation (cv). Note the cell nucleus

leaning to the cell wall (n). Scale bars: A, B, C=5 pum; D =10 um.
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Fig. 4. Anther locule region of Calliandra brevipes (TEM). A. Space (e) resulting from
degeneration of the parenchymatic cells adjacent to the locule and transversal septum cells
of the anther, linking the adhesive accumulation region to the apical pollen grain (ga). Note
remnants of the middle layers (td) near to the endothecium (end). B. Cytoplasmic content
(ct) of the degenerating tapetum on the side of the polyad (po). C. Degenerating tapetum
cytoplasmic content (ct) showing vacuoles with fibrogranular material inside (arrow head).
D. Locule region next to the apical pollen grain (ga) filled with cytoplasmic content (ct) of
the tapetum showing droplets of lipid (1) and vacuoles containing fibrogranular material
(arrow heads). Note adhesive-producing cells (cp) in which the degeneration process (lysis)

starts by vacuolation. Scale bars: A, B=20 um; C=5 pm; D = 10 pm.
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Fig. 5. Pollen adhesive in polyads of Calliandra brevipes (A, Sudan black B staining; B,
PAS reaction; C, xylidine de Ponceau staining; D, fresh living material in cupric acetate at
7%). A. Pollen adhesive showing positive reaction for lipids (*). B. Pollen adhesive
showing low positive reaction for carbohydrates (*). C. Pollen adhesive showing no
reaction for proteins (*). D. Pollen adhesive showing no reaction for resin substances (*).

Scale bars: A, B, C =20 um; D =50 pm.
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Discussion

We found that, unlike Calliandra angustifolia (Prenner and Teppner, 2005; Teppner,
2007b), pollen adhesive of C. brevipes is not only produced by parenchymatic cells of the
anther transversal septum but also by parenchymatic cells adjacent to the locule at the
apical pollen grain region. Moreover, the tapetum also contributes to the chemical
composition of the pollen adhesive since its cytoplasm mixes with the adhesive substance
produced by the adjacent parenchymatic cells. Therefore, considering that many similarities
were found, pollen adhesive in C. brevipes can be compared with other two adhesive
substances, the pollenkitt and the tryphine (Dickinson and Lewis, 1973; Pacini and Hesse,
2005), which are the main pollen coat forms known so far (Hesse, 2010).

Pollenkitt and tryphine are similar to each other in many respects because both
substances are formed by fusion of elaiosomes and spherosomes produced in tapetum cells
(Platt et al., 1998). Unlike these substances, no plastids participate in the formation of the
lipid droplets of the elastoviscin, an adhesive substance present in Orchidaceae species also
produced by tapetum cells (Pacini and Hesse, 2005; Hesse, 2010). Regarding the pollen
adhesive in Calliandra, it is more similar to the tryphine than to the pollenkitt because
organelles, cytoplasmic remnants and lipids from degenerated tapetum cells participate in
its composition, while pollenkitt has only the lipidic fraction of the tapetum cell plastids
and endoplasmic reticulum in its composition (Hesse, 2010). Furthermore, the cellular
machinery of the pollen adhesive-producing cells in C. brevipes is quite similar to the
subcellular features of the tryphine-producing tapetum in Raphanus (Brassicaceae)
(Dickinson and Lewis, 1973).

Tryphine is composed of substances released inside the anther locule when
tapetum cells disintegrate. It fills the cavities of the pollen wall between the columellae
(bacula) of the exine (Mariani and Wolters-Arts, 2000), and covers the pollen grains in the
same way as the pollenkitt (Pacini and Hesse, 2005). Its function in relation to the
pollination process and pollen-stigma recognition has been discussed by Dickinson and
Lewis (1973) and Mariani and Wolters-Arts (2000). In Arabidopsis and other Brassicaceae,

a tryphine conversion forms a lipid and protein foot between the pollen grain and the
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papillae of the stigmatic surface and establishes a hydraulic contact that allows pollen
rehydration and germination (Mariani and Wolters, 2000). However, in C. brevipes the
adhesive deposition occurs only on the apical pollen grain, suggesting that its ecological
function is only related to polyad transportation (adherence to the pollinator body) and
secondary pollen presentation. The polyad adherence to the anther during the first polyad
presentation (early anthesis) seems to be the responsibility of the pollenkitt found on the
polyad surface (Teppner, 2007b). The polyad of Calliandra is considered large, which
could impede its transportation success if it were not aerodynamically shaped (flattened)
and if it did not have the pollen adhesive, which guarantees the transfer of the pollen
(usually shed in small amounts in this genus) to the stigmas (Greissl, 2006).

No reports were found in the literature of pollen adhesive which is comprised of
derivatives from tapetum cells mixed with derivatives from extra-tapetal cells.
Nevertheless, a rare type of adhesive substance, different from pollenkitt and tryphine, is
found in some Araceae (monocot) species, originating not only from tapetum cells but also
from locular substances during pollen mother cell stage, forming the so called “pollen
droplets” or “pollen-strands”™ (Hesse et al., 2010).

Although protein was not detected in pollen adhesive of Calliandra brevipes in
histochemical tests, a fibrogranular material very similar to those found in tryphine
composition with proteinaceous nature was revealed by ultrastructural analysis (Dickinson
and Lewis, 1973). Furthermore, ontogenetic studies made by Greissl (2006) demonstrated
that pollen adhesive, wrongly called “viscin body” in his study, contains small amounts of
protein forming a thin layer covering the wax-like mixture (Greissl, 2006). The presence of
this substance seems to maintain adhesive structure after its dehydration and stiffening
provided by its contact with the air during anthesis, when C. brevipes polyads are exposed,
such as in tryphine (Dickinson and Lewis, 1973), since resin substances could not be
detected in the performed tests.

Our data show that the sites of pollen adhesive production in Calliandra may
vary among species, perhaps depending on the pollinator behavior and the way the flower

is exposed in the plant. However, we believe that studies of polyad adhesive production in
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the genus should be standardized in order to verify the information already available in

literature.
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CAPITULO 3: Desenvolvimento e fertilidade do pélen na poliade de duas espécies de

Inga Mill. com sementes poliembrionicas (Leguminosae, Mimosoideae)

Resumo

Inga se destaca entre as leguminosas por incluir alguns representantes poliembriOnicos e
dispersar o pélen em poliades, duas condi¢cdes pouco usuais na familia. A coocorréncia de
poliembrionia (presenga de dois ou mais embrides na mesma semente) e poliade (agregado
de graos de pdlen) em um tdxon surpreende e levanta questdes acerca do funcionamento
destes mecanismos. Assim, o desenvolvimento e a fertilidade dos grdos de pdlen nas
poliades foram estudados em duas espécies de Inga relatadas como poliembridnicas, 1.
laurina e I. vera, a fim de verificar a funcionalidade do pélen neste grupo. Para isso, anteras
em véarios estidios de desenvolvimento foram coletadas e processadas para andlises
histolégicas, e poliades retiradas de material fresco foram submetidas a testes de
germinagdo in vitro. As poliades de I. laurina e I. vera apresentam desenvolvimento
semelhante ao de outras espécies de Mimosoideae. Porém, hd permanéncia prolongada das
células do tapete, o que geralmente causa aborto polinico, e é provavel que as espécies
sejam poliploides, o que pode resultar nas baixas taxas de germinacao polinica encontradas.
Anormalidades morfoldgicas no decorrer do desenvolvimento da poliade foram observadas
apenas em I. vera. A ocorréncia da poliembrionia somada a formag¢do de megagametéfitos
sexuados e a germinabilidade dos graos de pdlen indica provével ocorréncia de apomixia

facultativa nestas espécies.
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Introducao

Poliades sdo unidades de dispersdo polinica formadas por duas ou mais tétrades unidas
estruturalmente entre si. Assim como outras formas de agrupamento polinico, sdo resultado
da forte selecdo sexual e de fecundidade (Harder & Johnson 2008) que promovem grande
eficiéncia na fertilizacdo de 6évulos (Koptur 1984, Pennington 1997), com selecdo de menor
razdo poélen:6vulo (Cruden 1977, Cruden & Jensen 1979, Cruden 2000, Harder & Johnson
2008).

A dispersdao dos grdaos de pdlen em forma de poliades evoluiu de forma
independente nas angiospermas e sua ocorréncia € registrada para apenas quatro familias
deste grupo: Annonaceae (Magnolidea), Celastraceae e Leguminosae (Eudicotiledonea), e
Hydrocharitaceae (Monocotiledonea) (Harder & Johnson 2008). Leguminosae apresenta
727 géneros e cerca de 19.325 espécies que compdem majoritariamente a maioria dos tipos
de vegetacdo que ocorrem no mundo (Lewis et al. 2005), destacando-se, portanto, entre as
quatro familias, por ser a maior em numero de espécies e a mais amplamente distribuida.

A ocorréncia de poliades em Leguminosae é muito frequente na subfamilia
Mimosoideae, que apresenta quatro tribos, e cerca de 3.270 espécies (Lewis et al. 2005).
Trabalhos de caracterizacdo polinica na subfamilia sdo encontrados para os géneros
Calliandra (Prenner & Teppner 2005, Santos & Romao 2008, Capucho & Teixeira 2013),
Piptadenia (Caccavari 2002), Parkia (Feuer et al. 1985) e Acacia (Arce & Banks 2001).
Além destes, uma avaliacdo mais detalhada da parede do pdlen foi realizada na tribo Ingeae
(Niezgoda et al. 1983), considerada de dificil delimitacdo taxonOmica (Guinet 1989),
resultando na definicdo de dois tipos de poliades na tribo: (1) poliades de Calliandra com
oito graos de pdlen e calimadas; e (2) poliades do restante dos géneros da tribo, incluindo
algumas espécies de Calliandra, com 16 graos de pdélen, predominantemente acalimadas
(Niezgoda et al. 1983).

O género Inga Mill. (tribo Ingeae) exibe espécies que apresentam e liberam
poliades contendo 16 a 32 graos de pdlen, e a variagdo interespecifica na quantidade de
graos de pdlen por poliade é similar a de nimero de 6vulos por ovério (Pennington 1997).

Inga compreende cerca de 300 espécies de arvores ou arbustos com ocorréncia restrita a
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América tropical e a estrutura seminal de seus representantes, com embrido envolto por
uma sarcotesta, branca e acucarada, atrativa aos dispersores, distingue este género de todos
os outros de Mimosoideae (Pennington 1997).

Outro fendmeno interessante encontrado em Inga é a poliembrionia, que
consiste na producdo de um ou mais embrides em uma mesma semente (Lersten 2004,
Batygina & Vinogradova 2006). A origem dos embrides supranumerdrios ainda ndo é
conhecida neste grupo; sabe-se que eles podem surgir espontaneamente a partir de células
do saco embriondrio (origem gametofitica, heranga biparental), ou de tecidos do 6vulo e do
embrido (origem esporofitica, heranca uniparental) (Batygina & Vinogradova 2006), e que
podem tanto se desenvolver junto ao embrido sexuado como substitui-lo completamente
(Lersten 2004).

Em Leguminosae, casos de poliembrionia t€ém sido relatados em poucas
espécies, incluidas nas trés subfamilias: Mimosoideae - Inga laurina (Mendes-Rodrigues et
al. 2007, Mendes-Rodrigues 2010), I. vera (Mendes-Rodrigues et al. 2007), 1. feuillei
(Boelcke 1946) e Acacia polyphylla (Salomao & Allem 2001, Mendes-Rodrigues 2010);
Caesalpinioideae - Copaifera langsdorffi (Salomao & Allem 2001, Mendes-Rodrigues
2010), Hymenaea courbaril, Senna macranthera e Senna sylvestris (Mendes-Rodrigues
2010); Papilionoideae - Tipuana tipu (Villari 1990-1991), Dalbergia sp. (Moreira &
Moreira 1996), Machaerium acutifolium e Ormosia arborea (Mendes-Rodrigues 2010).
Porém, a ocorréncia de poliembrionia em Acacia polyphylla, Copaifera langsdorffi (V. G.
Leite, comunicacao pessoal) e Tipuana tipu (Martins e Oliveira 2001) ndo foi confirmada,
mostrando que este fendmeno tem sido pouco estudado e provavelmente subestimado entre
as leguminosas.

Nao foram encontrados trabalhos na literatura que relacionem a ocorréncia de
poliembrionia ao desenvolvimento do pdlen em espécies com poliades. Esta relacdo €
considerada de grande interesse, pois a ocorréncia de poliades, estruturas consideradas
capazes de fertilizar todos os 6vulos de uma flor compativel aos seus graos de pdlen vidveis
(Koptur 1984, Pennington 1997), € concomitante a de um fendmeno que pode depender ou
ndo da fertilizacdo para producdo dos embrides supranumerdrios. Sabendo-se que a

esterilidade masculina esta frequentemente relacionada a producdo de embrides assexuados
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(Richards 1997), o estudo do desenvolvimento e da fertilidade dos grdos de pdlen em
espécies com sementes poliembridnicas pode prover informacdes importantes para a
compreensdo da coocorréncia desses fendmenos em uma espécie.

Neste contexto, o presente trabalho teve por objetivo verificar a
viabilidade/funcionalidade das poliades nas espécies poliembridnicas Inga laurina (Sw.)
Willd. e 1. vera Willd., por meio do estudo de seu desenvolvimento e sua fertilidade. A
ocorréncia de anormalidades morfolégicas no decorrer do desenvolvimento das poliades é
enfatizada. Os dados de desenvolvimento obtidos serdo discutidos também com vistas a

subsidiar a sistemédtica do grupo.

Material e Métodos

Espécies estudadas

Foram selecionadas duas espécies poliembrionicas de Inga, pertencentes a secoes
diferentes, de acordo com Pennington (1997): Inga laurina (Sw.) Willd., pertencente a
secdo Bourgonia; e I. vera Willd., pertencente a secao Inga.

O material foi coletado de cinco individuos de cada espécie, localizados no
campus da USP de Ribeirdo Preto, SP, e no Parque Municipal Maurilio Biagi, também em
Ribeirdo Preto, SP. A ocorréncia de poliembrionia nestes mesmos individuos foi
comprovada por Raquel Silva Costa por meio de testes de germinacio e cortes anatdomicos
das sementes (comunicacao pessoal).

Material testemunha foi depositado no Herbario SPFR, da Faculdade de

Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto/USP, sob os nimeros S. P. Teixeira 74 (/.

laurina), e S. P. Teixeira 75 (1. vera).

Desenvolvimento dos graos de pdlen/poliades

A ocorréncia de anormalidades morfologias no decorrer do desenvolvimento das poliades

foi examinada em estudos anatdomicos. Anteras foram removidas de botdes florais de varios
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tamanhos e de flores e fixadas em solu¢do de Karnovsky (Karnovsky 1965) por 24 horas,
lavadas em tampao fosfato 0,1M (pH 7,3), ou em FAA 50 também por 24 horas (Johansen
1940). O material foi, entdo, desidratado em série etandlica, estocado em dalcool 70%, e
incluido em historresina (Gerrits 1991). Seccdes transversais e longitudinais, com 2 a 3 pum,
foram obtidas em micrétomo rotativo Leica RM 2245 e coradas com azul de toluidina
0,05% pH 4,4 (O’Brien et al.1964).

Secoes semifinas (0,5 pm) também foram obtidas a partir de material fixado em
Karnovsky (Karnovsky 1965), pés-fixado em tetroxido de 6smio a 1% (tampao fosfato
0,IM e pH 7,3) por 2 horas, desidratado gradualmente em série acetonica, incluido em
resina epoxi Araldite 502 Polysciences, seccionado com auxilio de um ultramicrétomo
Leica ultracut S Reichert. As se¢des foram coradas com azul de Toluidina 0,05% (O’Brien
et al.1964) e observadas em microscopia de luz.

Fotomicrografias foram obtidas em um fotomicroscépio Leica DM 4500 B
acoplado a uma camera digital Leica DFC 320, sendo as escalas obtidas nas mesmas
condig¢des Opticas.

A terminologia utilizada na descricio dos resultados segue Hesse e

colaboradores (2009), Evert (2006) e Lersten (2004).

Fertilidade polinica

Testes de germinacdo in vitro foram realizados em poliades removidas de anteras de 10
flores, provenientes de 10 inflorescéncias diferentes, coletadas em cinco individuos de cada
espécie. Dez poliades por flor, 100 por individuo, foram analisadas para a contagem dos
tubos polinicos, um total de 8000 graos de pdlen analisados para Inga laurina, e 12000 para
I. vera (Tabela 1).

A composi¢do do meio de germinagdo utilizado foi de 2% de gelatina incolor,
20% de sacarose, 0,01% de acido boérico e 0,05% de nitrato de célcio. Os grdos de
polen/poliades colocados no meio de germinacdo foram incubados no escuro e em
temperatura ambiente por até 24 horas (metodologia modificada de Santos & Mariath

1997). Posteriormente, o material foi analisado em microscépio de luz para a contagem de
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tubos polinicos emitidos. Foram considerados férteis os graos de pdlen apresentando tubo
polinico com comprimento minimo equivalente ao dobro do didmetro do grido de pdlen ao
qual pertence, como padronizado por Stiehl-Alves & Martins-Corder (2007) para
germinacgdo de poliades em Acacia mearnsii De Wild.

Resultados de fertilidade polinica obtidos para cinco individuos de Inga edulis

Mart., espécie monoembrionica, foram utilizados para fins de comparag¢ao do método.

Resultados

Desenvolvimento dos eraos de pdlen/poliades

Inga laurina - cada subldculo contém uma tnica célula esporogénica inicial que passa por
divisdes mitdticas que originam quatro células-mae de micrésporos (Figura 1 A). Cada
célula-mae de micrésporo passa por divisdes meidticas simultaneas originando uma tétrade
tetraédrica, cujos microsporos se mantém unidos e envoltos por uma parede de calose que
os isolam uns dos outros e das células do tapete (Figura 1 B). Durante a deposi¢do da
primexina, os micrésporos ainda estdo envolvidos por calose (Figura 1 C). Com a
deposicdo da exina, as paredes de calose sdo dissolvidas, mas os micrésporos se mantém
unidos. As células do tapete permanecem, tomando forma periplasmodial (Figura 1 D),
degenerando-se pouco antes da antese, quando € possivel observar orbiculos formando a
membrana tapetal (Figura 1 E). As poliades sao compostas por 16 grdaos de pdlen, sdo
acalimadas, com as paredes entre os graos contendo apenas endexina (Figura 1 E). Nota-se
que os graos de pdlen sdo facilmente destacaveis uns dos outros (Figura 1 F), em especial
no momento da deposicao da poliade no estigma.

Inga vera — cada subloculo contém uma unica célula esporogénica inicial, que
passa por subsequentes divisdes mitdticas (Figura 2 A), que ddo origem a seis células-mae
de microsporos (Figura 2 B). Cada célula-mae passa por divisdes meidticas simultaneas
originando uma tétrade tetraédrica, cujos micrésporos se mantém unidos e envolvidos por
uma espessa parede de calose (Figura 2 C). Cada um dos micrésporos também se apresenta

envolvido por uma segunda parede de calose (Figura 2 C). Apés a deposi¢do da primexina,
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as paredes de calose sdo degradadas e os microsporos se mantém unidos (Figura 2 D).
Nesta fase é possivel observar a formagdo de pequenos vacuolos nas células do tapete
(Figura 2 D), as quais, no entanto, permanecem até o final da deposicdo da exina, tomando
forma periplasmodial (Figura 2 E). A degeneracdo do tapete s6 ocorre ao final do
desenvolvimento das anteras, proximo ao processo de deiscéncia. Orbiculos nao foram
observados nesta espécie. As poliades de I. vera s@o acalimadas e apresentam 24 graos de
polen fracamente coesos (Figura 2 F).

Algumas anormalidades foram observadas na morfologia de células-mae de
micrésporos e graos de pdlen/poliades de Inga vera, tanto na esporogénese quanto na
gametogénese (Figura 3): células-mae de micrésporos com nicleos contendo regides nao
ocupadas pela cariolinfa (aspecto vazio) durante a profase mitética, enquanto as células da
camada média apresentam-se vacuoladas, porém com paredes celulares integras (Figura 3
A); poliades apresentando deformacdes nas paredes dos grdos de pdlen em anteras
contendo células do tapete persistentes, cujas paredes se desprendem, adotando aspecto
periplasmodial (Figura 3 B); poliades com graos de pdlen apresentando parede
completamente formada e citoplasma em processo de degeneracdo, em anteras com células
da camada média completamente degeneradas, como esperado para este estadio (Figura 3
C) e/ou poliades apresentando graos de pdlen com citoplasma completamente degenerado
(Figura 3 D).

Em Inga laurina nao foram observadas anormalidades morfolégicas no
decorrer no desenvolvimento das poliades.

Os dados de desenvolvimento e morfologia dos graos de pdlen/poliades obtidos
para as duas espécies estdo resumidos e comparados entre si e aos dados encontrados na
literatura para Inga feuillei DC., outra espécie do género com semente poliembridnica, na

Tabela 2.

Fertilidade polinica

As taxas de germinacdo polinica foram menores que 52% nas trés espécies de Inga,

chegando a 0,2% em um dos individuos. As taxas médias foram mais baixas para /. laurina
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(13,1+8,7) e I. vera (4,9£7.9), espécies com sementes poliembridnicas, comparadas a de 1.

edulis (30,2+17,2), espécie com semente monoembridnica (Tabela 3).
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Tabela 1. Nimero amostral utilizado nos testes de germinacgao in vitro do tubo polinico em

graos de pdlen/poliades de Inga laurina e I. vera.

Espécies estudadas
Material analisado

I laurina 1. vera

N° de individuos 5 5

N° de flores por individuo 10 10
Total de flores por espécie 50 50
N° de poliades analisadas por flor 10 10
N° de graos de podlen por poliade 16 24
Total de graos de polen analisados por flor 160 240

Total de graos de pélen analisados por individuo 1600 2400

Total de graos de polen analisados por espécie 8000 12000
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Figura 1. Fotomicrografias de poliades em cortes transversais de anteras de Inga laurina
(coloracdo: azul de Toluidina). A. Células-mde de micrésporos. B. Trés tétrades
tetraédricas evidentes (t) com paredes de calose isolando-as umas das outras (*). C.
Micrésporos ainda envolvidos pelas paredes de calose (*), com deposi¢do da primexina
iniciada e tapete celularizado (t); note a presenca de numerosos graos de amido no
citoplasma da célula vegetativa e que o processo de formacdo das aberturas polinicas €
iniciado (cabecas-de-seta). D. Poliade com deposicdo da exina completa (e); note que o
tapete permanece, porém toma forma periplasmodial neste estddio (t). E. Poliade acalimada
na fase de antese, apresentando ectexina apenas na regido externa (et); note a presenca de
orbiculos formando a membrana tapetal (cabegas-de-seta). F. Poliade em antera deiscente;
note que apenas endexina estd presente na regido de contato entre os graos (seta), € os
espacos entre eles (*) sugere que se desprendem facilmente uns dos outros. Escalas = 20

pum.
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Figura 2. Fotomicrografias de poliades em cortes longitudinais de anteras de Inga vera
(coloracdo: azul de Toluidina). A. Duas células-mae (c) originadas da primeira divisdo
mitética da célula esporogénica. B. Cinco células-mde de micrésporos discerniveis (c),
envoltos pela camada unica de células do tapete (t), adjacente as células da camada média
(cm); note também as células vacuoladas do endotécio (end) e algumas células da epiderme
(ep) da antera. C. Seis tétrades tetraédricas (t) com paredes de calose isolando-as umas das
outras e uma segunda parede de calose isolando cada grao de pdlen na tétrade (*); note o
inicio da formacdo das aberturas polinicas nesta fase (setas). D. Micrésporos ainda
envolvidos por calose com deposicao de primexina iniciada; note que a segunda parede de
calose, que envolvia cada grio, foi degradada (*) e a formacao de pequenos vacuolos nas
células do tapete (setas). E. Poliade acalimada com deposi¢ao total da parede polinica; note
a deposicao de ectexina apenas na regido externa da poliade (et) e a permanéncia do tapete,
que toma forma periplasmodial nesta fase (t). F. Poliade em antera deiscente; note o ntcleo
da célula vegetativa em um dos graos (cv) e que apenas a endexina estd presente na regiao
de contato entre os graos (setas); o espago entre os graos (*) sugere o facil desprendimento

dos mesmos. Escalas = 20 um.
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Figura 3. Fotomicrografias de células-mde e poliades de Inga vera apresentando
anormalidades morfolégicas (coloracdo: azul de Toluidina). A. Duas células-mae
apresentando nucleos contendo regides ndo ocupadas pela cariolinfa durante a préfase
mitética, dando aspecto vazio (v); note que as células da camada média apresentam-se
vacuoladas e com paredes celulares integras (cm). B. Poliade apresentando deformacgdes
nas paredes dos graos de pdlen (cabecga-de-seta); note que as paredes das células do tapete
voltadas para o 16culo se desprendem (*), e as células adotam aspecto periplasmodial (t). C.
Poliade madura apresentando graos de pélen com parede completamente formada (cabeca-
de-seta) e citoplasma em degeneracdo; note a intina (i) e o restante do citoplasma (ct) em
processo de degeneracdo; as células da camada média apresentam-se completamente
degeneradas (cm) como esperado para este estddio. D. Poliade apresentando graos de pélen
com citoplasma completamente degenerado (cd); note que a intina encontra-se estruturada

na regido dos poros (i). Escalas = 20 um.
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Tabela 2. Resumo comparado das caracteristicas do desenvolvimento de graos de

p6len/poliades de espécies poliembrionicas de Inga. Célula vazia indica auséncia de

informacao.

Caracteristicas do

1. laurina

1. vera

desenvolvimento L feuillei
Numero de células-
mae de micrésporos ! 0 s12
Numero de paredes
de calose na fase de 1 2 1
tétrade

Inicio da Inicio da
Tempo de deposi¢do da deposicao da

permanéncia das

paredes de calose

parede polinica e

formacao dos

poros

parede polinica e
formacdo dos

poros

Deposi¢do completa da

parede polinica

Tempo de
permanéncia das

células do tapete

Deposi¢ao
completa da

parede polinica

Deposi¢ao
completa da

parede polinica

Deposi¢do completa da
parede polinica e

formacdo dos poros

Tipo de poliade
Acalimada Acalimada
formada
Numero de graos de
16 24 32-48
pdlen por poliade
Ocorréncia de
Presente Ausente Presente
membrana tapetal
Referéncia Presente estudo Presente estudo Teppner (2007)
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Tabela 3. Taxas de fertilidade (%) dos graos de pélen/ poliades de Inga laurina, I. vera
(poliembridnicas) e I. edulis (monoembridnica).

% de germinacio de graos de polen

Espécies

Variacdo entre individuos Média
Min. Max.
I laurina 2.5 22.8 13,1+8,7
1. vera 0,2 17 4,9+7.9
L. edulis 7.8 52,4 30,2+17,2
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Discussao

Os graos de pdlen das poliades de Inga laurina e I. vera sdo capazes de emitir tubos
polinicos e potencialmente fertilizar as células do saco embriondrio, o que demonstra
auséncia de esterilidade masculina total nestas espécies. Além disso, a ocorréncia da
poliembrionia somada a formacdo de megagametéfitos sexuados (R. S. Costa-Gerolineto,
dados ndo publicados) e a germinabilidade dos graos de polen (presente estudo) sugerem a
utilizacdo do aparato sexual nestas espécies, indicando a ocorréncia de apomixia facultativa
(Nogler 1984).

A apomixia € uma forma de reproducdo assexuada que utiliza alguns ou todos
os aparatos sexuais, exceto a dupla fertilizacdo e meiose completa, para produzir sementes
viaveis (Koltunow & Grossniklaus 2003, Bicknell & Koltunow 2004, Lersten 2004, Bhat et
al. 2005). Existem dois tipos de apomixia: gametofitica — surgimento de embrides
supranumerdarios a partir de células do saco embrionédrio (heranga biparental); e esporofitica
— surgimento de embrides supranumerdrios a partir de tecidos do 6vulo e do embrido
(herancga uniparental) (Batygina & Vinogradova 2006). Ambos os tipos podem ocorrer de
forma obrigatéria ou facultativa, em que apenas as etapas reprodutivas que envolvem o
saco embriondrio sdo afetadas, sendo os gametas masculinos produzidos normalmente
(Bhat er al. 2005). A funcionalidade das sementes produzidas geralmente depende do
desenvolvimento de um endosperma funcional (Nogler 1984) que, em espécies apomiticas,
pode ser autdbnomo ou dependente da fecundacdo, fendmeno conhecido como pseudogamia
(Asker & Jerling 1992, Koltunow 1993). Em espécies apomiticas (agamospérmicas)
facultativas, o desenvolvimento do endosperma geralmente sé ocorre apds a fusdo do
nicleo da célula espermdtica aos nucleos haploides da célula média (Nogler 1984,
Naumova 1993, Koltunow et al. 1995, Bhat ef al. 2005).

As taxas de fertilidade polinica encontradas para todas as espécies estudadas de
Inga sdao mais baixas que o encontrado para outras leguminosas com poliades, como
Calliandra portoricensis, que apresentou 98,2% de grios de pdlen vidveis (Gill & Husaini
1982). Além disso, as médias encontradas para I. laurina e I. vera, espécies com sementes

poliembridnicas, ndo chegam a metade do valor encontrado para I. edulis, espécie com
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semente monoembridnica (ver Tabela 3). As espécies apomiticas geralmente apresentam
poliploidia (Carman 1997, Savidan 2007), e as espécies poliploides de origem hibrida,
especialmente, podem apresentar baixas taxas de fertilidade polinica. A combinagao de dois
genomas em um hibrido interespecifico pode resultar em anormalidades na meiose (Nijs &
Menken 1996, Risso-Paschotto et al. 2006), o que poderia explicar as anormalidades
morfoldgicas encontradas em alguns estddios de desenvolvimento das poliades de I. vera.

Apesar das baixas taxas de germinacao do pdlen, I. laurina ndo apresentou tais
anormalidades (presente estudo), assim como [I. feuillei (Teppner 2007), outra espécie
poliembrionica. Teppner (2007) constatou também que 1. feuillei nao apresenta poliploidia,
o que indica que a espécie se reproduza também sexualmente. A maioria das espécies com
esterilidade masculina citoplasmdtica ndo apresenta anormalidades anatomicas durante o
desenvolvimento do micrésporo até o momento do aborto (Laser & Lersten 1972), que
pode ocorrer em quase todos os estddios de desenvolvimento do pdlen (Laser & Lersten
1972). Além disso, diversos outros fatores podem influenciar a viabilidade dos graos de
polen, podendo ser, inclusive, ambientais: niveis de nitrogénio disponivel, umidade,
temperatura, entre outros (Dafni & Firmage 2000), o que poderia explicar as baixas taxas
de germinac¢do encontradas para I. edulis (30,2+17,2) que, apesar de mais altas em relacdo
as duas espécies poliembriodnicas, ndo sdo condizentes ao esperado para uma planta
xenogamica. Estudos de sistema reprodutivo devem ser conduzidos a fim de se concluir se
L. edulis trata-se de uma espécie sexual ou apomitica monoembridnica.

Outros fatores podem explicar as baixas taxas de fertilidade polinica
encontradas neste estudo, como a permanéncia prolongada das células do tapete observada
tanto em /. laurina quanto em I. vera, caracteristica ndo observada em /. edulis (observacao
pessoal). Embora o aborto polinico seja frequentemente relacionado a irregularidades na
meiose em células-mae de micrésporos (e.g. Dujardin & Hanna 1984, Grigg et al. 1988,
Boff & Schifino-Wittman 2002) associadas a degeneracdo precoce das células do tapete
(Warmke & Lee 1977, Shnable & Wise 1998, Wu & Cheung 2000), a permanéncia
prolongada das células do tapete também é comum em plantas estéreis (Laser & Lersten
1972). O tempo de atividade das células do tapete € regulado pela morte celular

programada e sua persisténcia nas duas espécies estd provavelmente relacionada a um
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atraso da entrada adequada deste programa. Este atraso geralmente compromete a
contribuicdo de seu conteddo citoplasmatico com a finalizacdo da escultura da parede
polinica e com moléculas adesivas de naturezas lipidica e proteica e de sinalizagao,
essenciais ao sucesso da interacdo poélen-pistilo durante a polinizagdio (Wu & Cheung
2000). Além disso, a ocorréncia de espagos ndao ocupados pela cariolinfa (aspecto vazio)
nos nicleos das células esporogénicas em I. vera também pode estar associada a morte
celular programada, em que o nucleo é o principal alvo da maquinaria de degradacdo
celular (Bozhkov et al. 2005), causando condensacdo da cromatina, fragmentacdo do DNA,
e desarranjo da estrutura involucral (Earnshaw 1995, Bozhkov et al. 2005).

A ocorréncia exclusiva de reproducdo vegetativa por longos periodos de tempo
pode resultar na perda da capacidade de reproduzir-se sexualmente, por consequéncia do
acimulo de mutagdes que afetam a fertilidade de 6vulos e graos de pdélen (Barrett 1980).
Em Pennisetum macrostachyum (Poaceae), por exemplo, a esterilidade masculina esta
relacionada ao desenvolvimento predominante de sacos embriondrios assexuados (Dujardin
& Hanna 1984), e em Oxalis pes-caprae (Oxalidaceae), espécie que se reproduz apenas
vegetativamente, as taxas de germinacdo polinica s@o muito baixas, apresentando altas
taxas de aborto (Rodriguez-Riano & Dafni 2000). Sendo assim, estudos concernentes a
progénie de I. laurina e I. vera sdo necessarios para determinar o grau de investimento
destas espécies em um ou outro mecanismo de reproducdo, por meio da obtencdo de
porcentagem de plantulas originadas sexuada ou assexuadamente nas sementes, sendo
possivel assim, inferir sobre as implicagdes ecoldgicas dos diferentes processos para o
sucesso reprodutivo nestas espécies.

O fendmeno da poliembrionia tem sido pouco estudado e provavelmente
subestimado entre as leguminosas, sendo raros os relatos de sua ocorréncia nesta familia.
Assim, o presente estudo torna-se uma importante contribuicdo para o conhecimento e
entendimento deste fendmeno e suas possiveis consequéncias para o desenvolvimento do

gametofito masculino.
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CAPITULO 4: Morfologia da poliade cavitada de espécies Neotropicais de Parkia R.

Br. (Leguminosae-Mimosoideae)

Resumo

Parkia apresenta grande diversidade morfoldgica em suas poliades, inflorescéncias e flores,
além de diferentes agentes polinizadores. Essa diversidade de agentes polinizadores deve se
refletir na grande diversidade estrutural das poliades, que sdo submetidas a pressdes
seletivas, em especial no tamanho, na forma e no tipo de substincias de reserva polinicas.
Sendo assim, este trabalho visou a detalhar a morfologia cavitada das poliades de trés
espécies de Parkia (P. multijuga Benth., P. ulei (Harms) Kuhlm. e P. pendula (Willd.)
Benth. ex Walp.), e sugerir funcdes as adaptacOes dessas estruturas para O Sucesso
reprodutivo das espécies. Detalhes da ultra-estrutura e do desenvolvimento da poliade sdao
fornecidos para P. pendula, escolhida como modelo por apresentar espaco interno da
poliade muito evidente. As poliades das espécies de Parkia sdo globosas e exibem um
espaco interno que varia em tamanho, sendo conspicuo em P. pendula. Outras diferencas
exibidas pelas espécies estdo relacionadas ao tamanho da poliade a ornamenta¢do da exina
dos graos de pdlen e ao tipo de substincias de reserva polinica. P. pendula apresenta
exudato no interior do espago interno da poliade que pode estar relacionado a germinacao
dos graos de polen através dos poros internos e/ou translocagdo de substancias do meio
externo para o interno ou vice-versa. Tal inferéncia apoia-se no fato que existe espaco entre
os graos de pdlen preenchido também por exudato, o que ndo corrobora as informacdes
encontradas na literatura com relacdo a maneira como os graos de pdlen estdo unidos uns
aos outros. A morfologia e as substincias de reserva dos grdaos de pdélen das poliades de
Parkia parecem estar mais relacionadas a sua funcionalidade e aos processos fisioldgicos

do que com o tipo de polinizador que atua em cada espécie.
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Introducao

Embora a maioria das angiospermas libere seus grdos de pdlen em modnades
(individualmente), 42 familias apresentam alguma forma de agrupamento dos grios para
dispersdo. Tais agrupamentos sdo encontrados principalmente em espécies zodfilas,
podendo ser estruturais, quando ndo hd separagdo dos graos de pélen durante sua producio
- 0 caso das diades, tétrades e das poliades; e ndo-estruturais, quando os graos (ménades)
sdo unidos por algum tipo de substincia (geralmente pollenkitt) apds seu desenvolvimento,
como € o caso dos filamentos viscinais ou filamentos do pdlen e das polinias (Harder &
Johnson 2008).

A dispersdo dos graos de pélen em forma de poliades € registrada para apenas
quatro familias de angiospermas, e evoluiu de forma independente pelo menos quatro vezes
neste grupo. As familias com ocorréncia de poliades registrada sdo Annonaceae
(Magnolidea), Celastraceae e Leguminosae (Eudicotiledonea), e Hydrocharitaceae
(Monocotiledonea) (Harder & Johnson 2008). Leguminosae contém 727 géneros e 19.325
espécies que compdem majoritariamente a maioria dos tipos de vegetacdo que ocorrem no
mundo (Lewis et al. 2005), destacando-se portanto, dentre as quatro familias por ser a
maior em numero de espécies e a mais amplamente distribuida. Em seguida, esta
Annonaceae, com 128 géneros e cerca de 2300 espécies, sendo 33 géneros e cerca de 250
espécies ocorrentes no Brasil; depois Celastraceae, com 55 géneros e 855 espécies, dos
quais 17 géneros e cerca de 100 espécies ocorrem no Brasil; e por ultimo Hydrocharitaceae,
com 17 géneros e cerca de 100 espécies, todas aquaticas, das quais cerca de 10,
pertencentes a sete géneros, sdo registradas para o Brasil (Judd et al. 2007; Souza &
Lorenzi 2005).

Sabe-se, até o momento, que a ocorréncia de poliades em Leguminosae é
restrita a subfamilia Mimosoideae, que apresenta quatro tribos, e cerca de 3.270 espécies
(Lewis et al. 2005). Neste grupo, informacdes mostram que as poliades sdo constituidas de
multiplas tétrades que se formam, em geral, por duas divisdes mitéticas da célula
esporogénica, dando origem a quatro células-mae do grdo de pdlen que, por sua vez,

dividem-se meioticamente (Kenrick & Knox 1979; Seijo & Neffa 2004). Porém, sabe-se
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que variagdes no desenvolvimento resultam em variacdes na morfologia e quantidade de
poliades por 16culo da antera, e quantidade de grdos por poliade (Kenrick & Knox 1979;
Seijo & Neffa 2004).

Dentre os grupos de Mimosoideae nos quais constam relatos morfolégicos de
poliades, € de particular interesse o género pantropical Parkia R. Br., tanto pela diversidade
morfoldgica de suas poliades, inflorescéncias e flores (Hopkins 1984; Hopkins 1986; Feuer
et al. 1985), quanto por seus diferentes agentes polinizadores (Luckow & Hopkins 1995;
Baker & Harris 1957; Hopkins 1986).

Parkia compreende cerca de 34 espécies arbdreas, sendo 18 relatadas para a
Amazonia, quatro para a Africa e Madagascar, e 12 para a regido Indo-Pacifica (Lewis et
al. 2005; Hopkins 1984; Hopkins 1986). A unidade de polinizagdo € constituida por um
capitulo globoso com muitas flores pequenas, classificadas em trés tipos basicos: férteis,
secretoras de néctar e estaminodiais (Hopkins 1984). As poliades podem apresentar 16, 28
ou 32 grdos de polen (Hopkins 1984), unidos por fusdo (caracteristica unica de Parkia entre
as Mimosoideae), adesdo ou compressdao das ectexinas adjacentes (nas porgdes lateral,
proximal e/ou distal), sendo os grdos individuais claramente definidos ou ndo. Além disso,
ha variacdo no tipo de ornamentacdo (inclusive entre grios de uma mesma poliade), e
também na posi¢do das aberturas dos graos de pdlen (Feuer ef al. 1985). A maioria de seus
representantes € polinizada por morcegos, sendo considerado um dos grupos com maior
numero de espécies quiropterdfilas conhecidas (Luckow & Hopkins 1995), mas hd também
algumas espécies neotropicais entomofilas diurnas e noturnas (Baker & Harris 1957;
Hopkins 1986).

Este trabalho detalha a morfologia das poliades cavitadas de trés espécies
amazoOnicas e quiropterdfilas de Parkia: P. multijuga Benth., P. pendula (Willd.) Benth. ex
Walp. e P. ulei (Harms) Kuhlm., e infere fun¢des as adaptacdes dessas estruturas para o
sucesso reprodutivo das espécies. Detalhes da ultraestrutura e do desenvolvimento da
poliade sdo fornecidos para P. pendula, escolhida como modelo por apresentar espaco

interno da poliade muito evidente.
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Material e Métodos

Espécies estudadas — coleta e material testemunha

Capitulos florais de Parkia multijuga e P. ulei foram coletados em Manaus, sendo o
material testemunha depositado no Herbario do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia (INPA), sob os nimeros M. J. G. Hopkins 2270 e F. N. Cabral 111,
respectivamente. Os capitulos florais de P. pendula foram coletados no Jardim Botéanico do
Rio de Janeiro (JBRJ), sendo o material testemunha depositado no herbario RB do JBRJ
sob o nimero H. C. Lima 5693.

Metodologia

Anteras de flores das trés espécies foram removidas e fixadas em Karnovsky em tampao
fosfato 0,1M (pH 7,3) por 24 horas (Karnovsky 1965) e em FAA 50 por 24 horas (Johansen
1940), submetidas a série etandlica e estocadas em dlcool 70%.

A ornamentacdo da exina foi examinada em microscopia eletronica de
varredura (MEV). Para tal, anteras de flores previamente fixadas foram desidratadas em
série etanodlica, submetidas ao ponto critico em um aparelho Bal Tec CPD 030, montadas
em suportes metdlicos em fita adesiva de carbono, perfuradas para a exposi¢ao das poliades
e, entdo, cobertas com ouro em um metalizador Bal Tec SCD 050. As observagdes e as
imagens foram feitas em microscopio eletronico de varredura de alto vdcuo Shimadzu SS —
550, e em microscopio eletronico JEOL JSM 5200.

Para o estudo anatomico das poliades, anteras previamente fixadas foram
incluidas em historresina (Gerrits 1991) e seccionadas transversal e longitudinalmente em
micrétomo rotativo com espessura de 3 pm. As laminas foram coradas com azul de
toluidina 0,01% pH 4,4 (O’Brien et al.1964). Para andlise do tipo de reserva polinica
contida nas poliades de cada espécie, testes citoquimicos para os principais tipos de
reservas encontrados em graos de polen foram realizados. As laminas foram submetidas a

testes com reagente de PAS para deteccdo de polissacarideos (Feder & O’Brien 1968),
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xylidine de Ponceau para proteinas (O’Brien & McCully 1981) e sudan black B, e sudan IV
para lipideos (Pearse 1980). As laminas foram analisadas em microscépio de luz Leica
DME.

Etapas finais do desenvolvimento da poliade e andlise ultraestrutural da poliade
completamente desenvolvida foram obtidas para Parkia pendula. Para tal, anteras em
varios estadios de desenvolvimento, previamente fixadas, foram incluidas em historresina
(Gerrits 1991) e seccionadas transversal e longitudinalmente em micrétomo rotativo com
espessura de 3 um. As laminas foram coradas com azul de toluidina 0,01% pH 4,4 (O’Brien
et al.1964) e observadas em microscopio de luz Leica DME. Parte do material fixado em
Karnovsky (Karnovsky 1965) foi pos-fixada em tetroxido de 6smio a 1% (tampao fosfato
0,IM e pH 7,3) por 2 horas, desidratada gradualmente em série acetonica e incluida em
resina epoxi Araldite 502 Polysciences. Apds, as amostras foram seccionadas com auxilio
de um ultramicrétomo Leica ultracut S Reichert para a obten¢do de cortes semifinos (0,5
pum), que foram corados com azul de Toluidina 0,05% (O’Brien et al.1964) e observados
em microscopia de luz para a escolha das regides onde serdo realizados os cortes ultrafinos.
Os cortes ultrafinos (60 a 70 nm) foram coletados em grade de malha fina, contrastados em
solugdo aquosa de acetato de uranila 2% por 15 minutos (Watson 1958) e citrato de
chumbo por 15 minutos (Reynolds 1963) e observados em um microscopio eletronico de

transmissdo Philips EM 208.

Resultados

As poliades das trés espécies estudadas sdo globosas, acalimadas e apresentam um espago
interno central varidvel em tamanho, sendo denominadas cavitadas (ver Capitulo 1).
Diferem também quanto ao tamanho, nimero de graos de pdlen, e espessura e tipo de
ornamentacao da ectexina (Figuras 1 A-F, 2 A-F).

Parkia multijuga apresenta poliades com cerca de 32 graos de pdlen (nimero
estimado), com ornamentagdo da exina do tipo verrucada (Figura 1 A, B), espaco interno na
maioria das vezes pouco evidente (Figura 2 A); quando presente € inconspicuo (Figura 2

B). Apresenta ectexina espessa € interrompida, € um dos poros voltados ao espaco interno
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da poliade (Figura 2 B). O citoplasma da célula vegetativa reage positivamente para a
presenca de lipideos, proteinas e polissacarideos (Figura 3 A-C), e o espago interno da
poliade apresenta reacao positiva apenas para lipideos (Figura 3 A).

Parkia ulei apresenta as menores poliades dentre as espécies estudadas (ca. 60
pm) com cerca de 28 griaos de pdélen (nimero estimado) e ornamentacdo da exina do tipo
fossulada (Figura 1 C, D). O espago interno é geralmente pouco evidente e, quando
presente, inconspicuo (Figura 2 C, D). Seus graos de pdlen apresentam ectexina mais ou
menos interrompida, € um dos poros voltados a regido interna da poliade (Figura 2 D). O
citoplasma da célula vegetativa reage positivamente para lipideos, proteinas e
polissacarideos, enquanto o espago interno da poliade nio apresenta reagdo positiva para
qualquer uma das substancias (Figuras 3 D-F).

Parkia pendula apresenta poliades de tamanho semelhante ao de P. multijuga
(ca. 100 pm), contendo 32 graos de pélen (ver Capitulo 1), e ornamentagdo da exina do tipo
fossulada (Figura 1 E, F), com estrutura mais semelhante a de P. ulei (Figura 2 F). O
espaco interno € amplo e circular (Figura 2 E, F). A célula vegetativa dos graos de pdlen
desta espécie exibe citoplasma densamente corado, que reage positivamente para lipideos
(embora apareca em pouca quantidade), proteinas e polissacarideos (Figura 3 G-I), e o
espaco interno da poliade ndo apresenta reacdo para a presenga de proteinas (Figura 3 H).
Apesar disso, andlises em microscopia eletrOnica de transmissdo mostraram que o espaco
interno das poliades de P. pendula é preenchido por fluido lipo-proteico, elétron-denso,
com aparéncia floculada (Figura 4 A), semelhante ao que preenche os espacos entre os
grios de pélen da poliade (Figura 4 B). E formado durante as dltimas etapas da
esporogénese, que € assincronica (Figura 5 A), quando oito células-mae de microsporos sao
observadas. A medida que o diametro sublocular aumenta, as células-mae se afastam,
contatando as células do tapete (Figura 5 A-D), e formam um espaco amplo no centro, que
engloba parte do fluido locular (sublocular) (Figura 5 C, D). A intensidade da coloracio
deste fluido sofre modificacdes durante o desenvolvimento da poliade, sendo mais forte no
estadio final, quando as células do tapete ja estdo degeneradas (comparar Figura 5 D, E).

Os graos de polen apresentam trés poros, sendo um deles voltado para o interior

da poliade, contatando diretamente o fluido do espaco central da poliade (Figura 6 A, B).
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O citoplasma da célula vegetativa € rico em mitocOndrias, plastideos, reticulos
endoplasmadticos lisos, oleoplastos e reticulo endoplasmadtico rugoso (Figura 7 A, B).
“Pollenkitt” é observado sobre a ectexina e acumulada nos espagos formados

pelo teto descontinuo e entre graos de pdlen (Figura 8 A, B).
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Figura 1. Eletromicrografias (MEV) de poliades de Parkia multijuga (A-B), P. ulei (C-D)
e P. pendula (E-F). A. Formato. B. Detalhe da ornamentacdo verrucada da exina. C.
Formato. D. Detalhe da ornamentagdo reticulada da exina. E. Formato. F. Detalhe da

ornamentacao fossulada da exina. Escalas: A,C =20 um; B,D,F =5 pm; E =50 um.
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Figura 2. Morfologia interna de poliades de Parkia multijuga (A, B), P. ulei (C, D) e P.
pendula (E, F). A. Poliade globosa de P. multijuga com todos os graos de pdlen em contato
uns com o0s outros na regido interna da poliade espacgo interno pequeno (*). B. Detalhe da
poliade de P. multijuga apresentando espago interno inconspicuo (*), e graos de pélen com
ectexina interrompida, verrucada (e) e poros voltados para a regido interna da poliade
(cabeca-de-seta). C. Poliade globosa de P. ulei apresentando espago interno inconspicuo
(*). D. Detalhe da poliade de P. ulei apresentando grdos de pdlen com ectexina mais ou
menos interrompida (e), e poros voltados para a regido interna da poliade (cabecga-de-seta),
que apresenta espago inconspicuo (*). E. Poliade globosa de P. pendula apresentando
espaco interno amplo e circular preenchido por exudato (*). F. Detalhe da poliade de P.
pendula apresentando poros dos graos de pdlen voltados para a regido interna da poliade
(cabeca-de-seta) e ectexina mais ou menos interrompida (e). Escalas: A,C,E = 50 um; B,D

=20 um; F =25 ym.
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Figura 3. Fotomicrografias de poliades de Parkia multijuga (A-C), P. ulei (D-F) e P. pendula
(G-I) submetidas a testes citoquimicos para deteccdao de lipideos (A e D — Sudan IV; G —
Sudan Black B), proteinas (B, E e H — xylidine de Ponceau), e polissacarideos (C, F e I —
reagente de PAS). A. Reacdo positiva para lipideos no citoplasma da célula vegetativa e no
espaco interno da poliade em P. multijuga. B. Reacdo positiva para proteinas no citoplasma da
célula vegetativa e negativa no espacgo interno da poliade de P. multijuga. C. Poliade de P.
multijuga apresentando reacdo positiva para polissacarideos na célula vegetativa e negativa no
espaco interno. D. Poliade de P. ulei apresentando reacdo positiva para lipideos no citoplasma
da célula vegetativa dos graos de pdlen e negativa no espaco interno. E. Reacdo positiva para
proteinas no citoplasma da célula vegetativa dos graos de pdlen e negativa no espago interno
da poliade de P. ulei, F. Reacdo positiva para polissacarideos no citoplasma da célula
vegetativa dos graos de pdlen e negativa no espago interno da poliade de P. ulei. G. Poliade de
P. pendula apresentando reacdo positiva para lipideos no espago interno da poliade, estando
presentes em pouca quantidade no citoplasma da célula vegetativa dos graos de poélen. H.
Poliade de P. pendula apresentando reacdo positiva para proteinas no citoplasma da célula
vegetativa dos graos de pdlen e negativa no espago interno. I. Reacdo positiva para
polissacarideos no citoplasma da célula vegetativa dos graos de pdlen e no espago interno da

poliade de P. pendula. Escalas = 50 um.
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Figura 4. Eletromicrografias (MET) de poliades de Parkia pendula. A. Espaco central da
poliade (*) contendo exudato constituido de glomérulos elétron-densos semelhantes aos
encontrados no espaco entre os graos mostrado na figura B. B. Detalhe do espacgo (eg) entre
dois grdos de pdlen (pl e p2) que apresentam intina espessa (i), € endexina (e) proxima a
vestigios do teto (t). Note os glomérulos elétron-densos no espago entre os graos de pdlen
(eg). Escalas: A=5pum; B=1,5um.
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Figura 5. Fotomicrografias de anteras de Parkia pendula em sec¢les transversais. A.
Desenvolvimento assincronico das poliades nos léculos (subléculos). Note o aumento do
didmetro dos loculos da esquerda para a direita da imagem. B. Subl6culos ainda jovens
com células esporogénicas ocupando toda a cavidade. C. Subloculos em estddios mais
avancados do desenvolvimento. Note a organizacao das células esporogénicas em circulo,
acompanhando o aumento do diametro sublocular e mantendo-se proximas as células do
tapete (t). D. Note a substincia sublocular corada em azul claro (*) ocupando toda a
cavidade. E. Poliade cavitada com exudato em seu interior (*). Escalas: A = 100 pm;

B.C,D,E = 50 pm.
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Figura 6. Eletromicrografias (MET) de poliades de Parkia pendula. A. Espaco interno da
poliade (*), com dois graos de pélen (pl e p2) apresentando poros voltados a ele (cabecas-de-
seta). B. Detalhe do espaco interno da poliade preenchido por substincias proteicas de aspecto
granuloso (pt) e lipidicas (1) em contato com o poro interno (cabeca-de-seta) de um dos graos

de pdlen. Escalas: A =10 um; B =5 um.
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Figura 7. Eletromicrografias (MET) de poliades de Parkia pendula. A. Detalhe do
citoplasma da célula vegetativa de um dos graos de pdlen, com oleoplastos (0), mitocondrias
(m) e plastideos (p), apresentando reticulo endoplasmético rugoso (cabega-de-seta) conspicuo
préximo a intina (i). B. Regido de contato entre dois graos de pdlen, evidenciando citoplasmas
das células vegetativas ricos em oleoplastos (0), plastideos (p), mitocondrias (m) e reticulo
endoplasmatico liso (cabeca-de-seta). Escalas: A=1,5 um; B =3 um.
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Figura 8. Eletromicrografias (MET) de poliades de Parkia pendula. A. Actmulo de
“pollenkitt” (pk) no espaco externo entre dois graos de pdlen (pl e p2). B. O “pollenkitt”
também € observado recobrindo o teto da exina dos grdos de pdlen, acumulando-se nos
espacos formados pela descontinuidade do mesmo (cabegas-de-seta). Escalas: A = 15 um; B
=3 um.
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Discussao

As poliades encontradas em géneros de Mimosoideae sdo comumente achatadas, contendo
uma ou duas camadas de graos de pdlen (ver Capitulo 1, Kenrick & Knox 1979, Niezgoda
et al. 1983, Fitzgerald et al. 1993, Arce & Banks 2001, Seijo & Neffa 2004, Prenner &
Teppner 2005, Teppner 2007, Harder & Johnson 2008, Santos & Romao 2008), sendo
Parkia o unico a apresentar poliades globosas e cavitadas. Diferente do encontrado por
Feuer e colaboradores (1985) em algumas espécies de Parkia, as poliades de P. multijuga,
P. ulei e P. pendula aqui estudadas ndo apresentaram variacdo do tipo de exina entre graos
de pdélen de uma mesma poliade e nem variagdo na posicao das aberturas polinicas nos
graos de polen. Além disso, os dados ultraestruturais de P. pendula ndao corroboram a
informacdo de que hd fusdo, adesdo ou mesmo compressido das ectexinas adjacentes (nas
porcdes lateral, proximal e/ou distal) (Feuer et al. 1985), havendo inclusive espaco
preenchido por exudato entre os graos de pdlen.

Interessante notar que o espacgo interno das poliades sdo frequentes em Parkia
pendula, e pouco evidentes em P. multijuga e P. ulei. O exudato contido no espago interno,
composto de substancias proteicas e lipidicas, e a presenca de poros voltados a esta regiao
sugerem que exista uma relagdo deste exudato com a possivel germinagdo dos graos de
polen através dos poros internos na poliade, o que poderia substituir a falta de contato dos
graos com a superficie estigmatica, por exemplo. O estigma de Parkia pendula apresenta
uma cavidade onde ha espaco para a deposi¢do de apenas uma poliade, que contém 32
graos de pdlen (ver Capitulo I) e aproximadamente 0 mesmo nimero de évulos no ovario
(observacdo pessoal). Sendo assim, o exudato, que também preenche os espacos entre os
graos de pdlen, pode funcionar como translocador de substancias entre eles, diminuindo a
competi¢do entre os graos de pdlen e garantindo condi¢des de germinagdo a todos eles,
permitindo que apenas uma poliade possa fertilizar todos os 6vulos presentes no ovério.

E provivel que o exudato da poliade seja produzido pelas células do tapete e
lancado ao léculo da antera, como parte do fluido locular, sendo retido no interior da
poliade ao longo do desenvolvimento. A densidade do exudato aumenta nos estddios finais

do desenvolvimento da poliade, o que pode ser devido a um maior acimulo de substincias
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proteicas e lipidicas, e uma diminuicdo na quantidade de &dgua, o que impediria a
germinagdo precoce dos graos de pdlen. Além disso, uma maior concentracio de proteinas
poderia acarretar em recurso nutricional extra ao polinizador, no caso de P. pendula, aos
morcegos (Hopkins 1984).

O tamanho das poliades e o tipo de ornamentagdo diferem entre as espécies de
Parkia. Tanto o tamanho quanto a ornamentacdo dos griaos de pdlen sdo frequentemente
relacionados ao tipo de polinizador (ver Howell 1974, Baker & Baker 1979, Ferguson &
Skvarla 1982, Ferguson 1990, Ackerman 2000, Hesse 2000, Roulston & Cane 2000,
Franchi et al. 2002, Edlund et al. 2004, Pacini & Hesse 2005), e segundo Stroo (2000),
espécies polinizadas por morcegos apresentam graos de pdlen maiores do que espécies
filogeneticamente relacionadas a elas e que apresentam outro tipo de polinizador. Nossos
dados corroboram esta correlacdo, ja que P. pendula é quiropterdfila (Hopkins 1984), P.
multijuga apresenta individuos com antese vespertina (Luckow & Hopkins 1995), e
individuos que recebem visitas de morcegos durante a noite e de insetos durante o dia
(Hopkins 1984), e P. ulei apresenta antese diurna, auséncia de néctar e odor bastante doce e
agradavel, caracteristicas compativeis a entomofilia (Hopkins 1984).

A ocorréncia de ornamentagdo polinica do tipo verrucada é frequentemente
associada a ocorréncia de quiropterofilia, mas ndo hd dados consistentes para se afirmar que
exinas mais dasperas estejam relacionadas a polinizagdo por morcegos (Stroo 2000),
correlagcdo esta também ndo corroborada por Basso-Alves e colaboradores (2011). Os dados
do presente estudo corroboram a inconsisténcia da correlacdo, ja que P. pendula, espécie
estritamente quiropterdfila (Hopkins 1984), apresenta ornamentagdo do tipo fossulada (ver
Capitulo I), diferente das duas outras espécies, com ornamentacdo verrucada. Além disso, a
presenca de oleoplastos e proteinas como substancias de reserva presentes no citoplasma da
célula vegetativa dos graos de pdlen é mais comumente relacionada a poliniza¢do por
abelhas (Baker & Baker 1979, Roulston & Cane 2000).

A morfologia e as substincias de reserva dos graos de pdlen das poliades de
Parkia parecem estar mais relacionadas a sua funcionalidade e aos processos fisiolgicos

do que com o animal polinizador que atua em cada espécie. No entanto, estudos adicionais
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acerca da biologia da polinizacdo e interacdo podlen-pistilo devem ser feitos para dar

consisténcia as inferéncias aqui colocadas.
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CONSIDERACOES FINAIS

Estudos de desenvolvimento sdo de grande importincia para a compreensdo das vias pelas
quais sao formadas as estruturas e para a determinacdo de sua origem, dados que podem ser
utlizados tanto para estabelecer uma relacdo com suas fun¢des ecoldgicas, quanto para
enriquecer estudos taxondmicos em um determinado grupo. As poliades sdo estruturas
peculiares e ainda muito pouco estudadas, e o presente trabalho vem prover dados
essenciais para a compreensdo da origem e morfologia destas estruturas, e de sua
funcionalidade na reproducao de espécies da subfamilia Mimosoideae em Leguminosae.
Estudos acerca da fisiologia do poélen, interagdo podlen-pistilo e de viabilidade
de embrides formados apds a fertilizacdo dos 6vulos, atrelados aos resultados aqui obtidos,
sdo requeridos para um entendimento mais completo acerca da funcdo, valor adaptativo e

selecdo dessas estruturas, que sao tdo restritas a determinados grupos de plantas.
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