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1. Resumo

O presente trabalho teve o objetivo de estudar serd®lvimento da antera, incluindo a
microsporogénese e microgametogéneseJwmus micranthysl. microcephalu® J. tenuis

var. dichotomusavaliando caracteres que possam auxiliar na delifut infragenérica de
Juncus e compara-los aqueles disponiveis para o géneootms Juncaceae e familias
ciperideas em Poales. As trés espéciesludeus estudadas apresentaram caracteristicas
comuns como desenvolvimento da parede da anter@pdomonocotiledéneo, endotécio
uniestratificado e com espessamento em espiraladamediana uniestratificada e efémera,
tapete secretor com células uninucleadas e grapslde dispersos em tétrades tetraédricas,
trinucleadas. Como caracteres inéditos no géneramfoobservados, apenas edn
microcephalusgrdos de amido no citoplasma das células do écidoe da célula vegetativa
do gréo de podlen, em estagio anterior ao desemehto de espessamento no endotécio. A
maioria das caracteristicas embrioldgicas aquirebdas assemelha-se ao conhecido para a
género em Juncaceae, corroborando a uniformidaderia@dégica da familia dentre as

ciperideas em Poales.



2. Introducgéo

As monocotiledoneas compreendem cerca de 65.00€ciespdistribuidas em 12
ordens: Acorales, Alismatales, Arecales, Asparagal€ommelinales, Dasypogonales,
Dioscoreales, Liliales, Pandanales, Petrosavifleales e Zingiberales (APG IIl 2009). De
acordo com Chase et al. (2006), todas as ordenfod@mente sustentadas, assim como as
inter-relacdes entre as mesmas, com excecdao do dasl commelinideas, formado por
Arecales, Commelinales, Dasypogonales, Poalesghérales.

Poales se destaca como a segunda maior ordem decotiedoneas, com
significativa representatividade econémica e edobd¢GIVNISH et al. 2010) e € constituida
pelas familias: Anarthriaceae, Bromeliaceae, Cpirdaceae, Cyperaceae, Ecdeiocoleaceae,
Eriocaulaceae, Flagellariaceae, Joinvilleaceae, cabeae, Mayacaceae, Poaceae,
Rapateaceae, Restionaceae, Thurniaceae, Typhackgedaceae (LINDER & RUDALL
2005; SAARELA et al. 2007; APG I1ll 2009). Segundmder & Rudall (2005), existem,
dentro de Poales, quatro clados sustentados pos aaoleculares: o clado xirideo, que inclui
Eriocaulaceae, Mayacaceae e Xyridaceae; o cladddess formado por Anarthriaceae,
Centrolepidaceae e Restionaceae; o clado graminidee inclui Ecdeiocoleaceae,
Flagellariaceae, Joinvilleaceae e Poaceae; e @ aagukrideo, formado por Cyperaceae,
Juncaceae, Thurniaceae.

O clado ciperideo pode ser considerado dos masstentes em Poales (LINDER &
RUDALL 2005), suportado por dados moleculares e-mateculares (PLUNKETT et al.
1995; MUNRO & LINDER 1997). A relagéo entre Cyperae, Juncaceae e Thurniaceae ha
muito vem sendo apontada em diferentes sistemadadsificacdo das monocotileddneas,
correspondendo a antiga ordem Cyperales (PLUNKHETAL. €1995). Devido a reducao das
estruturas florais e complexidade na forma e omgeydio das inflorescéncias, a determinacéo
das inter-relagbes entre as ciperideas é difialtassim como o estabelecimento de
homologias (SIMPSON 1995). As trés familias aprisan como sinapomorfias
embriolégicas a microsporogénese simultanea, aaigdion de tétrades tetraédricas, gréos de
polen dispersos em tétrades, porados e trinucle@adagos anatropos, crassinucelados, com
enddstoma, e formacgéo de sementes testal-tégnit&/ENS 2011).

Juncaceae compreende sete génejorc(s Luzula Oxychloé Distichia, Patosig
Marsippospermune Rostkovia- senso KIRSCHNER et al. 2002fmrtemente relacionados
com Cyperaceae (BALSLEV 1996), e distintos com basetipo foliar e na estrutura e

arquitetura da inflorescéncia (DRABKOVA et al. 2008 maioria das espécies da familia



concentra-se em dois géneros de distribuicdo caglitenpJuncus com 315 espécies, e
Luzulag com 115 espécies (KIRSCHNER et al. 2002a, b; R&@N 2005). Segundo
Drabkova et al. (2006), ha necessidade de dadofldgicos para os diferentes taxons de
Juncaceae, para comparacao e combinacdo com datesulares e melhor compreenséao da
evolucdo da familia. Além disso, Roalson (2005)atré a necessidade de estudos
ontogenéticos e de desenvolvimento para as estsuteprodutivas, especialmenteJdacus
parafilético (DRABKOVA et al. 2003; ROALSON 2005; RABKOVA 2010) e cuja
classificacao infragenérica € muito discutida (KBRNER et al. 2002a, b, c).

Segundo a classificagdo de Kirschner et al. (2002&), na revisdo mundial da
familia, Juncussubdivide-se em dois subgéneros e dez seddesussubgen.Agathryon
(seis sec¢bes) &uncussubgenJuncus(quatro secdes), circunscritos com base em caeacter
morfologicos vegetativos e relacionados as infloéasias.

Juncus micranthuSchrader ex E. Meyer (subgeéunincu$ ocorre do sudeste do Brasil
ao Paraguai, nordeste da Argentina e Uruguai erd&jnente na Bolivia (KIRSCHNER et al.
2002b).Juncus microcephaludumboldt (subgenJuncu$ é altamente polimorfico conforme
sua localizacao geografica, apresentando granteremgas na altura dos individuos, no grau
de ramificagdo das inflorescéncias e na morfometaa pecas florais, sendo comum a
identificacdo errdbnea dos espécimes (BALSLEV 1986¢spécie é amplamente distribuida,
ocorrendo da regido central do México até a Bqlisialeste do Brasil e norte da Argentina
(KIRSCHNER et al. 2002b)Juncus tenuiswilldenow (subgen.Agathryor) é uma das
espécies com maior variacdo nas populacdes newdio@, provisoriamente, dividida em trés
variedades tenuamente distintas (BALSLEV 1996). BYasil ocorre apena3uncus tenuis
Willdenow var.dichotomugElliott) Wood, em areas acima de 1000 m de alétdos estados
de Minas Gerais, Sdo Paulo, Parana e Rio de JgBALSLEV 1996).

Segundo Munro & Linder (1997), dados embriol6gisés importantes para testar a
monofilia de Juncaceae. No que se refere ao delsamento da antera e do pdlen, a familia é
embriologicamente conhecida com tapete secretossenado e uni a binucleado,
microsporogénese simultanea, e polen disperso @adés, trinucleadas (DAVIS 1966;
BREWBAKER 1967; DAHLGREN & CLIFFORD 1982; DAHLGRER!t al. 1985; JOHRI et
al. 1992). No entanto, alguns desses caracteresssitan de melhor compreensao,
especialmente aqueles relacionados a formacaopersi#® do pdlen em tétrades, que sao
inconsistentes com 0 mecanismo simultaneo de npicrogénese (MUNRO & LINDER
1997).



3. Objetivos

O presente trabalho teve o objetivo de estudarserd®lvimento da antera, incluindo
a microsporogénese e microgametogénese J@msus micranthysJ. microcephaluse J.
tenuis var. dichotomus como parte de um estudo embriolégico de Juncadgascou-se
avaliar caracteres que possam auxiliar na delidutagfragenérica dduncuse compara-los
aqueles disponiveis para o género além de outremdene e demais familias de ciperideas

em Poales.

4. Material e Métodos

O material botanico (Tabela 1) utilizado foi cotkiaem diferentes ecossistemas
brasileiros, predominantemente em areas de camipestres de Minas Gerais e de campos
umidos/borda de mata de Sdo Paulo. As exsicatasfdepositadas no Herbario Rioclarense
(HRCB), com duplicatas enviadas ao Herbario da émidade Federal de Pernambuco
(UFP). Do material coletado, parte foi fixada em AFA0 (JOHANSEN 1940) e
posteriormente estocada em alcool 50% com gotghadzina.

A selecdo dos diferentes estdgios de desenvoltiméas flores estaminadas foi
realizada sob estereomicroscépio. O material smladio foi desidratado em série etilica ou
butilica e incluido em historresina (FEDER & O’BRIE1968), sendo posteriormente
seccionado com navalha de aco ou vidro, com apedamente 548n de espessura, em
micrétomo rotativo. As sec¢des anatdmicas obtidaanfocoradas com acido periddico —
Reativo de Schiff (reacdo PAS) e azul de toluidiflaDER & O’'BRIEN 1968) e montadas
em Entellan. Algumas secdes foram submetidas @stdsistoquimicos utilizando-se os
seguintes reagentes: IKI para amido (SASS 194@aslV para lipidios insolaveis; e cloreto
férrico aquoso para compostos fendlicos (JOHANSEHROL A documentacao foi realizada

em fotomicroscopio, com projecao de escala microozét



Tabela 1. Lista de espéciesdimcusestudadas e respectivos dados de coleta.

Espécie Localidade Coletor e herbario
Juncus micranthuschrader ex Itirapina, SP A.l. Coan & C.C. Formiga
E. Meyer 44 (HRCB 49701); A.l

Coan & A. Oriani 50
(HRCB 52839); A.l. Coan
et al. 81 (HRCB 49689)

Diamantina, MG Al. Coan et al. 106
(HRCB 52823)
J. microcephalugiumboldt Diamantina, MG A.l. Coan et al. 74 (HRCB

49691); A.l. Coan et al.
109 (HRCB 52826)

Itirapina, SP A.l. Coan & A. Oriani 63
(HRCB 49696)
Sé&o Roque de Minas, MG  A.l. Coan et al. 92 (HRCB
49681)
Juncus tenuisWilldenow var. Jundiai, SP A.l. Coan & C.C. Formiga
dichotomugElliott) Wood 80 (HRCB 49688)

'HRCB, Herbario Rioclarense.

5. Resultados

Em todas as espécies estudadadudeus o primordio da antera constitui-se de tecido
meristematico, revestido pela protoderme (Figs .1Q@jupos de células hipodermais
diferenciam-se das demais, adjacentes aos quagolo&ndo primoérdio, constituindo o
arquesporio (Figs 1-2).

As células arquesporiais hipodermais dividem-selpglmente, formando a camada
parietal primaria e a camada esporogénica prinf&ita 3). A camada parietal primaria, por
divisdo periclinal, resulta em duas camadas seciasdd@Figs 4-5); a externa divide-se
anticlinalmente (Figs 6-9) e origina o endotécinguanto a interna divide-se anticlinal e
periclinalmente e origina a camada mediana e ddggpeys 6-10).

O desenvolvimento da parede da antera é do tipwoatiledéneo, compreendendo:
epiderme, endotécio, camada mediana e tapeteqHi§s12-15). Durante o desenvolvimento
da antera, as células da epiderme alongam-se udingaimente (Figs 16-17, 19), e, em
seccéao transversal, apresentam a parede periektetina convexa (Figs 18, 20, 22-23). As
células do endotécio adquirem espessamento emalefipigs 18, 20, 22-23). Apenas em
Juncus microcephalysantes do espessamento em espiral, observou-saulacde gréos de

amido no citoplasma das células do endotécio (E&47). A camada mediana é efémera



(Fig. 15). O tapete € do tipo secretor e as célséas uninucleadas (Figs 13-14, 16-17).
Durante o desenvolvimento dos microspordécitos, éslas do tapete sdo gradualmente
absorvidas, permanecendo na periferia do microsg@a(Fig. 17). Nos estagios mais

avancados de desenvolvimento da antera, as céllagpete ndo sao mais visualizadas (Figs
18-23).

A antera é biteca e tetrasporangiada (Figs 108,118). Durante a maturacao, o septo
gue separa 0s microsporangios adjacentes de aadsaelesintegra (Figs 22-23).

As células do tecido esporogénico preenchem tetstkn a cavidade do
microsporangio (Figs 6-7). Essas células se dividetaticamente e arranjam-se em numero
variavel de colunas (Figs 7-10). As células espgmams diferenciam-se diretamente em
microsporacitos (Figs 11-15).

A microsporogénese € simultéanea e origina tétreetesédricas de micrésporos (Figs
16-20). Os micrésporos formados ndo se separam grams de pdélen sdo dispersos em
tétrades (Figs 21-23). As tétrades maduras apeeseatranjo central no loculo da antera
(Figs 18, 22-23). Durante a microgametogénese,ctealde cada microsporo divide-se por
mitose e forma uma célula vegetativa, grande, e eghda generativa (Figs 24, 26-27); esta

tltima se divide e forma dois nucleos espermatiEass 25).

6. Discussao

Juncus microcephalygd. micranthugsubg.Juncussect.Ozophyllum e J. tenuisvar.
dichotomus (subg. Agathryon sect. Steirochlod aqui estudadas apresentaram caracteres
embriolégicos em comum como: desenvolvimento daedmr da antera do tipo
monocotileddéneo; auséncia de compostos fenolicosepiderme da antera; endotécio
uniestratificado e com espessamento de parede gnalesamada mediana efémera e com
uma uUnica camada de células, tapete uniestratificadsecretor; e microsporogénese
simultanea, originando tétrades tetraédricas dedsporos. Esses caracteres corroboram a
uniformidade embriolégica do género, independentés dategorias infragenéricas, ja
ressaltada por Davis (1966), Dahlgren et al. (1988)ri et al. (1992) e Balslev (1998).

O desenvolvimento da parede da antera nas espicirsicusaqui estudadas é do
tipo monocotiledéneo, assim como observado por SHA863) para outras espécies do
género. A epiderme na antera madura apresenta edepgrericlinal externa convexa
semelhante ao verificado para taxons de Cyperd@éd@& DERLICH 1954; PADHYE 1971;
MAKDE 1981, 1982; MAKDE & BHUSKUTE 1987, MAKDE & UNAWALE 1989;
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COAN et al. 2010). Vale ressaltar que as espéaedudcusestudadas ndo apresentaram
acumulo de compostos fendlicos nas células epidaanicarater que é compartilhado em
Cyperaceae no género baldgpolytrum(Mapanioideae).

Nas espécies estudadas observou-se endotécio ratifiesidlo, apesar de Zaman
(1950) ter relatado a ocorréncia de endotécio iteemente biestratificado eduncus effusus
e J. prismatocarpusRelatos deste tipo sdo comuns em trabalhos elddpdos, estando
relacionados ao plano de seccionamento das amt@asnesmo a proximidade do conectivo.
Assim, devem ser considerados com cautela em as&snparativas.

O espessamento do endotécio observado nas esgécleacusestudadas é do tipo
espiral, uma caracteristica considerada sinapoanddi agrupamento ciperideo em Poales
(DAHLGREN & CLIFFORD 1982; DAHLGREN et al., 1985;@AN et al., 2010). Apenas
emJ. microcephalusem estagio anterior ao espessamento de paredsperal, observou-se
a presenca de graos de amido no citoplasma damséa endotécio. Essa caracteristica
parece ser inédita para o género, ndo havendwm netah outros taxons de Poales. Assim
como o tapete, o endotécio também pode colabonar @onutricdo dos grédos de podlen
(MAHESHWARI 1950; JOHRI 1984), o que pode explicaacumulo de amido nos taxons
aqui estudados.

O tapete observado nas trés espécieduteusestudadas € do tipo secretor com
células uniestratificadas e uninucleadas, sendo @shcteristica constante para o género e
familia (DAHLGREN & CLIFFORD 1982; JOHRI et al. 129 BALSLEV 1998). Em
Juncaceae, ha relato de tapete irregularmentegdiibsado emOxychloé andindJOHRI et
al. 1992), género restrito a regiao andina (KIRSERMet al. 2002a).

Nas espécies dhuncusestudadas, a microsporogénese é simultdnea aeatéjrades
tetraédricas de microsporos. De acordo com Fur&essidall (2001), microsporogénese
simultanea ocorre no clado das ciperideas, enquaganonocotileddbneas em geral, ha o
predominio da microsporogénese do tipo sucessigdigd de microsporogénese simultanea,
a citocinese sO acontece ap6s a formacdo dos qméatleos de micrésporos na tétrade
(MAHESHWARI 1950; DAVIS 1966; JOHRI 1984).

Em Juncaceae as tétrades permanecem até a disgem@ntos de polinizacéo.
Segundo Linder & Rudall (2005), a dispersdao do®gde pbélen em tétrades permanentes
surgiu varias vezes em Poales, ocorrendo ndo apsmasiperideas como também em
algumas espécies dgpha(Typhaceae).

Em Juncaceae e em Thurniaceae todos os quatrospicos da tétrade atingem o

completo desenvolvimento, enquanto em Cyperaced@s, deles se degeneram com
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desenvolvimento de apenas um, constituindo umadpsednade. Essa é uma caracteristica
exclusiva desta familia dentre as demais Poaleomoootiledéneas (DAHLGREN et al.
1985; JOHRI et al. 1992; FURNESS & RUDALL 2000).

Apesar dessa peculiaridade na tétrade de Cyperataaaka (1941) relacionou o seu
desenvolvimento emRhynchosporacom Juncaceae. Segundo o0 autor, corroborado
posteriormente por Dahlgren & Clifford (1982) e #al (1998), emRhynchosporao
processo de degeneracdo dos trés nucleos naofiarxidos microsporos ocorre na parte
basal da pseudomoénade. Este fendmeno, segundoal@®l), € semelhante ao que ocorre
em Juncaceae, em que trés dos nucleos dos micodspayram para a por¢do basal do grédo
de pdlen. Esse processo nao foi observado em detalhpresente trabalho, mas pode-se
sugerir uma polaridade entre os nucleos vegetatiyenerativo dentro de cada micrésporo da
tétrade.

Através dos resultados aqui apresentados é possimelborar a uniformidade de
grande parte dos caracteres embrioldgicos relatatfosntdo parduncus O Unico carater
variavel refere-se a presenca/auséncia de gracamigo no citoplasma das células do
endotécio, durante o desenvolvimento da anteralJemmicrocephalus Esse carater pode
possibilitar a distingdo estrutural cain micranthus espécie do mesmo subgéndrumcus
sect. Ozophyllume que compartilha diversas caracteristicas moricddg vegetativas e
reprodutivas.
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Legendas das Figuras

Figuras 1-9: Etapas iniciais do desenvolvimento da parede tlranleJuncus micranthus
(Figs 1, 3, 5-6, 8-9) @. tenuisvar.dichotomugqFigs 2, 4, 7)1-2. Secdes transversais (ST) de
primérdios de anteras com células arquesporiaislierenciacdo3-4. ST de anteras jovens
com diferenciacdo das camadas parietal e espomagprimariash-7. ST de anteras jovens
com diferenciagcdo das camadas parietais primanasanadas parietais secundariaS.
Detalhe de anteras com paredes em desenvolvimemt&T. (Barras: Figs 1-3, 5, 9= 20um;
Figs 4, 6-8= 10um). (ar= arquesporio; ce= camadgmregénica primaria; cm=camada
mediana; cp= camada parietal primaria; cs= camadi@tpl secundaria; e= epiderme; en=
endotécio; t= tapete).

Figuras 10-18:Etapas intermediarias do desenvolvimento da patedantera e do gréo de
polen ded. tenuisvar. dichotomus(Figs 10-11, 15)Juncus micranthugFigs 12-14) el.
microcephalugFigs 16-18).10-11, 13-15Etapas do desenvolvimento da parede da antera,
em secOes transversais (SI2. Detalhe de antera em secéo longitudinal (26)17 SL de
anteras em desenvolvimento com acumulo de graasnido no citoplasma das células do
endotécio.18. ST da antera madura indicando endotécio com espessa em espiral e a
presenca de grdos de amido no citoplasma das séedgetativas do gréo de pdlen. (Barras:
Figs 10, 12-14, 16-17= 20um; Figs 11, 15= 30um; B8 50um). (cm=camada mediana; e=
epiderme; en= endotécio; mi= microsporocito; gedogrde amido; ng= nucleo generativo;
nv= nucleo vegetativo; t= tapete).

Figuras 19-27:Etapas intermediarias e tardias do desenvolvimgatparede da antera e do
gréo de pdélen déuncus micranthu@~igs 19-23) €. tenuisvar. dichotomugqFigs 25-27)19,

21. Sec0es longitudinais (SL) de anteras imaturas, io@cio de espessamento das células do
endotécio20. Secao transversal (ST) da antera com endotépsatando espessamento em
espiral.22-23 ST de anteras em pré-antese, com desintegrac@eptio que separa as duas
tecas adjacente4, 2627. Detalhes de tétrades tetraédricas com nucleoscéasas
vegetativas e generativas eviden®s. Detalhe de tétrade tetraédrica com nucleo ddacélu
generativa em divisdo. (Barras: Figs 19-20, 24-20gm; Fig. 21= 100um; Figs 22-23=
50um). (cg= célula generativa; cv= célula vegetate= epiderme; en= endotécio).
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