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RESUMO
Malpighiaceae compreende cerca de 1.300 espécies tropicais, distribuidas em 78 géneros.
A familia ¢ comprovadamente monofilética, no entanto muitas de suas relagdes
intrafamiliares ndo foram elucidadas at¢ o momento, de modo que suas linhagens sdo
tratadas como clados informais. Dados embriologicos, especialmente sobre o
desenvolvimento das anteras na familia, estdo disponiveis na literatura para apenas seis
espécies. Destas, apenas Stigmaphyllon bonariense (Hook. & Arn.) C.E. Anderson e S.
Jatrophifolium A.Juss. t€m descrigdes detalhadas acerca do desenvolvimento das anteras,
mas ambas pertencem a linhagens derivadas de Malpighiaceae. Dados embrioldgicos sao
promissores taxonomicamente quando examinados sob a perspectiva filogenética, e
poderiam, por exemplo, auxiliar na circunscrigdo de géneros e subfamilias em
Malpighiaceae. Nesse contexto, o objetivo foi descrever o desenvolvimento das anteras,
bem como a microsporogénese e microgametogénese de espécies de linhagens basais de
Malpighiaceae e, ao compara-los aos dados disponiveis na literatura para Malpighiaceae
e outras familias proximas filogeneticamente, levantar possiveis caracteres embrioldgicos
plesiomorficos para a familia. Para tal, selecionamos botdes florais em diferentes fases
de desenvolvimento de Galphimia gracilis Bartl. e Verrucularia glaucophylla Juss.
(clado galphimioide), Byrsonima dealbata Griseb. e Byrsonima intermedia A.Juss. (clado
byrsonimoide) e Pterandra pyroidea A.Juss. (clado acmantheroide). As amostras foram
processadas para microscopia de luz e testes histoquimicos foram realizados. As anteras
das cinco espécies apresentaram padroes de desenvolvimento muito similares,
enquadrando-se no tipo basico de desenvolvimento. No entanto, o numero de camadas
médias foi varidvel, observando-se trés em P. pyroidea e duas nas demais espécies. As
cinco espécies compartilham: o tapete do tipo secretor, com células binucleadas; a
citocinese simultanea dos microsporocitos; as tétrades tetraédricas de microsporos; os
graos de polen dispersos na forma bicelular. Em espécies de linhagens derivadas, também
se observa o tipo basico de desenvolvimento das anteras. Contudo, em Stigmaphyllon, as
células do tapete sdo multinucleadas e o tecido pode ser do tipo secretor em S.
Jatrophifolium, invasivo ndo sincicial em S. bonariense € invasivo sincicial em S.
periplocaefolium f. intermedium Nied. As anteras das espécies analisadas neste trabalho
ainda compartilham, com outras familias de Malpighiales, o tipo bdasico de
desenvolvimento, o tapete secretor com células binucleadas e os grdos de pdlen
bicelulares no momento da dispersdo. Baseado neste conjunto de dados, € possivel inferir

que o tipo basico de desenvolvimento das anteras, o tapete do tipo secretor com células



binucleadas e os grdos dispersos com duas células sdo estados plesiomoérficos em
Malpighiaceae. No entanto, o conhecimento sobre o desenvolvimento das anteras de
Malpighiaceae deve ser ampliado e mais espécies devem ser estudadas para permitir

corroborar as tendéncias observadas.

Palavras-chave: Malpighiales, microgametogénese, microsporogénese, ontogénese.



ABSTRACT
Malpighiaceae comprises about 1,300 tropical species, distributed in 78 genera. The
family is proven monophyletic. However, many of its intrafamilial relationships have not
been elucidated, so its lineages are treated as informal clades. Embryological data,
especially on the development of anthers in the family, are available in the literature for
only six species. Of these, only Stigmaphyllon bonariense (Hook. & Arn.) C.E. Anderson
and S. jatrophifolium A. Juss. have detailed descriptions of anther development, but both
belong to derived lineages of Malpighiaceac. Embryological data are taxonomically
promising when examined from a phylogenetic perspective and could, for example, assist
in circumscribing genera and subfamilies in Malpighiaceae. In this context, the objective
was to describe the development of anthers, as well as the microsporogenesis and
microgametogenesis of species of basal lineages of Malpighiaceae and, by comparing
them to the data available in the literature for Malpighiaceae and other phylogenetically
close families, to raise possible plesiomorphic embryological characters for the family.
For this, we selected floral buds at different stages of the development of Galphimia
gracilis Bartl. and Verrucularia glaucophylla Juss. (galphimioid clade), Byrsonima
dealbata Griseb. and Byrsonima intermedia A.Juss. (byrsonimoid clade) and Pterandra
pyroidea A.Juss. (acmantheroid clade). The samples were usually processed for light
microscopy, and histochemical tests were performed. The anthers of the five species
showed very similar developmental patterns, fitting into the basic type of development.
However, the number of medium layers was variable: three in P. pyroidea and two in the
other species. The five species share the secretory tapetum with binucleated cells, the
simultaneous cytokinesis of microsporocytes; microspore tetrahedral tetrads; pollen
grains dispersed in bicellular form. In species of derived lineages, the basic type of anther
development is also observed. However, in Stigmaphyllon, the tapetum cells are
multinucleated, and the tissue can be secretory type in S. jatrophifolium, non-syncytial
invasive in S. bonariense and syncytial invasive in S. periplocaefolium f. intermediate
Nied. The anthers of the species analyzed in this work still share, with other families of
Malpighiales, the basic type of development, the secretory tapetum with binucleated cells,
and the bicellular pollen grains at the time of dispersal. Based on this data, it is possible
to infer that the basic anther developmental type, the secretory tapetum with binucleated
cells, and the dispersed grains with two cells are plesiomorphic states in Malpighiaceae.
However, knowledge about the development of Malpighiaceae anthers should be

expanded, and more species should be studied to corroborate the observed trends.



Key words: Malpighiales, microgametogenesis, microsporogenesis, ontogenesis
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1. INTRODUCAO

Malpighiaceae ¢ uma familia tropical de Angiospermas, que compreendia, a época
da ultima filogenia molecular, 1.300 espécies, distribuidas por 77 géneros (Davis &
Anderson 2010). Recentemente, o género Andersoniella C.Davis & Amorim foi
renomeado para Andersoniodoxa C.Davis & Amorim (Davis et al. 2020) e o género
Glicophyllum R F.Almeida foi descrito (de Almeida & van der Berg 2021), de modo que
hoje sdo reconhecidos 78 géneros em Malpighiaceae. A maior parte dessa diversidade
estd no neotrdpico, que abriga cerca de 90% das espécies (Davis & Anderson 2010).
Nessa regido, a familia apresenta flores morfologicamente conservadas quanto a
arquitetura floral (Anderson 1979). De modo geral, essas flores sdo caracterizadas por
possuirem cinco sépalas, com um par de elaidforos na face abaxial de cada uma delas ou
apenas das sépalas laterais; pela presenca de corola zigomorfa, composta por cinco pétalas
unguiculadas e livres; pelo androceu com dez estames; e pelo gineceu tricarpelar (Judd et
al.2009). Tal conservantismo morfologico ¢ mantido pela pressao de selecdo criada pelas
abelhas coletoras de oleo das tribos Centridini, Tapinotaspidini e Tetrapediini, que
coletam 6leo dos elaidforos sepalares e utilizam desse recurso para provisao larval e
manuten¢do do ninho (Vogel 1990; Alves-dos-Santos et al. 2007). Uma vez que estas
abelhas coletoras de 6leo ndo ocorrem no paleotropico, ndo ha pressdo de selecdo que
promovesse a estabilizacdo da morfologia floral das Malpighiaceae, de modo que o

conservantismo floral ndo ¢ registrado nas espécies que 14 ocorrem (Davis et al. 2014).

De acordo com Davis & Anderson (2010), a familia ¢ dividida em 14 clados
informais: byrsonimoide, acmantheroide, galphimioide, acridocarpoide, mcvaughioide,
Barnebya, ptilochaetoide, tristellateoide, hiraeoide, tetrapteroide, stigmaphylloide,
Ectopopterys, Amorimia e malpighioide (Davis & Anderson 2010). Embora esses clados
tenham bom suporte estatistico nas analises filogenéticas, para muitos deles ainda ndo sao

reconhecidas sinapomorfias morfoldégicas que os sustentem, dificultando seu
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reconhecimento. Além disso na familia ainda ha géneros polifiléticos e subfamilias ndo

estdo delimitadas (Davis & Anderson 2010).

A primeira linhagem a divergir em Malpighiaceae, ha cerca de 70 Ma, deu origem
aos trés clados basais da familia, galphimioide, acmantheroide e byrsonimoide (Davis et
al. 2014). As analises filogenéticas recuperaram byrsonimoide ¢ acamantheroide como
irmaos, e galphimioide como irmao desses dois (Orlando sugere uma figura de filogenia
simplificada) . O clado galphimioide inclui os géneros Lophanthera A.Juss., Spachea
A.Juss., Andersoniodoxa C.Davis & Amorim, Galphimia Cav. e Verrucularia A.Juss. Ja
o clado byrsonimoide inclui os géneros Byrsonima Rich. ex Kunth., Blepharandra
Griseb. e Diacidia Griseb. No clado acmantheroide, incluem-se Coleostachys A.Juss.,
Acmanthera (A.Juss.) Griseb. e Pterandra A.Juss. (Davis & Anderson 2010; Davis et al.

2014).

Recentemente, embora tenha havido aumento no nimero de trabalhos dedicados
a anatomia de orgaos reprodutivos de Malpighiaceae (Souto 2011; Souto & Oliveira
2013; Mello 2017; Arévalo-Rodrigues ef al. 2020; Bonifacio et al. 2021; Bonifacio 2021;
Mello 2022), dados estruturais e de desenvolvimento das anteras ainda estdo limitados a
poucas espécies da familia. Na literatura, esses dados constam para as seguintes espécies:
Galphimia glauca Cav. (Singh 1959; Johri et al. 1992), Malpighia glabra L. (Miyashita
et al. 1964; Johri et al. 1992), M. coccigera L. (Siddiqui 1968), Stigmaphyllon
periplocaefolium f. intermedium Nied. (Munshi & Farooq 1969; Johri et al. 1992), S.
bonariense (Hook. & Arn.) C.E. Anderson e S. jatrophifolium A. Juss (Avalos et al.
2020). Ainda, tais dados foram citados em livros que abordam a embriologia das
angiospermas, como a obra Systematic Embryology of the Angiosperm de Davis (1966),
e Comparative embriology of Angiosperm de Johri et al. (1992). Davis (1966) descreve o
desenvolvimento das anteras, a microsporogénese e a microgametogénese de

Malpighiaceae, no entanto, sem referir nenhuma espécie. Ja Johri et al. (1992) identificam
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um padrao de desenvolvimento nas anteras na familiamas nao especificam quais espécies
foram utilizadas para tal. Além disso, coincidentemente, a maior parte dos dados da
literatura remetem as espécies que compdem clados derivados de Malpighiaceae segundo
a filogenia de Davis & Anderson (2010), com excecdo de G. glauca que € de clado basal.

As espécies de Malpighiaceae citadas na literatura compartilham o tipo basico de
desenvolvimento da parede das anteras, o qual ¢ caracterizado pelas duas camadas
parietais secundarias passarem por divisdes periclinais durante a morfogénese das anteras
(Davis 1966).Nessas espécies, as paredes das anteras sdo compostas por cinco camadas
parietais: epiderme, endotécio, duas camadas médias e tapete. Em todas espécies, nas
anteras, a epiderme ¢ persistente, a parede das células do endotécio tem espessamento
secundario e lignificado, e tanto as camadas médias quanto o tapete degeneram ao longo
do desenvolvimento. Em relagdo a microsporogénese e a microgametogénese, as espécies
de Malpighiaceae citadas na literatura compartilham a citocinese simultanea, o formato
predominantemente tetraédrico das tétrades, e o grao de pdlen bicelular no momento da
dispersao.

Entre as espécies, a principal diferenca registrada na literatura esta no tapete, que
pode ser secretor (também conhecido como parietal) ou invasivo (ameboide), este tanto
sincicial (as células do tapete formam um sincicio pela dissolucao das paredes celulares
do tapete e fusdo de suas membranas, enquanto o tecido invade o microsporangio) ou nao
sincicial (sem dissolucao de parede enquanto o tapete invade o microsporangio); maiores
detalhes podem ser vistos em Pacini ef al. (1985) e Lersten (2004). Enquanto o tapete de
G. glauca, M. glabra, M. coccigera e S. jatrophifolium ¢ do tipo secretor, em S.
bonariense ¢ do tipo invasivo (ameboide) ndo sincicial, e o tapete de S. periplocaefolium
¢ invasivo (ameboide) sincicial (Singh 1959; Miyashita et al. 1964; Siddiqui 1968;

Munshi & Farooq 1969; Johri et al.1992; Avalos et al. 2020).
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Ampliando as andlises para Malpighiales, dados sobre o desenvolvimento das
anteras, microsporogénese ¢ microgametogénese sdo citados para espécies das seguintes
familias: Caryocaraceae (Godoi 2019), Chrysobalanaceae (Tobe & Raven 1984),
Elatinaceae (Kajale 1939; Raghavan & Srinivasan 1940), Euphorbiaceae (Kapil &
Bhatnagar 1994, Furness 2011), Euphroniaceae (Furness 2011), Hypericaceae (Furness
2011), Irvinginaceae (Tobe & Raven 2011), Ochnaceae (Furness 2013), Passifloraceae
(Furness 2011), Peraceae (Franca & De-Paula 2017), Putranjivaceae (Tokuoka & Tobe
1999) e Linaceae, Salicaceae ¢ Violaceae (Furness 2011). Além destas, de maneira mais
generalista, outras familias de Malpighiales sdo referenciadas em obras que abordam a
embriologia das angiospermas como um todo, como a de Davis (1966) e Johri et al.
(1992). Furness (2011, 2013) ¢ a principal autora a discutir o desenvolvimento das anteras
de Malpighiales sob contexto filogenético. Caracteres compartilhados pelas familias da
ordem incluem: o tapete do tipo secretor, a citocinese simultanea dos microsporocitos e

os graos de polen dispersos com dois nucleos.

Malpighiales ¢ uma ordem complexa, com cerca de 42 familias, incluindo
Malpighiaceae (Xi ef al. 2012). Na primeira filogenia da ordem (Wurdack & Davis 2009),
Malpighiaceae foi recuperada como grupo-irmao de Elatinaceae e, na filogenia mais
recente de Malpighiales (Xi et al. 2012), a linhagem Malpighiaceae + Elatinaceae foi
recuperada como irma de Centroplacaceae. Por sua vez, a linhagem que deu origem a
estas trés familias foi recuperada como proximamente relacionada a Caryocaraceae,
Lophopyxidaceae e Putranjivaceae (Xi ef al. 2012).

Independente do grupo taxondmico, dados de desenvolvimento das anteras sdao
promissores taxonomicamente, especialmente quando analisados sob a 6tica filogenética,
nos niveis infrafamiliar (Franca & De-Paula 2017; Bonifécio et al. 2019) e suprafamiliar,
inclusive em Malpighiales (Godoi 2019; Furness 2011; Tobe & Raven 2011). Na

literatura, nao foram encontrados trabalhos que avaliem o desenvolvimento das anteras,
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a microsporogénese e a microgametogénese de espécies de Malpighiaceae sob
perspectiva filogenética. Tomando como base a filogenia de Davis & Anderson (2010),
observa-se que as espécies para as quais ha informacgao a respeito do desenvolvimento
das anteras fazem parte de clados derivados e filogeneticamente distantes entre si, de
forma que nao ¢é possivel recuperar os estados ancestrais do desenvolvimento das anteras

e nem do microgametofito de Malpighiaceae.
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2. OBJETIVO GERAL

Analisar o desenvolvimento das anteras de espécies de linhagens basais de

Malpighiaceae.

2.1. Objetivos especificos

Descrever o desenvolvimento das anteras, a microsporogénese e
microgametogénese de  Pterandra  pyroidea  A.Juss. (clado
acmantheroide), Byrsonima dealbata Griseb. e Byrsonima intermedia
A.Juss (clado byrsonimoide), Galphimia gracilis Bartl. e Verrucularia
glaucophylla Juss. (clado galphimioide)

Comparar os dados referentes ao desenvolvimento das anteras dos clados
basais de Malpighiaceae com aqueles disponiveis na literatura para outras
espécies de Malpighiaceae, e para as familias mais proximas
filogeneticamente, circunscritas em Malpighiales;

Inferir dados embrioldgicos que constituem plesiomorfias para

Malpighiaceae.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Material botanico

A fim de amostrar o desenvolvimento das anteras nos trés clados basais de
Malpighiaceae, escolhemos espécies representantes de cada um destes clados, seguindo
a filogenia mais recente da familia (Davis & Anderson 2010). Pterandra pyroidea A.Juss.
foi a representante do clado acmantheroide, enquanto Byrsonima dealbata Griseb. e
Byrsonima intermedia A.Juss. representaram o clado byrsonimoide e Galphimia gracilis

Bartl. e Verrucularia glaucophylla Juss., por sua vez, o clado galphimioide.

A espécie P. pyroidea foi escolhida para representar o clado acmantheroide por
possuir ampla distribuicdo no cerrado da regido sudeste do Brasil, incluindo regides

proximas a Universidade Federal de Minas Gerais (Anderson 1997).

Em vista da grande representatividade de Byrsonima entre as espécies de
byrsonimoide, foram amostradas duas espécies do género. Além disso, Byrsonima possui
cerca de 135 espécies, sendo o segundo maior género de Malpighiaceae. Especificamente,
B. dealbata e B. intermedia foram escolhidas por serem abundates no Brasil, sendo

encontradas em diversas regioes.

Por se tratar de uma espécie ornamental, Galphimia gracilis foi escolhida devido
a sua grande disponibilidade. Embora ocorra no nordeste do Brasil, o que impossibilitaria
a coleta do material, Verrucularia glaucophylla foi escolhida por ter sido previamente
coletada pelo nosso grupo de estudo, havendo, portanto, possibilidade de trabalhar com a

espécie (Anderson 1981).

De cada espécie, foram amostrados botdes florais e flores de trés individuos de
uma mesma populagdo, com exce¢do de G. gracilis. Por se tratar de uma espécie
ornamental, foram amostrados trés individuos de G. gracilis, um em cada localidade. Para
facilitar a relacdo entre as fases de desenvolvimento das anteras e o comprimento dos
botdes florais, os mesmos foram medidos (da base do receptaculo até o apice do botao
floral), e analisados sequencialmente. A fim de se evitar a amostragem duplicada dos
individuos das demais espécies, garantiu-se que, em campo, entre cada um deles,
houvesse distancia de pelo menos 10 metros. Os botdes florais de B. dealbata ¢ P.
pyroidea foram coletados no Parque Nacional da Serra do Cip6 (Santana do Riacho, MG);

os de B. intermedia foram coletados na Serra da Cal¢ada (Nova Lima, MG); os de V.
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glaucophylla em Lencgodis (BA); os de G. gracilis foram coletadas em jardins da UFMG e

de residéncias particulares.

A maior parte do material testemunho foi incorporado ao Herbario da
Universidade Federal de Minas Gerais (BHCB) sob os numeros de registro:
BHCB208637, BHCB208638, BHCB208639 (B. dealbata); BHCB208642,
BHCB208643, BHCB208644 (B. intermedia); BHCB208640, BHCB208641 (P.
pyroidea). O material testemunho de G. gracilis ainda serd depositado no BHCB. O
material testemunho de V. glaucophylla foi incorporado ao acervo do Herbario do Centro
de Pesquisas do Cacau (CEPEC) sob os nimeros de coletor: Amorim et al. 10944,
Amorim et al. 10947, Amorim et al. 10948.

3.2. Microscopia de luz

Botdes florais em diferentes estagios de desenvolvimento e flores em antese foram
coletados em campo, fixados em FAA 50 (formaldeido: acido acético: dlcool etilico 50%,
1:1:18 v/v) por 48h e, entdo, conservados em alcool etilico 70% (Johansen 1940). Para a
confeccdo das laminas, as amostras seguiram a desidratacio em série etilica e
posteriormente foram incluidas em 2-hidroxietil-metacrilato, seguindo Paiva et al.
(2011). Para facilitar a desidrata¢do e a infiltracdo da resina, retiraram-se as pecas do
perianto dos botdes florais, e nas flores coletadas em antese, foram isolados os
estames.Botdes florais foram colocados imersos em resina sob vacuo, a fim de melhorar
a infiltracdo. Foram feitas sec¢des transversais e longitudinais com 5 a 8um de espessura
utilizando-se micrétomo rotativo, as quais foram coradas com azul de toluidina 0,05%
em tampao acetato pH 4,7 (O’Brien et al. 1964 modificado), e algumas contracoradas
com solugdo aquosa de vermelho de ruténio 0,002% (Gongalves-Souza et al. 2018), e

montadas.

Foram conduzidos testes histoquimicos com intuito de prospectar a natureza do
conteudo protoplasmatico de células com aspecto secretor. Desta maneira, os cortes
foram corados unicamente com solu¢do aquosa de vermelho de ruténio 0,002% para
marcagdo de polissacarideos e pectinas, € com solu¢do aquosa de cloreto férrico 10% para
marcacao de compostos fenolicos (Johansen 1940). Além disso, compostos fenolicos
foram marcados, também, utilizando-se azul de toluidina 0,05% em tampao acetato pH

4,7 (Briggs et al. 2005).
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As secgdes foram analisadas e fotografadas sob microscopio de luz com camera
digital acoplada. As imagens macroscopicas foram obtidas com auxilio de

estereomicroscopio com camera digital acoplada.
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4. RESULTADOS

Entre as espécies estudadas, as fases de desenvolvimento que serdo descritas a
seguir nao sdo sincronizadas. Isto significa que botdes florais de mesmo tamanho, mas de
espécies diferentes, podem apresentar fases de desenvolvimento diferentes. Em
Byrsonima intermedia, por exemplo, as tétrades se separam nos microsporos em botdes
florais com cerca de 3mm de comprimento. Nas demais espécies, incluindo Byrsonima
dealbata , as tétrades se separam nos microsporos em botdes florais com mais de 4 mm
de comprimento. Para comparacdo, em pré-antese, os botdes florais das duas espécies de
Byrsonima atingem cerca de 6 mm, portanto, o tamanho final dos botdes florais ndo ¢ um
fator que influencia a velocidade de seu desenvolvimento. Por outro lado, ha alta
sincronicidade de desenvolvimento entre individuos de uma mesma espécie. As anteras
das cinco espécies sdo introrsas, bitecas e tetrasporangiadas, de deiscéncia longitudinal
(fig. 1). Observa-se a ocorréncia de apéndices nas anteras de Pterandra pyroidea (fig.
1A-C) e de Verrucularia glaucophylla (fig. IM-0), os quais sdo laterais na primeira e

apicais na segunda espécie.

4.1. Desenvolvimento das anteras de Pterandra pyroidea (clado acmantheroide)

No inicio do desenvolvimento, os primdrdios das anteras de P. pyroidea sao
constituidos por células meristematicas, justapostas, com citoplasma denso e nucleo
proeminente, que estdo revestidas pela protoderme. Na regido central dos primoérdios das
anteras sdo registradas células procambiais (fig. 2A). Apds essa fase, a camada
subdjacente a protoderme diferencia-se na camada parietal primaria (fig. 2B). Neste
momento, as anteras ja assumem formato bilobado e, mesmo sem delimitacao clara, ¢
possivel distinguir os primérdios dos microsporangios. Concomitantemente, as células
arquesporiais comecam a se diferenciar, compondo o tecido esporogénico (fig. 2B). Apos
passar por divisOes periclinais, a camada parietal primaria da origem a duas camadas

parietais secundarias (fig. 2B-C).

Nesta fase do desenvolvimento das anteras, parte da epiderme dos
microsporangios laterais comega a diferenciar uma projecdo que percorre os dois tercos
basais da antera, composta por células alongadas anticlinalmente, vacuoladas e fenolicas
(fig. 2D). A camada parietal secundaria interna divide-se periclinalmente, originando
duas camadas: uma externa, que originara a uma camada média, e uma interna, que ira se

diferenciar no tapete (fig. 2D). A camada parietal secundaria externa também passa por
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divisdo periclinal, dando origem internamente a uma camada média e externamente a uma
camada parietal terciaria. Esta, por sua vez, passara por uma nova divisao periclinal e
orginida ao endotécio, externamente, e a terceira camada média internamente (fig. 2E).
Portanto, ao final de sua morfogénese, a parede da antera de P. pyroidea ¢ composta por
seis camadas de células: epiderme, endotécio, trés camadas médias e o tapete;
enquadrando-se no tipo basico de desenvolvimento. (fig. 2F-G). Quando todas as
camadas parietais estdo formadas, observa-se que o tapete ¢ unisseriado, do tipo secretor,
cujas células passam por uma cariocinese e se tornam binucleadas, com citoplasma denso
(fig. 2H). Inicia-se, entdo, a microsporogénese, visto que as células arquesporiais
diferenciam-se nos microsporocitos (fig. 2H). Estes sdo caracterizados por serem células
justapostas, de citoplasma denso e nucleo volumoso (fig. 2H-I). Os microsporocitos
dividem-se por meiose € a citocinese ¢ simultanea, originando tétrades tetraédricas de

microsporos (Fig. 2J) e marcando o final da microsporogénese.

Os micrésporos individualizam-se das tétrades e inicia-se a microgametogénese,
com o aumento de volume e desenvolvimento do microgametofito endosporicamente,
constituindo os graos de polen imaturos (fig. 2K); nota-se evidente aumento de espessura
da parede polinica. Em conjunto com as camadas médias, o tapete comeca a ser
reabsorvido durante a maturacdo dos graos de polen (fig. 2K), tornando-se residual.
Embora pouco frequentes, foram registradas drusas na camada média adjacente interna
ao endotécio (fig. 2K). As células do endotécio diferenciam espessamentos fibrosos,

impregnados por lignina, em suas faces anticlinais e periclinais interna e externa (fig. 2L).

No momento da deiscéncia da antera, os graos de polen sdo bicelulares (fig. 2M).
A célula generativa tem formato lenticular e, incialmente, ocupa por¢ado periférica, mas €
englobada pela célula vegetativa do microgametofito; esta célula preenche todo o grao de
pélen, tem nilcleo mais evidente e arredondado (fig. 2M). Na antese, as paredes das
anteras sdo compostas pela epiderme persistente, pelo endotécio e por resquicios das

camadas médias e tapete (fig. 2L, N).

Paralelamente ao desenvolvimento das camadas parietais, ocorre a diferenciagao
das alas dos dois microsporangios laterais, a partir do observado na fig. 2D. Tais
estruturas tém origem dérmica e provém de células que aumentam de volume
anticlinalmente ao longo do desenvolvimento das anteras (fig. 2F, I, N). O protoplasto
destas células tem aspecto vacuolado incialmente (fig. 2F), passando a floculado (fig. 21)
e, finalmente, corando-se por completo pelo azul de toluidina (fig. 2N), indicando a

presenca de compostos fenodlicos.
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No decorrer do desenvolvimento ndo foram registradas divisdes periclinais na
epiderme da antera. No conectivo, as células epidérmicas abaxiais alongam-se
anticlinalmente (fig. 2F) e acumulam compostos fenolicos. Durante a deiscéncia das
anteras, estas células sdo bastante volumosas, quando comparadas as células epidérmicas
que recobrem os microsporangios, € € neste momento onde hd o acimulo de compostos

fendlicos mais conspicuo. (fig. 2N).

4.2. Desenvolvimento das anteras de Byrsonima dealbata e B. intermedia (clado
byrsonimoide)

Byrsonima dealbata e B. intermedia mostraram grande similaridade no
desenvolvimento de suas anteras, de modo que B. dealbata sera descrita e,
posteriormente, as diferengas entre as duas espécies serdo detalhadas. No comego do
desenvolvimento, as anteras de B. dealbata assumem formato bilobado
concomitantemente ao inicio de diferenciagdo da epiderme. Em botdes florais muito
jovens, hé a diferenciagdo da camada parietal primaria e do tecido esporogénico, bem
como a delimitacdo dos microsporangios (fig. 3A). As células da camada parietal primaria
se dividem periclinalmente, dando origem a duas camadas parietais secundarias (fig. 3B).
Entdo, cada camada parietal secundaria passa por outra divisao periclinal produzindo o
endotécio, duas camadas médias e o tapete (fig. 3C-D). Durante a formacao da parede da
antera, nos microsporangios, os microsporocitos se multiplicam e aumentam de tamanho
(fig. 3B-D). O desenvolvimento das anteras se enquadra no tipo bdasico e, ao final da
maturagdo, a parede das anteras ¢ formada por cinco camadas: a epiderme, endotécio, as
duas camadas médias e o tapete (fig. 3E-G). Uma vez maduro, o tapete ¢ unisseriado,
com células de citoplasma denso e binucleadas (fig. 3E-K); apesar de raras, foram

registradas células poloploides em B. dealbata (fig. 3G).

Durante a microsporogénese, 0s microsporocitos passam por meiose (fig. 3E-F).
A citocinese ¢ simultanea (fig. 3H) e, ao final do processo reducional, os microsporocitos
dao origem a tétrades tetraédricas de microsporos (fig. 3I-J). Ao se separarem as tétrades,
inicia-se a deposi¢do de exina nos microsporos(fig. 3K-L), e posteriormente, estes
passardo por vacuolizagdo, aumento de volume, e constinuirdo o microgametofito
endosporicamente (fig. 3M). O tapete e as camadas médias sdo degradados e reabsorvidos
durante o desenvolvimento dos graos de polen (fig. 3M). As células do endotécio

produzem espessamento fibroso, lignificado (fig. 3M). Na antese, as paredes da antera
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sdo compostas pela epiderme persistente, pelo endotécio e por resquicios de camadas
médias e tapete (fig. 3M). Nesta fase final do desenvolvimento, foram registradas drusas
na camada média externa e também no conectivo (fig. 3M-N). Mesmo nas anteras
deiscentes, ndo foi notado nenhum sinal de mobilizagdo de calcio nestes cristais. Os graos
de pdlen maduros sdo dispersos com duas células, uma vegetativa, de maior tamanho, que

engloba uma generativa (fig. 3N)

As Byrsonima possuem acumulo de compostos fenolicos na epiderme que recobre
o conectivo e ao redor do feixe vascular (fig. 3D, L). Observando-se a morfologia da
antera de B. dealbata (tig.1E-F) e de B. intermedia (fig. 1H-I), nota-se a coloragdo escura
em todo o conectivo, nitidamente distinta das demais espécies estudadas. As células com
conteudo fendlico na epiderme do conectivo se diferenciam precocemente no
desenvolvimento das anteras, antes mesmo da camada parietal primdria estar estabelecida
(fig. 3A). Mais adiante no desenvolvimento, quando a morfogénese das anteras estd
completa, as células epidérmicas entre os microsporangios, na face adaxial do conectivo,
também aumentam de volume e passam a acumular compostos fenolicos (fig. 3L). Uma
caracteristica de destaque nas anteras das espécies estudadas de Byrsonima é a
diferenciac¢do de uma fileira longitudinal de células volumosas com contetudo de aspecto
floculado e natureza fenolico na face abaxial dos microsporangios. Estas células
comecam a se diferenciar cedo, antes das camadas parietais secundarias completarem
suas divisoes periclinais (fig. 3B), e aumentam de tamanho concomitantemente ao
desenvolvimento das anteras (fig. 3D, L, Q). O contetido destas células tem aspecto denso
e floculado (fig. 3E, L, Q). Assim como em B. dealbata, testes histoquimicos nao
apontaram substancias de natureza péctica além das paredes destas células (fig. 30-P) e
também comprovaram o conteudo fendlico, igualmente presente nas células epidérmicas

do conectivo e na bainha do feixe vascular em B. intermedia (fig. 30, Q).

4.3. Desenvolvimento das anteras de Galphimia gracilis e Verrrucularia

glaucophylla (clado galphimioide)

Nessas espécies, os primérdios das anteras sdo caracterizados por células
indiferenciadas, justapostas e densas, como mostrado em G. gracilis (fig. 4A).
Internamente a protoderme, diferencia-se a camada parietal primdria e os
microsporangios com as células arquesporiais (fig. 4B). Durante a morfogénese da parede

da antera, as cé¢lulas arquesporiais se multiplicam e aumentam de volume (fig. 4B-D). As
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células da camada primaria se dividem periclinalmente, originando duas camadas de
células, as camadas parietais secundarias (fig. 4C). As células das camadas parietais
secundarias, externa e interna, também se dividem periclinalmente, dando origem a
quatro camadas de células (fig. 4D). A camada de células imediatamente subepidérmica
se diferencia no endotécio, as duas camadas adjacentes internas em camadas médias e a
camada mais interna, que margeia o tecido esporogénico, produz o tapete (fig. 4E).
Assim, ao final da morfogénese da parede da antera, hd cinco camadas parietais:
epiderme, endotécio, duas camadas médias e tapete (fig. 4E). O desenvolvimento das

anteras de G. gracilis e V. glaucophylla se enquadram ao tipo basico.

O tapete ¢ a primeira camada a se diferenciar na parede da antera de G. gracilis,
sendo composto por células que se tornam binucleadas, e de citoplasma denso (fig. 4F).
Quando o tapete esta diferenciado, os microsporocitos passam pela meiose, que ¢
simultanea (fig. 4G), e ddo origem a tétrades tetraédricas de microsporos, marcando o fim
da microsporogénese (fig. 4H). Quando se desprendem da tétrade, a exina ¢ depositada
nas paredes dos microsporos, e estes passaram posteriormentepor processo de
vacuolizacdo e aumento de volume (fig. 4J), formando o poélen imaturo. Tanto o tapete
quanto as camadas médias colapsam e serdo sdo absorvidos (fig. 4J) durante a
microgametogénese. No endotécio, as paredes celulares apresentam espessamento
fibroso, lignificado (fig. 4J). O espessamento das células do endotécio de G. gracilis é
menos conspicuo e o mais delgado dentre as espécies estudadas (fig. 4)). Contudo, ocorre
o espessamento das paredes das células internas a epiderme por todo perimetro da antera
(fig. 4K-L). Quando em deiscéncia, a parede da antera de G. gracilis ¢ composta pela
epiderme, que € persistente, pelo endotécio e por resquicios de camadas meédias e do
tapete (fig. 4J-K). Quando disperso, o polen contém microgametofito com duas células,

uma vegetativa e uma generativa (fig. 4M).

Em G. gracilis, ha acimulo de compostos fenolicos nas células epidérmicas (fig.
1J; fig. 4J-K). As células epidérmicas na face abaxial das anteras aumentam de volume
durante o desenvolvimento, alcancando o volume maximo pouco antes da deiscéncia das
anteras (fig. 4K-L). Ainda, observou-se o desenvolvimento de um conjunto de células
com contetdo fenolico no conectivo, que formam uma fileira paralela a epiderme (fig.
4B, C, K). A sua diferenciagdo se inicia junto a diferenciacdo da camada parietal priméaria

(fig. 4B).

O desenvolvimento das anteras de V. glaucophylla é semelhante ao das anteras de

G. gracilis. No entanto, nos microsporangios laterais de V. glaucophylla, observam-se
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emergéncias apicais com volume maior que o dos microsporangios em cada teca (fig.
IM-0). O desenvolvimento das emergéncias se inicia paralelamente a diferenciacdo da
camada parietal priméria nos microsporangios (fig. 5SA). A medida em que ocorre a
multiplicagdo das camadas parietais das anteras, as células epidérmicas da por¢do distal
das emergéncias aumentam consideravelmente de volume (fig. SB-C). Ao final da
morfogénese, a parede da antera ¢ constituida por cinco camadas (fig. 5D). A camada
mais externa se diferencia na epiderme, a camada adjacente interna produz o endotécio,
as duas camadas intermedidrias formam camadas médias e a camada mais interna
constitui o tapete. Nos microsporangios, sincronicamente a formagao da parede da antera,
as c¢lulas arquesporiais se multiplicam e aumentam de volume (fig. SA-C). Das células
arquesporiais, diferenciam-se os microsporocitos (fig. 5D), e estes, apds passarem por

meiose, na qual a citocinese ¢ simultinea (fig. SE), geram tétrades tetraédricas de

microsporos (fig. 5F)

Concomitante ao aumento de tamanho das células dérmicas das emergéncias, o
tecido fundamental subepidérmico prolifera, distanciando as emergéncias dos
microsporangios (fig. SF). Assim, estas estruturas conectam-se as anteras por uma “faixa”
estreita de tecido fundamental e epiderme (Fig. 5F). Nas emergéncias, o protoplasto das
células epidérmicas possui aspecto floculado, com presenca de compostos fenolicos e

vacuoma muito desenvolvido (fig. 5D, F).

O tapete de V. glaucophylla é do tipo secretor, com células binucleadas (fig. 5G), e
bem como as camadas médias, ¢ reabsorvido na maturidade das anteras (fig. SH). Na
maturidade, a parede da antera ¢ composta por epiderme persistente, endotécio e
resquicios de camadas médias e tapete (fig. SH). As células do endotécio nos
microsporangios medianos sdo volumosas e apresentam espessamento fibroso,
lignificado na parede celular. O espessamento secunddrio nas células do endotécio nos
microsporangios laterais € menos conspicuo e essas células sio menores e ndo aumentam
de volume (Fig. SH). Além disso, na regido mais interna, as células do conectivo
adjacentes a epiderme também apresentam espessamento secundario (Fig. SH). Os graos

de pélen sdo dispersos na forma bicelular (Fig. 51).
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5. DISCUSSAO

Embora a literatura registre dados sobre o desenvolvimento das anteras de poucas
espécies, os dados levantados neste trabalho indicam que ha conservantismo no
desenvolvimento das anteras nas linhagens basais de Malpighiaceae. Dentre os estados
de carater conservados durante o desenvolvimento, destacam-se principalmente o tipo
basico de desenvolvimento das anteras, o tapete secretor com células binucleadas e o grao
de pélen disperso com duas células (Miyashita 1964; Davis 1966; Siddiqui 1968, Johri et
al. 1992; Avalos et al. 2020). Para favorecer a compreensdo, a Tabela 1 compila os dados
disponiveis na literatura sobre esses caracteres em Malpighiaceae, e nas familias de

Malpighiales filogeneticamente proximas a Malpighiaceae.

Em sua obra Comparative Embryology of Angiosperm, Johri et al. (1992)
descreveu a parede das anteras de Malpighiaceae ao final de sua morfogénese sendo
compostas por epiderme persistente, endotécio com células espessadas, duas camadas
médias efémeras, tapete secretor bisseriado, com células bi- ou tetranucleadas. No
entanto, nas ilustragdes das espécies, o autor registra que a parede das anteras de
Malpighia glabra e Galphimia glauca apresentam cinco camadas de células (em nossa
interpretacdo, epiderme, endotécio, duas camadas médias e tapete), sendo que, na ultima
espécie, a camada adjacente ao microsporangio ¢ composta por células binucleadas.
Davis (1966) generalizou que as paredes das anteras de Malpighiaceae sao compostas por
epiderme persistente, endotécio com espessamento fibroso, duas camadas médias
efémeras e tapete glandular com células multinucleadas. Miyashita (1964) e Siddiqui
(1968), descreveram, respectivamente, a formacao da parede da antera de M. glabra e M.
coccigera L. e ambos também relataram cinco camadas parietais. Em concordancia,
Avalos et al. (2020) descreveram a parede da antera de Stigmaphyllon bonariense (Hook.
& Arm.) C.E. Anderson e S. jatrophifolium A.Juss. sendo compostas por epiderme
persistente, endotécio com espessamento fibroso, duas camadas médias efémeras e tapete,
invasivo (ameboide) nado sincicial em S. bonariense e secretor em S. jatrophifolium. As
espécies analisadas neste trabalho compartilham com as espécies da literatura as cinco
camadas parietais compondo as anteras, com exce¢do de P. pyroidea a qual possui trés
camadas médias, e portanto seis camadas parietais. Salvo G. glauca, todas as espécies
registradas da literatura fazem parte de linhagens derivadas de Malpighiaceae (sensu

Davis & Anderson 2010).

Estudando Bergia ammanioides Roxb. e B. capensis Linn., espécies de

Elatinaceae, grupo irmao de Malpighiaceae, Kajale (1939) e Raghavan & Srinivasan
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(1940), respectivamente, descreveram cinco camadas parietais nas anteras ao final de sua
morfogénese. Em suas obras, Davis (1966) e Johri et al. (1992) também descreveram
cinco camadas parietais compondo a parede das anteras de Elatinaceae. Neste sentido,
uma vez que as espécies citadas da literatura estdo em concordancia com as espécies de
linhagens basais de Malpighiaceae estudadas neste trabalho em relagdo ao numero das
camadas que compde a parede da antera, € provavel que este seja um estado de carater
plesiomorfico em Malpighiaceae. Esses dados sugerem que o ancestral comum de
Malpighiaceae e Elatinaceae, possivelmente também possuia cinco camadas parietais
constituindo a parede da antera, ou seja, epiderme persistente, endotécio com

espessamento fibroso, duas camadas médias efémeras e tapete.

No classico trabalho de 1966, Davis propos que o desenvolvimento das paredes
das anteras pode ser enquadrado em quatro tipos: basico, dicotiledoneo, monocotiledoneo
e reduzido. Estes se distinguem uns dos outros em relacdo a origem ontogenética das
camadas parietais nas anteras maduras, baseado no processo de divisdo celular e
diferenciagdo das camadas parietais secundarias nas anteras jovens . Davis (1966)
acredita que o tipo de desenvolvimento das anteras ndo ¢ um carater com alta variagdo a
nivel intrafamiliar. Embora poucas espécies tenham sido amostradas em Malpighiaceae,
nossos dados corroboram esta hipdtese, ja que o tipo basico de desenvolvimento foi
registrado nas espécies basais da familia e em outras espécies registradas na literatura

(Miyashita 1964; Davis 1966; Siddiqui 1968; Avalos et al. 2020; ver Tabela 1).

Em relacdo ao tapete, as espécies basais de Malpighiaceae e algumas espécies de
linhagens derivadas, como M. coccigera (Siddiqui 1968) e S. jatrophifolium (Avalos et
al. 2020), compartilham o tapete do tipo secretor com espécies de Elatinaceae (Kajale
(1939; Raghavan & Srinivasan 1940; Johri ef al. 1992). Furness (2011) propds que o
tapete do tipo secretor ¢ plesiomorfico em Malpighiales e, provavelmente, como os
nossos dados indicam, ¢ também em Malpighiaceae. Além de Malpighiaceae, este tipo de
tapete também foi registrado em outras familias de Malpighiales, como Caryocaraceae
(Godoi 2019 e referéncias citadas nele), Chrysobalanaceae (Furness 2013),
Euphorbiaceae (Kapil & Bhatnagar 1994), Ochnaceae (Furness 2013), Peraceae (Franca
& De-Paula 2017), Putranjivaceae (Tokuoka & Tobe 1999), Salicaceae (Furness 2011),
Violaceae (Furness 2011). A hipdtese de Furness (2011) vem recebendo suporte de
diversos trabalhos, no entanto, ¢ necessario que outras familias de Malpighiales sejam

amostradas para tal confirmagao.
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Avalos et al. (2020) encontraram tapete do tipo secretor em S. jatrophifolium e
tapete invasivo (ameboide) nao sincicial (sensu Pacini et al. 1985) em S. bonariense.
Munshi & Farooq (1969) citam que, em Stigmaphyllon periplocaefolium f. intermedium
Nied., o tapete forma um periplasmédio (sindnimo de tapete ameboide sincicial).
Stigmaphyllon ¢ parte do clado stigmaphylloide, uma linhagem derivada de
Malpighiaceae (Davis & Anderson 2010). Uma vez que os trés tipos de tapete foram
registrados em Stigmaphyllon e que o tapete do tipo secretor ¢ também registrado em
espécies de linhagens basais de Malpighiacea, e portanto, provavelmente, ¢ o estado
plesiomorfico do tapete na familia, € possivel que o tapete em algumas linhagens de
Stigmaphyllon esteja passando por um processo de transformacdo de estado de carater.
Neste cenario, o tapete invasivo nao sincicial pode ser considerado um estado transicional
entre o tapete do tipo secretor ¢ o tapete do tipo ameboide (invasivo sincicial).
Corroborando esta hipotese e evidenciando esta possivel transicdo de carater, Furness
(2011) registrou tapete plasmodial em Passifloraceaec (Malpighiales) e atestou que este
carater pode significar uma apomorfia dessa familia, j4 que na ordem o tapete secretor é

considerado plesiomorfico (Furness 2011).

De acordo com Johri et al. (1992), as células do tapete em Malpighiaceae podem
ser bi- ou tetranucleadas. Davis (1966) relata que o tapete de Malpighiaceae ¢ composto
por células que se tornam multinucleadas.. O tapete das espécies basais de Malpighiaceae
¢ composto por células que se tornam binucleadas.Neste. Em G. glauca, espécie de
galphimioide, Johri et al. (1992) ilustraram o tapete sendo composto por células
binucleadas no momento da formacgdo das tétrades de microsporos. Nas espécies de
linhagens derivadas de Malpighiaceae, S. bonariense e S. jatrophifolium, Avalos et al.
(2020) observaram que, no momento em que as tétrades de microsporos sao formadas, as
células do tapete deixam de ser binucleadas e se tornam multinucleadas. No tapete de M.
coccigera, Siddiqui (1968) também registrou células binucleadas que, ocasionalmente se
tornam tetranucleadas. Em Elatinaceae, familia irma de Malpighiaceae, varios autores
relataram células binucleadas no tapete (Kajale 1939; Raghavan & Srinivasan 1940;
Davis 1966; Johri ef al. 1992). Todos esses dados corroboram que o tapete com células
binucleadas seja o estado plesiomoérfico em Malpighiaceae. Em linhagens derivadas, o
tapete permanece em um estado binucleado antes de se tornar multinucleado, ou seja, o
estado plesiomorfico € uma parte transitéria do desenvolvimento. Além disso, ha grande

conservantismo do estado binucleado entre as espécies das linhagens basais de
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Malpighiaceae e de Elatinaceae. Em todas as espécies relatadas, tanto tapete quanto

camadas médias sdo efémeros.

Considerando a microsporogénese, a citocinese simultanea foi registrada em todas
as espécies de linhagens basais estudadas neste trabalho. Neste tipo de citocinese, s6 ha
formagao de parede celular apos os dois eventos de divisao nuclear (Maheshwari 1950),
ou seja, as duas fases da meiose ocorrerem. Em congruéncia, este carater também foi
registrado nas espécies de linhagens derivadas de Malpighiaceae M. coccigera (Siddiqui
1968), S. bonariense e S. jatrophifolium (Avalos et al. 2020). Ainda, a citocinese
simultdnea foi observada em outras familias de Malpighiales, como Caryocaraceae
(Godoi 2019 e referéncias citadas nele), Chrysobalanaceae (Furness 2013), Ochnaceae
(Furness 2013), Peraceae (Franca & De-Paula 2017), Putranjivaceae (Tokuoka & Tobe
1999), Salicaceae (Furness 2011), e Violaceae (Furness 2011). Baseado no
conservantismo deste carater, Furness (2011) considerou que a citocinese simultanea &,
provavelmente, o estado plesiomodrfico em Malpighiales. Nossos dados sugerem que esse

estado seja plesiomorfico também em Malpighiaceae.

E sabido que o arranjo das tétrades de microsporos guarda relagdo com o tipo de
citocinese, devido a orientacdo dos fusos acromaticos durante a divisao celular. Assim, o
arranjo tetraédrico ¢ o mais comum apds a citocinese simultanea (Furness et al. 2002).
Davis (1966) declarou que tétrades tetraédricas, isobilaterais e decussadas podem ser
encontradas em Malpighiaceae, enquanto Siddiqui (1968) observou tétrades romboidais,
decussadas, isobilaterais e tetraédricas em M. coccigera. Como também observado nas
espécies estudadas no presente trabalho, Avalos er al. (2020) registraram tétrades
tetraédricas em espécies de Stigmaphyllon. Ja em Elatinaceae, ocorrem tétrades
isobilaterais e tetraédricas em Bergia ammanioides (Kajale 1939), e tetraédricas em B.
capensis (Raghavan & Srinivasan 1940). Embora, o arranjo das tétrades de microsporos
ndo parega ser um sinal filogenético entre linhagens de Angiospermas (Furness et al.
2002), as espécies basais de Malpighiaceae apresentaram grande conservantismo no
arranjo tetraédrico de suas tétrades. Contudo, € provavel que isso esteja mais relacionado
a forte relacdo entre a citocinese simultanea e a formagao de tétrades tetraédricas, do que

ao conservantismo do formato tetraédrico em si.

Em todas as espécies analisadas neste trabalho, os graos de pélen sdo dispersos na
forma binucleada. Este estado de carater ¢ compartilhado com outras espécies de
Malpighiaceae, de linhagens basais e derivadas (Davis 1966; Siddiqui 1968; Johri et al.

1992; Avalos et al. 2020; conferir na Tabela 1). Sabe-se, ainda, que este carater ¢
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compartilhado com espécies de Elatinaceae (Kajale 1939; Raghavan & Srinivasan 1940)
e de outras familias de Malpighiales (Tokuoka & Tobe 1999; Furness 2011; 2013; Tobe
& Raven 2011; Franca & De-Paula 2017; Godoi 2019). Furness (2011) destacou que,
possivelmente, a dispersdo dos graos de poélen na forma binucleada seja uma condi¢do
plesiomérfica em Malpighiales. Os dados deste trabalho indicam que ¢ possivel que este

carater seja também plesiomorfico em Malpighiaceae.

Durante as coletas de Byrsonima, notamos intensa predacdo de botdes florais
jovens (com cerca de um milimetro de comprimento) por insetos. Estes herbivoros furam
o botdo e consomem as pecas florais internas as sépalas, principalmente anteras e
carpelos, de forma que ndo ha como diferenciar os botdes florais predados dos nado
predados olhando externamente. Neste cendrio, poderiamos especular que as drusas
produzidas nos tecidos das anteras de Byrsonima e P. pyroidea atuariam na defesa contra
a predagao. No entanto, como muito bem apontado por Paiva (2021), isso ndo faz sentido,
uma vez que insetos herbivoros possuem adaptagdes no aparelho intestinal que permitem
o consumo de material vegetal com cristais de oxalato de calcio sem danos. E possivel
que as drusas, sobretudo aquelas que se encontram nas camadas médias, estejam
relacionadas ao fornecimento de célcio para o desenvolvimento do tapete e graos de

pdlen, como proposto por Gebura & Winiarczyk (2016) em Commelinaceae.

Durante o desenvolvimento, as anteras de todas as espécies analisadas
apresentaram abundancia de compostos fenolicos. Em G. gracilis, o acimulo de
compostos fenodlicos se deu principalmente na epiderme, por toda extensdo das anteras
maduras, e em algumas células parenquimaticas do conectivo, associadas ou ndo ao feixe
vascular. Em V. glaucophylla, os compostos fenolicos se acumulam, principalmente, nas
emergéncias das anteras, e nas células parenquimaticas adjacentes a epiderme na face
abaxial. Ja P. pyroidea apresenta intenso acumulo de compostos fendlicos nas alas
presentes nas anteras, na por¢ao de epiderme que recobre o conectivo € no parénquima
ao redor do feixe vascular. As duas espécies de Byrsonima foram as que acumularam mais
compostos fenolicos, que sao reconhecidos inclusive macroscopicamente, pela coloragdo
escura observada no conectivo. De fato, nas anteras maduras, ¢ possivel registrar a
presenca de compostos fendlicos na epiderme que recobre o conectivo, inclusive
adaxialmente, entre as tecas, e em células fundamentais do conectivo, destacando-se
aquelas que constituem a bainha do feixe vascular. Ainda, em Byrsonima ha intenso
acimulo de compostos fendlicos nas células que se diferenciam na por¢do abaxial dos

microsporangios. Testes histoquimicos evidenciaram a deposi¢cao de compostos fenolicos
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em todas as espécies, e em todos locais citados. Chama atencdo que as regides fendlicas
assumiram diferentes tonalidades indicativas de sua presenca durante os testes
histoquimicos realizados neste trabalho, indicando variedade de compostos fenolicos
totais associados as anteras de todas as espécies. O acumulo de compostos fenolicos pode
estar associado a diminuicao da palatabilidade das anteras para insetos florivoros (Swain

1979).

A presenca de alas nos microsporangios laterais das anteras de P. pyroidea ¢é outra
caracteristica que a distingue das demais espécies analisadas. Pterandra e seu género
irmao, Acmanthera (Anderson 1997), compartilham alas em suas anteras com os géneros
nao proximamente relacionados Andersoniodoxa (Davis et al. 2020) e Lophanthera Adr.
Juss. (Anderson 1981), ambos representantes do clado galphimioide. E possivel que as
alas presentes nas anteras de Pterandra e Acmanthera sejam homologas, no entanto, é
provavél que tais estruturas ndo tenham relacdo filogenética com as alas das anteras de
Andersoniodoxa e Lophanthera. O presente trabalho foi o primeiro a descrever a
ontogénese das alas das anteras de Pterandra, evidenciando a origem exclusivamente

epidérmica dessas estruturas.

As emergéncias que ocorrem no apice das anteras de V. glaucophylla é exclusiva
da espécie (Anderson 1981), e este foi o primeiro trabalho a descrever a ontogénese dessas
estruturas. A espécie compartilha apéndices nas anteras com outros géneros no clado
galphimioide, como Andersoniodoxa (Davis et al. 2020) e Lophanthera Adr. Juss.
(Anderson 1981). No entanto, em Andersoniodoxa e Lophanthera esses apéndices
possuem formato de alas (Davis et al. 2020; Anderson 1981), enquanto em Verrucularia,
esses sao observados como um agrupamento de vesiculas, que podem ser apicais como
em V. glaucophylla, ou ocuparem toda a extensdo vertical das anteras como em V. piresii
Anderson (Anderson 1981). E improvavel que as emergéncias de Verrucularia sejam
homologas as alas de Andersoniodoxa e Lophanthera, ja que, embora esses géneros
estejam incluidos no mesmo clado, Verrucularia nao ¢ proximamente relacionada aos

outros dois (Davis et al. 2020).

As células epidérmicas na face abaxial do conectivo de Malpighiaceae nos
chamaram atencdo por terem grande volume e serem distintas das demais células
epidérmicas. Gates (1982) referiu a possibilidade destas células serem secretoras, mas, na
literatura, poucos sdo os trabalhos que testam esta hipdtese (Possobom et al. 2015;
Arévalo-Rodrigues et al. 2020). Possobom et al. (2015) caracterizaram a secrecao das

glandulas do conectivo de Diplopterys pubipetala (A. Juss.) W.R. Anderson & C. Davis
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(clado stigmaphylloide) como mista, contendo lipideos, terpenos, polissacarideos e
proteinas. Arévalo-Rodrigues et al. (2020) realizaram diversos testes histoquimicos em
espécies do clado stigmaphylloide, a fim de verificar a possivel fungdo secretora nestas
células. Embora os testes histoquimicos ndo tenham sido positivos para a maior parte das
espécies, os autores concluiram, a partir do aspecto das células, que elas constituem
osmoforos e/ou elaioforos. Gates (1982) propds que a secrecao das glandulas do
conectivo de Malpighiaceae poderia aumentar a adesao dos graos de polen ao ventre dos
polinizadores e, por consequéncia, favorecer a polinizacdo. Até o momento em que o
presente trabalho foi escrito, contudo, ndo ha publicagdes na literatura que testem esta
hipétese. E evidente que as células epidérmicas na porgdo dorsal do conectivo sdo
diferentes das demais células epidérmicas, nossos dados corroboram isto. Quanto a
funcdo delas, analises mais minuciosas e experimentais devem ser conduzidas e o numero

de espécies amostradas precisa ser ampliado para que se possa chegar a uma conclusio.
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6. CONCLUSAO

Entre as espécies basais de Malpighiaceae e as familias proximas
filogeneticamente, hd grande conservantismo de estados de caracteres relativos ao
desenvolvimento das anteras, sendo estes possiveis estados plesiomorficos na familia.
Dentre tais caracteres, pode-se citar o tipo de desenvolvimento das anteras, o tipo de
tapete, o numero de nucleos das células de tapete, o tipo de citocinese dos
microsporocitos, o formato das tétrades de microsporos € o numero de células presentes

no grao de polen no momento de sua dispersao.

A principal diferenca encontrada nas espécies analisadas neste trabalho foi a
terceira camada média de P. pyroidea, uma camada adicional em relagdo as demais
espécies de Malpighiaceae com dados de desenvolvimento disponiveis na literatura. Ja
em relacdo ao desenvolvimento das anteras de espécies de linhagens derivadas ja
publicadas, a maior diferenca esta no tapete, no qual as células podem se tornar
multinucleadas. Além disso, ha o registro de tapete ameboide, indicando uma possivel
mudanga de estado neste carater, de secretor para ameboide, nas linhagens derivadas de
Malpighiaceae. Somando-se as espécies analisadas neste trabalho as espécies disponiveis
na literatura, tem-se que apenas 0,84% das espécies de Malpighiaceae t€m o
desenvolvimento de suas anteras, microsporogénese e microgametogénese descritos. E

fundamental ampliar o nimero de espécies e clados amostrados em Malpighiaceae.
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LEGENDAS DAS FIGURAS

Figura 1. Aspectos gerais das anteras das espécies de Malpighiaceae estudadas. (A-C)
Pterandra pyroidea. (A) Secgao transversal da antera na pré-antese. (B-C) Morfologia da
antera em vista adaxial e abaxial, respectivamente. (D-F) Byrsonima dealbata. (D) Secgao
transversal da antera na pré-antese. (E-F) Morfologia da antera em vista adaxial e abaxial,
respectivamente. (G-1) Byrsonima intermedia. (G) Secgao transversal da antera na pré-
antese. (H-I) Morfologia da antera em vista adaxial e abaxial, respectivamente. (J-L)
Galphimia gracilis. (J) Seccdo transversal da antera na pré-antese. (K-L) Morfologia da
antera em vista adaxial e abaxial, respectivamente. (M-O) Verrucularia glaucophylla.
(M) Seccao transversal da antera na pré-antese. (N-O) Morfologia da antera em vista
adaxial e abaxial respectivamente. Barras de escala: A, D, G, J, M: 100um; B-C, E-F, H-
I, K-L, N-O: Imm.

Figura 2. Antera de Pterandra pyroidea em secgdes transversais. (A) Primordio da
antera. (B) Antera jovem, ja com formato bilobado e quatro regides esporogénicas em
formacdo, duas deles visiveis; notar a protoderme e a camada parietal primaria em
diferenciagdo. (C) Teca de uma antera jovem, no comeco da diferenciacdo das camadas
parietais secundarias externa e interna; observar diversas células em mitose. (D)
Microsporangio durante as divisdes celulares das camadas parietais secundarias. (E)
Microsporangio em divisdo celular na camada parietal terciaria; notar aumento do nimero
de camadas parietais em relagdo a figura anterior. (F-G) Antera ao final da morfogénese
da parede dos microsporangios e do conectivo. (F) Vista geral. (G) Microsporangio com
as seis camadas parietais formadas. (H) Microsporangio e seu tapete secretor; observar
divisdo nuclear e a presenca de célula binucleada. (I) Vista geral da antera com tapete
diferenciado; no conectivo, notar que o feixe vascular j4 apresenta elementos de vaso
diferenciados; observar, ainda, a expansao anticlinal de parte das células epidérmicas do
microsporangio lateral, formando a protuberancia latero-basal. (J) Microsporangio com
tétrades tetraédricas de microsporos. (K) Detalhe a parede da antera durante a maturacao
dos graos de polen; notar os espessamentos nas paredes das células do endotécio e as
c€lulas do tapete e das camadas médias em degeneragdo. (L) Células do endotécio com
espessamento fibroso e lignificado, em suas paredes. (M) Detalhe do grao de pdlen
bicelular. (N) Vista geral da antera durante a deiscéncia. Asterisco, ala da antera; ponta
de seta: mitose; elipse tracejada, célula binucleada no tapete; seta, drusas; ar, célula
arquesporial; en, endotécio; ep, epiderme; es, estomio; gc, célula generativa; ip, grao de
p6len imaturo; ml, camadas médias; mm, microsporocito; pc, procambio; pd, protoderme;
pp, camada parietal primaria; sp, camada parietal secundaria; ta, tapete; tt, tétrade; vb,
feixe vascular; vc, célula vegetativa. Barras de escala: A-E, K: 20 um; G-H, J, L-M: 10
pm; I: S0pum; F, N: 100pum.

Figura 3. Anteras de Byrsonima dealbata (A-L, N) e Byrsonima intermedia (M, O-Q)
em secgoes transversais (A-N) e longitudinais (O-Q). (A) Antera jovem, com epiderme e
camada parietal primaria em diferenciagdo; notar que as células epidérmicas abaxiais ja
acumulam compostos fendlicos. (B) Teca de antera jovem com suas camadas parietais
secundarias em diferenciagdo. (C) Teca da antera ao final da morfogénese da parede dos
microsporangios, com cinco camadas de células. (D) Vista geral da antera ao final da
morfogénese; no conectivo, notar a epiderme com células fendlicas evidentes, tanto
abaxial quanto adaxialmente, e a presenca de idioblastos fenolicos volumosos, dispostos
abaxialmente aos microsporangios. (E) Pormenor do microsporangio ao final da
morfogénese da antera. (F) Microsporangio com a parede diferenciada, evidenciando as
cinco camadas que a compdem e o tapete com células densas. (G) Detalhe do tapete
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secretor; notar célula poliploide (circulo tracejado). (H) Microsporangio durante a meiose
dos microsporocitos; notar que nao ha formacdo de parede entre os nucleos,
caracterizando citocinese simultanea. (I-J) Microsporangio apos a meiose e formacao das
tétrades tetraédricas de microsporos; em (J), observar detalhe do tapete. (K)
Microsporangio com graos de pdlen imaturos; notar as camadas médias comprimidas.
(L) Vista geral da antera com polen imaturo; notar a epiderme fendlica na face abaxial e
adaxial do conectivo e na bainha do feixe vascular. (M) Microsporangio durante a
deiscéncia; na parede da antera, notar a epiderme persistente ¢ as células do endotécio
com espessamento secundario lignificado e a presenca de algumas drusas. (N) Detalhe do
polen maduro, que ¢ bicelular. (O-Q) Testes histoquimicos na antera em deiscéncia. (O)
Sec¢do controle, observada em dgua. (P) Coloracdo com vermelho de ruténio,
evidenciando que apenas as paredes celulares reagiram. (Q) Reacdo ao cloreto férrico,
mais intensa na bainha do feixe vascular, e no protoplasto dos idioblastos. Ponta de seta
vazada, idioblastos com contetido fendlico na face abaxial dos microsporingios; seta,
drusas; ar, célula arquesporial; en, endotécio; ep, epiderme; gc, célula generativa; ml,
camadas médias; mm, microsporocitos; pp, camada parietal primaria; sp, camada parietal
secundaria; ta, tapete; tt, tétrade; vb, feixe vascular; ve, célula vegetativa. Barras de
escala: A-C, E, M: 20um; D, O-P: 50um; F-K, N: 10um; L, Q: 100pum.

Figura 4. Antera de Galphimia gracilis em secgOes transversais. (A) Primordio da antera.
(B) Antera jovem com a camada primaria em diferenciacdo. (C) Antera jovem com as
duas camadas parietais secundarias em diferenciacdo. (D) Microsporangio durante a
formag¢do das camadas parietais (ponta de seta indica mitose); notar as células
arquesporiais. (E) Microsporangio ao final da morfogénese da parede da antera, com as
cinco camadas de células formadas. (F) Detalhe do tapete secretor; notar células
binucleadas (elipse tracejada) e células volumosas na regido fundamental abaxial do
conectivo (ponta de seta vazada). (G) Microsporangio durante a meiose dos
microsporocitos; notar a auséncia de parede celular entre os nucleos, caracterizando a
meiose simultanea. (H) Microsporangio contendo as tétrades tetraédricas de microsporos.
() Microsporangio durante a maturacdo dos graos de polen. (J) Detalhe de
microsporangio de antera em deiscéncia; notar a epiderme persistente com conteudo
fenolico e o espessamento fibroso e muito delgado nas células do endotécio. (K) Vista
geral da antera durante a antese; notar que a epiderme ¢ fenolica, com células abaxiais
maiores € mais conspicuas que as adaxiais, € que as células adjacentes a epiderme também
tém espessamento secundario lignificado; notar, ainda, a presenca de grandes idioblastos
fenolicos, que formam uma faixa imersa na regido fundamental, abaxialmente ao feixe,
enquanto idioblastos adaxiais ao feixe sdo menores e dispostos irregularmente. (L)
Detalhe do endotécio diferenciado no conectivo. (M) Detalhe do grao de pélen maduro.
Ponta de seta vazada, idioblastos fenolicos do conectivo no inicio da diferenciagdo; ar,
célula arquesporial; en, endotécio; ep, epiderme; es, estomio; gc, c€lula generativa; ip,
grao de polen imaturo; ml, camadas médias; mm, microsporocito; pd, protoderme; pp,
camada parietal primaria; sp, camada parietal secundaria; ta, tapete; tt, tétrade; vc, célula
vegetativa. Barras de escala: A, D-E, G-H, J, L: 20um; B-C, F, I: 50pum; K: 100pum; M:
10pm.

Figura 5. Antera de Verrucularia glaucophylla em secgdes transversais. (A) Antera
jovem, com epiderme e camada parietal primaria ja diferenciadas. (B) Microsporangio
lateral com formagdo de projecdo apical, inicialmente formada por células epidérmicas
que se dividiram e aumentaram de volume. (C) Teca ao final da produ¢do das camadas
que delimitam o microsporangio. (D) Teca exibindo um microsporangio lateral,
evidenciando o tecido fundamental da parede da antera que protrude em diregdo as células
epidérmicas, compondo uma emergéncia; notar, na parede do microsporangio, todos os
estratos formados enquanto a meiose ocorre a partir dos microsporocitos. (E) Detalhe de
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microsporocitos durante a meiose, notar auséncia de parede celular durante o processo de
divisdo, configurando a citocinese simultanea. (F) Detalhe da emergéncia de
microsporangio lateral, imediatamente apds a produgdo das tétrades tetraédricas de
microsporos. (G) Detalhe do microsporangio durante a maturagao do polen, mostrando o
tapete secretor, com célula binucleada (elipse tracejada) (H) Teca de antera proxima a
deiscéncia; notar como o espessamento fibroso das células do endotécio € mais conspicuo
nos microsporangios medianos que nos laterais; notar o espessamento fibroso, semelhante
ao do endotécio, nas células do conectivo adjacentes a epiderme na face abaxial da antera
(destaque na figura na posicdo marcada pelo quadrado tracejado); notar o aspecto
floculado do contetudo protoplasmatico das células da emergéncia. (I) Detalhe do grao
de pdélen maduro no momento da deiscéncia. Asterisco, emergéncia apical da antera; ar,
célula arquesporial; en, endotécio; ep, epiderme; gc, célula generativa; ip, grao de pdlen
imaturo; ml, camadas médias; mm, microsporocito; mp, grao de pdlen maduro; pp,
camada parietal primaria; sp, camada parietal secundaria; ta, tapete; tt, tétrade; vc, célula
vegetativa. Barras de escala: A-B, E, G: 20um; C-D, F: 50um; I: 10pm; H: 100pm.
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TABELA 1
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Caracteres do desenvolvimento de anteras de Malpighiaceae e outras familias de Malpighiales e seus estados (estados de carater plesiomorficos,
observados nas espécies de linhagens basais de Malpighiaceae, estdo destacados com negrito).

Malpighiaceae

Byrsonima dealbata Griseb.!
(byrsonimoide)

Byrsonima intermedia A.Juss.!
(byrsonimoide)

Galphima glauca Cav.?
(galphimioide)

Galphimia gracilis Bartl.!
(galphimioide)

Pterandra pyroidea A.Juss.!
(acmantheroide)

Verrucularia glaucophylla Juss.!
(galphimioide)

Malpighia coccigera L.?
(malpighioide)

Malpighia glabra L.*
(malpighioide)

Stigmaphyllon bonariense (Hook.
& Arn.) C.E. Anderson °
(stigmaphylloide)

Stigmaphyllon periplocaefolium f.
intermedium Nied. ¢
(stigmaphylloide)

Numero de
camadas
parietais

cinco
cinco
cinco
cinco
seis

cinco

cinco

cinco

cinco

Tipo de

desenvolvimento

das anteras

Basico

Basico

Basico

Basico

Basico

Basico

Basico

Basico

Basico

Tipo de
tapete

secretor
secretor
secretor
secretor
secretor

secretor

secretor

secretor

ameboide
nao
sincicial
ameboide
sincicial

Numero de
nucleos no
tapete

dois

dois

dois

dois

dois

dois

dois,
ocasionalmente
multinucleado

multinucleado

Tipo de
citocinese

simultinea
simultinea
simultinea
simultinea
simultinea

simultinea

simultanea

simultanea

Formato da
tétrade

tetraédrico

tetraédrico

decussato e
isobilateral

tetraédrico
tetraédrico

tetraédrico

decussato,

isobilateral,
tetraédrico e
rombondal

tetraédrico

Numero de
células no
polen

duas
duas
duas
duas
duas

duas

duas

duas

duas


https://www.ipni.org/a/6973-1

Stigmaphyllon jathrophifolium A.

Juss. ’
(stigmaphylloide)

Caryocaraceae ’

Caryocar brasiliense Cambess.

Chrysobalanaceae ®

Chrysobalancus icaco L.

Licania apetala Fritsch

Licania michauxii Prance

Elatinaceae

Bergia ammanioides Roxb. °

Bergia capensis L. '°

cinco

quatro

cinco

cinco

cinco

cinco

cinco

Basico

Dicotiledoneo

Basico

Basico

Basico

Basico

Basico

secretor

secretor

secretor

secretor

secretor

secretor

secretor

multinucleado

um

dois

dois

dois

dois

dois

simultanea

simultanea

simultanea

simultanea

simultanea

simultanea

tetraédrico

tetraédrico

tetraédrico,
ocasionalmente
decussato
tetraédrico,
ocasionalmente
decussato
tetraédrico,
ocasionalmente
decussato

tetraédrico,
bilateral em
menor
propor¢ao
tetraédrico,
bilateral em
menor
propor¢ao

duas

duas

duas

duas

duas

duas

duas
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Irvingiaceae !
Irvingia gabonensis Baill. ex : , . . . R predominante
L cinco Basico secretor dois simultanea Y q duas
anen. tetraédrico
Irvingia smithitw Hook.f. : , . . . R predominante
cinco Basico secretor dois simultanea L q duas
tetraédrico
Putranjivaceae '
Drypetes integérrima (Koidz.) ) L. ) . . predominante
Hosok cinco Basico secretor dois simultanea y g duas
osok. tetraédrico
Drypetes arguta Hutch. , , . . . . predominante
cinco Basico secretor dois simultanea y g duas
tetraédrico
Drypetes gerrardnii Hutch. . ) . . redominante
cinco Basico secretor dois simultanea p y g duas
tetraédrico
Drypetes gerrardinioides Radcl.- ) ) . . redominante
S cinco Basico secretor dois simultanea P y g duas
m. tetraédrico
Putranjiva formosana Kaneh. & : L. . . R predominante
& cinco Basico secretor dois simultanea L a duas
Sasaki tetraédrico
Putranjiva matsumurae Koidz. _ , . . . R predominante
cinco Basico secretor dois simultanea ya duas
tetraédrico

Os numeros na tabela indicam os trabalhos de onde estes dados foram retirados: 1- dados apresentados neste trabalho; 2- Singh 1959; 3- Siddiqui
1968; 4- Miyashita 1964; 5 - Avalos et al. 2020; 6 - Johri 1992; 7- Godoi 2019; 8- Tobe & Raven 1984; 9- Kajale 1939; 10- Raghavan & Srinivasan
1940; 11- Tobe & Raven 2011; 12 - Tokuoka & Tobe 1999. (-) dados ndo disponiveis.


https://www.ipni.org/a/31201-1
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https://www.ipni.org/a/4931-1
https://www.ipni.org/a/4128-1
https://www.ipni.org/a/4249-1
https://www.ipni.org/a/4249-1
https://www.ipni.org/a/8075-1
https://www.ipni.org/a/8075-1
https://www.ipni.org/a/4633-1
https://www.ipni.org/a/4931-1
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