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1. RESUMO

Pseudomdnade é o polen predominante de Cyperaceae, resultante da microsporogénese
simultdnea tipo-Cyperaceae, onde a tétrade de microsporos se torna secundariamente reduzida
a uma monade funcional devido a degeneracdo de trés de seus quatro nucleos. Este polen,
morfologicamente, tem formato cuneiforme com uma ou mais aberturas. Porém, em alguns
géneros de Hypolytreae (Mapanioideae), ocorre um outro tipo de polen, de natureza ainda
dubia, chamado de polen tipo-Mapania. Este polen € esferico e monoporado e ja foi
considerado uma mdnade. No presente estudo, trés espécies de Mapania (Hypolytreae,
Mapanioideae) foram estudadas, a fim de descrever o desenvolvimento de suas anteras e de
seus graos de polen, em microscopias de luz e eletrénicas de varredura e de transmissdo, e
comparar os resultados aqui obtidos com aqueles ja existentes na literatura para Cyperaceae.
Nas trés espécies estudadas, constatou-se a formacdo da pseudomdnade, como resultado da
microsporogénese simultinea tipo-Cyperaceae, assim como ja descrita para as demais
espécies da familia. Durante a microgametogénese, observou-se o0 englobamento dos trés
nicleos ndo-funcionais, em degeneracdo, pela intina. A morfologia da pseudombnade estd
relacionada ao arranjo central nos microsporangios ao longo da microgametogénese. A
formacdo da exina ocorre durante a microsporogénese, a partir da esporopolenina secretada
pelo tapete secretor. Esses resultados da formagdo da pseudomodnade em Mapania reforcam o
carater sinapomdrfico de Cyperaceae dentre as Poales.

Palavras-chave: Hypolytreae, microgametogénese, microsporogénese, Poales,

pseudomonade.



2. ABSTRACT

Pseudomonad is the predominant pollen in Cyperaceae resulting from simultaneous
microsporogenesis of the Cyperaceae-type in which the microspore tetrad becomes
secondarily reduced to a functional monad due to degeneration of three of its four nuclei.
Morphologically, this pollen presents wedge-shape with one or more apertures. However, in
some genera of Hypolytreae (Mapanioideae), there is another pollen type, of unknown nature,
termed Mapania-type pollen. This pollen is spherical and monoporate and already was
considered a monad. In the present study, three species of Mapania (Hypolytreae,
Mapanioideae) were studied in order to describe their anther and pollen grain development in
light and both scanning and transmission electron microscopies, and compare the results
obtained here with those already described in the literature for Cyperaceae. In all species
studied, the pollen is a true pseudomonad as a result of simultaneous microsporogenesis of the
Cyperaceae-type, as well as already described for other family taxa. During
microgametogenesis, three non-functional nuclei, in degeneration, were involved by intine.
Pseudomonad morphology was related to the central arrangement in the microsporangia
through microgametogenesis. Exine formation occurred through microsporogenesis, from
sporopollenin  secreted by secretory tapetum. These results in Mapania reinforce the
Cyperaceae sinapomorphic character in Poales.

Keywords: Hypolytreae, microgametogenesis, microsporogenesis, Poales, pseudomonad.



3. INTRODUCAO GERAL

Em angiospermas, as monocotiledéneas se destacam por ser um dos grupos mais
diversos, morfologicamente variavel e ecologicamente bem sucedidos, compreendendo cerca
de 65.000 espécies (APG Ill 2009; Givnish et al. 2010; Stevens 2016) que estdo distribuidas
em oitos clados: Acorales, Alismatales, Asparagales, commelinideas, Dioscoreales, Liliales,
Pandanales e Petrosaviales (Hertweck et al. 2015). Dentre eles, as commelinideas se destacam
por abrigar a maior ordem do grupo, Poales (Linder e Rudall 2005), assim como Arecales,
Commelinales e Zingiberales e a familia Dasypogonaceae Dumort., cuja posicdo ainda é
incerta (Hertweck et al. 2015). As commelinideas compartilham caracteristicas como: paredes
celulares com compostos fendlicos fluorescentes (Harris e Hartley 1980; Dahlgren et al. 1985;
Chase et al. 1993; Stevens 2016) e endosperma amilaceo (Dahlgren et al. 1985; Linder e
Kellogg 1995; Stevens 2016), além de caracteristicas moleculares (Chase et al. 1993; Durvall
et al. 1993; Givnish et al. 2010).

Dentre as commelinideas, Poales compreende um terco do total de espécies de
monocotileddneas, correspondendo a 7% das angiospermas, e abriga espécies de importancia
econdmica (Bouchenak-Khelladi et al. 2014). A ordem compreende 16 familias, que,
atualmente, estdo distribuidas em cinco clados: bromelideo (Bromeliaceae Juss. e Typhaceae
Juss.), ciperideo (Cyperaceae Juss., Juncaceae Juss., Mayacaceae Kunth, Rapateaceae
Dumort. e Thurniaceae Engl.), graminideo (Ecdeiocoleaceae D.F.Cutler & Airy Shaw,
Flagellariaceae Dumort., Joinvilleaceae Tomlinson & A.C.Smith e Poaceae Barnhart),
restideo (Anarthriaceae D.F.Cutler & Airy Shaw, Centrolepidaceae Endl. e Restionaceae
R.Br) e xirideo (Eriocaulaceae Martinov e Xyridaceae C.Agardh) (Bouchenak-Khelladi et al.
2014). De todos estes clados, o de menor suporte € o ciperideo (Bouchenak-Khelladi et al.

2014).



Tradicionalmente, o clado ciperideo compreendia apenas Cyperaceae, Juncaceae e
Thurniaceae e foi sustentado por varias semelhangas morfoanatdmicas, como: o arranjo
tristico das folhas, a presenca de centromeros difusos, a microsporogénese simultdnea com
meiose do tipo pos-reducional, os grdos de pdélen dispersos da antera em tétrades trinucleadas,
0 desenvolvimento do embrido do tipo-Onagrad e a semente testal-tégmica (Dahlgren et al.
1985; Linder e Kellogg 1995; Simpson 1995; Goetghebeur 1998; Linder e Rudall 2005;
Stevens 2016). Essas relagbes também foram historicamente sustentadas por estudos
moleculares (Dahlgren et al. 1985; Linder e Kellogg 1995; Simpson 1995; Stevenson e
Loconte 1995; Linder e Rudall 2005).

Dentre as ciperideas, Cyperaceae destaca-se como a terceira maior familia de
monocotileddneas (Simpson et al. 2003; Léweillé-Bourret et al. 2014), com mais de 5500
espécies (Muasya et al. 2009; Léweillé-Bourret et al. 2014), divididas em 109 géneros
(Muasya et al. 2009). Cyperaceae tem distribuicdo cosmopolita, com excecdo da Antartida
(Bruhl 1995; Goetghebeur 1998). No Brasil, a familia possui cerca de 673 espécies divididas
em 39 géneros (Alves et al. 2016).

Cyperaceae € caracterizada por apresentar sua inflorescéncia muito reduzida e
ramificada, dificultando sua interpretacdo (Dahlgren et al. 1985; Bruhl 1995; Richards et al.
2006). Historicamente, essa complexidade morfologica levou a diferentes sistemas de
classificacdo, compreendendo de duas (Bruhl 1995) a quatro subfamilias (Koyama 1961;
Goetghebeur 1998) com seis a 14 tribos (Koyama 1961; Bruhl 1995; Goetghebeur 1998).

A classificacdo atual baseia-se em dados morfologicos e moleculares combinados
(Simpson et al. 2003, 2007; Muasya et al. 2009). Assim, a familia encontra-se dividida em
duas subfamilias: Mapanioideae C.B.Clarke e Cyperoideae Kostel. (Simpson et al. 2003,

2007; Muasya et al. 2009), com o total de 14 tribos.



Em todas as classificacOes existentes para Cyperaceae, 0s géneros de Mapanioideae
foram sempre inseridos na base do clado (Koyama 1961; Bruhl 1995; Goetghebeur 1998;
Simpson et al. 2003, 2007; Muasya et al. 2009) e, portanto, Mapanioideae € considerada
como irméd das demais Cyperaceae (Simpson et al. 2003, 2007; Muasya et al. 2009).

Na presente circunscricdo, Mapanioideae é subdividida em duas tribos: Hypolytreae
Nees e Chrysitricheae Nees (Simpson et al. 2003, 2007; Muasya et al. 2009). Os géneros de
Hypolytreae sdo distinguidos de acordo com o numero de bracteas florais por espicoide
(Simpson 1996). Eles s&o encontrados em péntanos, mangues e em florestas tropicais da
Africa, América, Asia e Oceania (Goetghebeur 1998) e caracterizados por possuir folhas
grandes e polen esférico, com uma Unica abertura e de parede espessa, que se arranja
centralmente nos microsporangios (Erdtman 1952; Kirpes et al. 1996; Goetghebeur 1998;
Simpson et al. 2003). Atualmente, Hypolytreae compreende os géneros: Diplasia Rich.,
Hypolytrum Pers., Mapania Aubl., Paramapania Uittien, Principina Uittien e Scirpodendron
Zipp. ex Kurz (senso Simpson et al. 2003).

Dentre as Hypolytreae, Mapania habita regides tropicais, sendo encontrada no Leste
e Sudeste Asiatico, Oeste e Centro da Africa, Norte da América do Sul e Oceania (Simpson
1989, 1992; Goetghebeur 1998), na maioria das vezes, em areas florestais (Simpson 1992;
Goetghebeur 1998). O género apresenta cerca de 94 espécies (Plant List 2016), que estdo
divididas em cinco secgBes: M. sect. Mapania D.A.Simpson, M. sect. Mapaniopsis
(C.B.Clarke) D.A.Simpson, M. sect. Pandanophyllum Benth. & Hook., M. sect. Pycnhocephala
C.B.Clarke e M. sect. Thoracostachyum Kurz, com base em caracteristicas da inflorescéncia e
do fruto (Simpson 1992, 1996). No Brasil, hd sete espécies deste género: — M. sylvatica Aubl.
(secdo Mapania), M. effusa (C.B.Clarke) T.Koyama (secdo Mapaniopsis), M. tepuiana
(Steyerm.) T.Koyama (secdo Pandanophyllum), M. macrophylla (Boeck.) H.Pfeiff., M.

maguireana T.Koyama & Steyerm., M. pycnocephala (Benth.) Benth. e M. pycnostachya



(Benth.) T.Koyama (secdo Pycnocephala) (Simpson 1992), que s@o encontradas na regido
Norte, nos estados do Amapa, Amazonas, Pard e Roraima, em florestas de igapd, de terra
firme ou de varzea (Ribeiro etal. 1999; Alves etal. 2016).

A outra tribo de Mapanioideae, Chrysitricheae, abriga cinco géneros (Simpson et al.
2003): Capitularina J.Kern, Chorizandra R.Br, Chrysitrix L., Exocarya Benth. e Lepironia
Rich., que se distribuem em regides Umidas a pantanosas e até em regides semiaridas na
Africa, Asia e Oceania (Goetghebeur 1998). Estes géneros compartiham 6rgdos vegetativos
reduzidos e pélen cuneiforme, com uma Unica abertura e de parede espessa, que se arranja
perifericamente nos microsporangios (Goetghebeur 1998; Simpson et al. 2003).

Essa diferenca morfologica no pdlen de representantes de Hypolytreae e
Chrysitricheae tem levado a uma ampla discussdo na familia, uma vez que o0s representantes
de Cyperoideae ja estudados apresentam podlens cuneiformes tipicos, com uma a varias
aberturas (Erdtman 1952; Kirpes et al. 1996; van Wichelen et al. 1999; Simpson et al. 2003;
Nagels et al. 2009).

O pdblen de Cyperaceae resulta de uma microsporogénese simultanea modificada
denominada tipo-Cyperaceae (Simpson 1995). Nesta variacdo da microsporogénese, trés dos
quatro microsporos formados apds a meiose se degeneram e apenas 0 quarto é funcional e
origina 0 polen (Maheshwari 1950; Makde 1982; Dahlgren et al. 1985; Kirpes et al. 1996;
Furness e Rudall 1999; van Wichelen et al. 1999). Assim, o p6len ndo é uma ménade tipica,
mas uma tétrade reduzida, denominada de pseudomonade (Carniel 1962).

A microsporogénese simultanea tipo-Cyperaceae foi descrita pela primeira vez por
Elfving (1879) ao estudar o desenvolvimento dos grdos de polen de Heleocharis palustris (=
Eleocharis palustris R.Br.). Posteriormente, outros estudos ontogenéticos polinicos na familia
descreveram que a pseudomOnade resultante deste processo geralmente apresenta formato

cuneiforme com muitas aberturas (van Wichelen etal. 1999; Nagels et al. 2009).



Topograficamente, € na porcdo estreita da pseudoménade que os trés nlcleos ndo-
funcionais migram para degenerar (Tanaka 1940, 1941; Makde 1982; Nijalingappa 1986;
Makde e Bhuskute 1987; Furness e Rudall 1999), com excecdo do género Rhynchospora
(Cyperoideae), em que a degeneracdo ocorre na parte alargada da pseudoménade, préxima a
sua abertura (Tanaka 1941; Coan et al. 2010; San Martin et al. 2013). Durante a degeneracao,
esses trés nucleos sdo incorporados na parede da pseudomdnade (Strandhede 1965; Padhye
1971; Dunbar 1973; Makde 1982; Dahlgren et al. 1985). As pseudomdnades, quando
maduras, possuem parede delgada e se arranjam perifericamente na cavidade dos
microsporangios (Kirpes et al. 1996; van Wichelen et al. 1999; Simpson et al. 2003; Coan et
al. 2010).

O processo de microgametogénese, no entanto, é semelhante aquele das demais
angiospermas e a pseudomonade é liberada com trés células: a célula vegetativa e duas células
espermaticas (Elfving 1879; Stout 1912; Tanaka 1940, 1941; Padhye e Moharir 1958; Carniel
1962; Strandhede 1965; Padhye et al. 1970; Padhye 1971; Nagaraj e Nijalingappa 1972;
Dunbar 1973; Makde 1982; Nijalingappa 1986; Makde e Bhuskute 1987; Coan et al. 2010).

Dentre os taxons de Cyperaceae que apresentam polens esféricos, para aqueles de
Hypolytreae Nees (Mapanioideae) sugere-se que sejam grdos de polen individuais (ménades)
(Simpson et al. 2007), denominadas de pdlen tipo-Mapania (van Wichelen et al. 1999;
Simpson et al. 2003). Tal designacdo foi dada porque este tipo de pdlen foi descrito pela
primeira vez em Mapania amplivaginata K.Schum. e M. humilis F.-Vil. [= M. cuspidata
(Mig.) Uittien] por Erdtman (1952). Essa denominagdo de poélen tipo-Mapania foi baseada
guase que exclusivamente em estudos morfoldgicos, ndo levando em conta o estudo
ontogenético existente (Nagaraj e Nijalingappa 1972). Baseando-se também em estudos

morfologicos, os polens dos géneros de Chrysitricheae foram considerados pseudomdnades



(van Wichelen et al. 1999; Simpson et al. 2003), sendo, posteriormente, confirmados ao
estudar o pélen de Capitularina (Furness e Rudall 2011).

Em Hypolytreae, somente trés géneros, Diplasia, Hypolytrum e Mapania,
apresentam estudos de ontogenia polinica (Nagaraj e Nijalingappa 1972; Simpson et al. 2003;
Coan et al. 2010). No estudo polinico de Diplasia e Mapania (Simpson et al. 2003),
utilizando-se técnicas de microscopia eletrbnica de transmissdo, observou-se apenas a
microgametogénese. A microsporogénese ndo foi descrita devido a falta de material neste
estagio de desenvolvimento para ambos os géneros e, assim, Simpson et al. (2003) continuou
a designar os respectivos polens de tipo-Mapania, mas, ressaltando a necessidade de novos
estudos abordando todos os estagios de desenvolvimento do polen para esses dois géneros de
modo a confirmar ou ndo a presenca da microsporogénese simultanea tipo-Cyperaceae.

Nos dois estudos de ontogenia do pdlen de espécies de Hypolytrum (Nagaraj e
Nijalingappa 1972; Coan et al. 2010) foram empregadas técnicas para microscopia de luz,
tendo sido descritas tanto a microsporogénese como a microgametogénese. Tanto o estudo de
Nagaraj e Nijalingappa (1972) como o de Coan et al. (2010) constataram a ocorréncia de
microsporogénese simultanea tipo-Cyperaceae em Hypolytrum, com a formacdo de
pseudombnade esferica apenas morfologicamente distinta dos demais representantes da
familia.

Embora as observacbes embriologicas em representantes de Hypolytrum tenham
elucidados aspectos importantes e sinapomdrficos para 0 género dentre as Mapanioideae,
ainda sdo levantadas muitas questes acerca dos demais géneros que compdem a tribo
Hypolytreae. Serd que os géneros relacionados a Hypolytrum também apresentam grdo de
polen do tipo pseudoménade? Ou serd que sdo mdnades verdadeiras e distintas do restante das
Cyperaceae, como apontado em estudos morfologicos e taxondmicos? Assim, a depender dos

resultados do presente estudo em Mapania, corroborando ou ndo com aqueles resultados



encontrados em Hypolytrum, a circunscricdo e a caracterizacdo morfoldgica de Mapanioideae
necessitard de significativa reavaliacao.
Esta dissertacdo teve como objetivos:

— Descrever o desenvolvimento da antera e do grdo de pdlen em trés representantes brasileiros
de Mapania (M. macrophylla, M. pycnostachya e M. sylvatica), procurando caracteres
diagndsticos para o género e se had sincronia entre os estagios de desenvolvimento dos estratos
parietais com o tecido esporogénico; e

— Fornecer uma descricdo palinoldgica para as trés espécies estudadas de Mapania, através de
anélise associada de observagdes sob microscopias eletrdnicas de varredura e de transmissdo,
de suma importancia para a constatacdo efetiva da ocorréncia ou ndo de microsporogénese

simultdnea tipo-Cyperaceae e demais detalhes ultraestruturais ainda inéditos para o género.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material Botanico

As inflorescéncias de cada uma das trés espécies de Mapania selecionadas (Figs 1-3)
foram coletadas na Reserva Florestal Adolpho Ducke (Manaus — AM) (Tabela 1) com
material-testemunho depositado no Herbario Rioclarense (HRCB) e com duplicata enviada

para o Herbario Geraldo Muniz (UFP).

Figuras 1-3: Aspectos das inflorescéncias e do habito das espécies estudadas de Mapania. 1, 2. Detalhes das
inflorescéncias de M. macrophylla (1) e de M. pycnostachya (2). 3. Habito de M. sylvatica.

Tabela 1 — Lista de espécies de Mapania estudadas, com os respectivos dados de coleta.

SecOes/Espécies Numero do coletor Localidade
Mapania sect. Mapania D.A.Simpson
Mapania sylvatica Aubl. S. Martins 383 Manaus/AM
Mapania sect. Pycnocephala
C.B.Clarke
Mapania macrophylla (Boeck.) A.l. Coan etal. 118; S. Martins
H.Pfeiff, 390 Manaus/AM
Mapania pycnostachya (Benth.) A.l. Coanetal. 119, 252; L.P.
T.Koyama Poli 49, 50; S. Martins 392 Manaus/AM

Dentre as sete espécies de Mapania registradas para o Brasil (Ribeiro et al. 1999;

Alves et al. 2016), M. macrophylla, M. pycnostachya e M. sylvatica, apesar de ndo endémicas,
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sd0 as mais representativas no bioma amazbnico (Ribeiro et al. 1999; Alves et al. 2016).
Todas as trés espécies ocorrem na Venezuela, enquanto que M. macrophylla e M. sylvatica
ainda se distribuem na Guiana, Guiana Francesa e Suriname; e M. sylvatica também pode ser
encontrada na Africa (Republica Gabonesa e Madagascar) (Simpson 1989, 1992; Ribeiro et
al. 1999; Alves et al. 2016). No Brasil, essas trés espécies estdo nos estados do Amapa,
Amazonas, Pard e Roraima em florestas ou de igapd e/ou de varzea e/ou de terra firme

(Ribeiro et al. 1999; Alves et al. 2016).

4.2 Metodologia

Para as analises em microscopias de luz (ML) e eletronica de varredura (MEV), as
inflorescéncias das trés espécies selecionadas de Mapania, coletadas em diferentes fases de
desenvolvimento, foram fixadas em FAA 50 (Johansen 1940) e posteriormente armazenadas
em etanol 70% com algumas gotas de glicerina.

Para as analises em microscopia eletrbnica de transmissdo (MET), algumas
inflorescéncias de M. pycnostachya, espécie de maior disponibilidade de coleta, foram fixadas
em glutaraldeido 2,5% em tampdo cacodilato de sodio 0,1M, pH 7,2 e armazenadas no
proprio fixador (Reynolds 1963).

Para todas as analises, as inflorescéncias fixadas foram observadas sob
estereomicroscopio Leica MZ 3100 para a selecdo de flores estaminadas e/ou anteras em
diferentes estagios de desenvolvimento. A separacdo foi feita com o auxilio de agulha e
estilete.

O arranjo do polen nos microsporangios foi descrito segundo a terminologia de

Kirpes et al. (1996). A terminologia palinologica adotada no presente estudo foi a de Faegri e
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Iversen (1989), sendo a ornamentacdo da sexina, sob microscopia eletronica de varredura,

descrita de acordo com Nagels et al. (2009).

4.2.1 Microscopia de Luz (ML)

As amostras de flores e/ou estames foram desidratadas em série butilica (Feder e
O’Brien 1968) e incluidas em historesina Leica, conforme instrugdes do fabricante. O
material foi seccionado com espessuras de 4-7um, com navalhas de ago descartavel, em
microtomo rotativo Leica 2040 Autocut. A maioria das se¢Oes anatbmicas obtidas foi corada
com &cido periédico — Reativo de Schiff (reagdo PAS) e azul de toluidina (Feder e O’Brien
1968) e montadas em Entellan. O restante das se¢Ges foi submetido a teste histoquimico
utilizando o cloreto férrico aquoso para Vverificar a presenga de compostos fenolicos na parede
da antera (Johansen 1940)

As secbes anatdmicas selecionadas foram fotografadas em fotomicroscopio Leica
DMLB com camera digital Leica DFC 300 acoplada e projecdo da escala micrométrica
(Laboratério de Anatomia Vegetal do Departamento de Botanica do Instituto de Biociéncias

de Rio Claro — UNESP).

4.2.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As amostras de estames foram desidratadas em série etilica até o ponto critico. Em
seguida, as anteras foram cortadas e fixadas em stubs, com auxilio de fita adesiva dupla face,
e metalizadas com ouro (Horisberger et al. 1975). As amostras foram analisadas ao

microscopio eletronico de varredura Hitachi TM3100 (Laboratério de Microscopia Eletronica
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do Departamento de Biologia do Instituto de Biociéncias de Rio Claro — UNESP) e as

imagens foram adquiridas com auxilio do software TM3100 versdo 02-02-03.

4.2.3 Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)

As amostras de anteras foram lavadas em tampédo cacodilato de sédio 0,1M e, em
seguida, foram pos-fixadas com tetroxido de désmio 1%, no mesmo tampdo, por uma hora
(Reynolds 1963). Apés esse tempo, as amostras foram lavadas novamente com o mesmo
tampdo, contrastadas em acetato de uranila 1% dissolvido em alcool 10% e, depois,
desidratadas em série alcoolica e embebidas em resina Epon (Reynolds 1963).

As secdes semifinas, de cerca de 0,3um, foram obtidas em ultramicrétomos Sorvall
Porter-Blum MT-2 e/fou Sorvall Porter-Blum MT-2B (dada a disponibilidade dos
equipamentos no Laboratério de Microscopia Eletronica do Departamento de Biologia do
Instituto de Biociéncias de Rio Claro — UNESP), utilizando-se navalhas de vidro. As secOes
foram coradas com azul de toluidina ou azul de metileno e examinadas ao microscopio de luz
Leica DM 500, a fim de determinar o estagio de desenvolvimento da antera.

Os blocos com os estagios desejados foram cortados em ultramicrotomo Sorvall
Porter-Blum MT-2B com navalhas de vidro para obtencdo das secOes ultrafinas. Estas secOes
foram coradas com acetato de uranila por 45 minutos (Watson 1958) e com citrato de chumbo
por 10 minutos (Reynolds 1963) e examinadas ao microscopio eletrénico de transmissdo
Tecnai Spirit - FEI Company (Centro de Microscopia Eletrénica do Instituto de Biociéncias
de Botucatu — UNESP) e/ou ao microscopio eletronico de transmissdo JEOL JEM 1011
(Nucleo de Apoio a pesquisa em Microscopia Eletronica aplicada a pesquisa Agropecuaria da
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” da USP/Campus de Piracicaba —

NAP/MEPA, ESALQ/USP), também dada a disponibilidade para o uso.
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5. RESULTADOS

5.1 Desenvolvimento da parede da antera

Nas trés espécies estudadas de Mapania, o primordio da antera consiste de tecido
meristematico envolvido pela protoderme (Fig. 4). As celulas do tecido meristematico
encontradas nos locais dos futuros microsporangios diferenciam-se em células do tecido
arquesporial. Essas células arquesporiais dividem-se periclinalmente, formando as camadas
parietal e esporogénica primarias (Fig. 5).

As células da camada parietal primaria dividem-se periclinalmente (Fig. 6 — setas),
formando duas camadas parietais secundarias (Fig. 7). As células da camada parietal
secundaria interna dividem-se periclinal (Fig. 8 — seta) e anticlinalmente, originando duas
camadas parietais: a camada mediana e o tapete (Figs 9, 10). As células da camada parietal
secundaria externa passam por divisdes anticlinais, originando o endotécio (Figs 9, 10). A
protoderme diferencia-se na epiderme (Figs 9, 10).

A formacdo da parede da antera €, portanto, do tipo monocotiledéneo e consiste de
epiderme, endotécio, camada mediana e tapete (Figs 9, 10).

Nos estagios iniciais de desenvolvimento, as quatro camadas da parede da antera sao
unisseriadas e formadas por células uninucleadas, de citoplasmas densos com varios pegquenos
vacuolos e nicleos proeminentes (Fig. 11). As paredes celulares sdo delgadas (Figs 9, 10);
exceto a periclinal externa das células da epiderme de M. macrophylla (Fig. 10) e de M.
pycnostachya (Fig. 11), que é levemente espessada.

Durante 0 estdgio de microsporocito, os vacuolos das células da epiderme, do
endotécio e da camada mediana coalescem, deslocando os respectivos nicleos para a periferia

da célula (Fig. 12). Inicia-se, também, o acUmulo de granulos de amido nos tecidos da antera
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e esses sdo consumidos até o final da microsporogénese (Figs 13-15). Em M. macrophylla
(Fig. 13), o acumulo ocorre nas células do endotécio, enquanto que em M. pycnostachya (Fig.
14) apenas naquelas da epiderme; em M. sylvatica (Fig. 15), o acumulo é evidenciado na
epiderme, no endotécio, na camada mediana e no conectivo. Nenhum idioblasto fendlico é
observado nos tecidos da antera de todas as espécies estudadas de Mapania.

Durante a microsporogénese, a parede periclinal externa das células da epiderme de
M. sylvatica apresenta-se ligeiramente espessada (Fig. 15). As células da camada mediana de
todas as espécies diminuem de tamanho, sendo obliteradas no final do processo (Figs 15, 16 —
asterisco). O citoplasma das células do tapete adquire uma coloragdo mais acentuada e as
mesmas diminuem de tamanho gradualmente e permanecem na periferia do loculo (Figs 15,
16). O tapete é do tipo secretor.

Durante a microgametogénese, as células da epiderme ndo adquirem outro tipo de
espessamento em suas paredes (Fig. 17), com excecdo das paredes periclinais externas de M.
pycnostachya, que adquirem espessamento em barras (Figs 18-20). As paredes celulares do
endotécio adquirem espessamento em espiral (Figs 17 — cabeca da seta, 19), enquanto que
aquelas das células do tapete secretor sdo perdidas (Fig. 17), de modo que essas células nao
sdo0 mais observadas na periferia do loculo (Figs 18, 19), que € ocupada pelos orbiculos (Figs
18, 21 — seta).

A antera madura é biteca e tetrasporangiada, a sua parede é formada por duas
camadas: a epiderme e o endotécio (Fig. 21). A deiscéncia é longitudinal pela separacdo na

regido do septo (Fig. 21).
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Figuras 4-14: Estagios iniciais do desenvolvimento da parede da antera em Mapania macrophylla (4-8, 10, 13),
M. sylvatica (9, 12) e M. pycnostachya (11, 14). 4. Corte transversal (CT) do primérdio da antera (ML). 5. CT da
antera jovem com as camadas parietal e esporogénica primarias (ML). 6. CT da antera jovem com as células da
camada parietal primaria se dividindo (setas) (ML). 7. CT da antera jovem com as camadas parietais secundarias
externa e interna (ML). 8. CT da antera jovem com inicio de divisdo da camada parietal secundaria interna (seta)
(ML). 9, 10. Cortes longitudinal (CL) e CT, respectivamente, de anteras jovens com as camadas parietais
formadas (ML). 11. Aspecto geral da parede da antera (MET). 12. CL da antera em desenvolvimento com
diferenciacdo da epiderme e de suas camadas parietais (ML). 13. CT da antera em desenvolvimento com
granulos de amido nas células do endotécio (ML). 14. CL da antera emdesenvolvimento mostrando granulos de
amido na epiderme (ML). ce. célula esporogénica, e. epiderme, en. endotécio, es. camada esporogénica primaria,
mf. meristema fundamental, mi. microspordcito, pp. camada parietal primaria, pr. protoderme, se. camada
parietal secundéria externa, si. camada parietal secundaria interna, t. tapete, *. camada mediana. Barras de
escalas: 4-14= 5um.
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Figuras 15-21: Estagios sucessivos do desenvolvimento da parede da antera em Mapania sylvatica (15), M.
pycnostachya (16, 18-20) e M. macrophylla (17, 21). 15. Corte transversal (CT) da antera em desenvolvimento
com granulos de amido na epiderme, no endotécio, na camada mediana e no conectivo e inicio de degeneracao
das células da camada mediana e do tapete (ML). 16. CT da antera em desenvolvimento com a camada mediana
se obliterando e as células do tapete secretor diminuindo de tamanho (ML). 17. Corte longitudinal (CL) da antera
em desenvolvimento com inicio de espessamento da parede das células do endotécio (cabeca de seta) (ML). 18.
CL da antera em desenvolvimento mostrando a parede da epiderme com espessamento em barra e orbiculos na
periferia do léculo e no interior deste (ML). 19. Espessamento das paredes das células da epiderme e do
endotécio (MET). 20. Parede periclinal externa das células da epiderme com espessamentos em barra (MEV).
21. CT da antera deiscente mostrando as duas camadas da parede finais (seta= orbiculos) (ML). e. epiderme, en.
endotécio, ng. nlcleo generativo, nn. nudcleo ndo-funcional, nv. nlcleo vegetativo, o. orbiculo, t. tapete, *.
camada mediana. Barras de escalas: 15, 16, 18= 10um; 17, 19, 20= 5um; 21= 25um.
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5.2 Microsporogénese

As células das camadas esporogénicas primarias das espécies estudadas de Mapania
passam por divisbes mitoticas e preenchem totalmente as cavidades dos microsporangios,
com contato intimo com as células do tapete (Figs 9, 10). Essas células possuem o citoplasma
denso com varios corpos lipidicos e um nicleo proeminente no centro (Fig. 22).

As células esporogénicas aumentam de tamanho, tornando-se microspordcitos (Fig.
23), que sdo distintos das primeiras por apresentarem em seu citoplasma inimeros vacutolos
(Fig. 24).

Os nlcleos dos microspordcitos passam pela primeira divisdo meidtica (Fig. 25 —
seta), resultando em dois nicleos (Fig. 26). Esta divisdo é sincronizada nos microsporacitos
de um mesmo microsporangio em M. macrophylla e M. sylvatica. Em M. pycnostachya (Fig.
25), essa divisdo € assincronica. Para todas as espécies, a meiose | ndo € seguida pela
citocinese.

Cada um dos dois nucleos resultantes da meiose | passa pela segunda divisdo, em
tempos diferentes (Figs 27 — seta, 28-29 — seta), resultando numa tétrade de nlcleos (Fig. 30).

Estagios detalhados do final da microsporogénese e da citocinese foram
acompanhados apenas para M. macrophylla e M. pycnostachya, devido a disponibilidade de
material com boa fixacdo, principalmente para microscopia eletronica de transmissdo.
Observou-se que o0s quatro nicleos formados passam por uma citocinese simultinea através
de sulcamento centripeto diferencial, originando uma triade de micrésporos apenas (Fig. 31),
sendo um deles com dois nucleos (Fig. 32).

Finalizada a citocinese, gldébulos de esporopolenina aparecem em apenas um dos
sulcos (Fig. 31 — setas) para, depois, se unirem, formando uma parede incompleta entre um

dos trés microsporos. (Figs 34 — seta, 35 — seta). Esse microsporo aumenta de volume e
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empurra 0s outros dois microsporos para a periferia (Fig. 36). No sulco entre estes Ultimos
ocorre 0 aparecimento de outros globulos de esporopolenina para a formacdo da parede (Figs
34, 37 — setas).

Deste modo, finaliza-se a microsporogénese com um ndcleo maior, funcional, e
outros trés, menores, ndo-funcionais e periféricos, caracterizando a microsporogénese

simultdnea tipo-Cyperaceae.

5.3 Microgametogénese

O nucleo funcional de todas as espécies estudadas de Mapania passa por mitose
assimétrica, seguida por citocinese, originando duas células: a vegetativa, maior, e a
generativa, menor (Fig. 38). A célula vegetativa se posiciona adjacente a abertura da
pseudombnade, enquanto que a célula generativa se posiciona adjacente aos nucleos ndo-
funcionais (Figs 39, 40). Os varios vacuolos presentes no estagio de microspordcito se
coalescem num grande e central na célula vegetativa (Fig. 38).

Os ndcleos ndo-funcionais da pseudomoénade permanecem com 0 mesmo tamanho
observado ao final da microsporogénese (Fig. 40) e sdo envolvidos pela intina (Fig. 41).
Concomitantemente, inicia-se 0 acumulo de granulos de amido no interior do citoplasma da
célula vegetativa (Fig. 41). Para M. pycnostachya foi observado que, no interior da intina, 0s
dois microsporos ndo-funcionais se tornam um material eletrodenso (Fig. 42 — seta), que
acaba sendo degradado e absorvido pela pseudoménade (Fig. 43 — seta).

O nlcleo generativo das trés espécies estudadas passa por uma mitose simeétrica,
originando dois nucleos espermaticos (Fig. 44).

Portanto, a pseudoménade madura € trinucleada, formada pelo nicleo vegetativo e
por dois nlcleos espermaticos (Fig. 45). N&do foi possivel visualizar uma membrana

plasmatica individualizando cada um desses Gltimos nlcleos (Fig. 44).
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Figuras 22-32: Microsporogénese de Mapania pycnostachya (22, 23, 25, 27, 29, 31, 32) e M. macrophylla (24,
26, 28, 30). 22. Detalhe de uma célula esporogénica (MET). 23. Detalhe de um microsporécito (MET). 24.
Citoplasma dos microsporécitos contendo muitos vactolos (ML). 25. NUcleo do microsporécito passando pela
primeira divisdo meiética (seta) (ML). 26. Diade de nlcleos de microsporos e deposicéo de esporopolenina sobre
a sua parede celular (ML). 27. Um dos nlcleos da diade passando pela segunda divisdo meiotica (seta) (ML). 28.
Triade de nlcleos de micrésporos (ML). 29. Nicleo da diade passando pela segunda divisdo meiética (seta)
(ML). 30. Tétrade de nucleos de micrdsporos (ML). 31. Detalhe de uma triade de micrdsporos com a exina
formada e aparecimento de glébulos de esporopolenina (setas) no sulco (MET). 32. Detalhe de dois micrésporos,
sendo um deles possuindo dois nucleos (ML). ce. célula esporogénica, e. epiderme, en. endotécio, ex exina, mc.
micrésporo, mi. microsporocito, n. nlcleo, o. orbiculo, pc. parede celular, s. sulco, sp. esporopolenina, t. tapete.
*_ camada mediana. Barras de escalas: 22, 24, 26, 28, 29, 32= 5um; 23, 31= 1um; 25, 27, 30= 10um.
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Figuras 34-37: Final da microsporogénese em Mapania pycnostachya (33-35, 37) e M. macrophylla (36). 33.
Pseudomdnade em desenvolvimento com o micrésporo funcional e os dois micrésporos ndo-funcionais. 34, 35.
Detalhes da figura 33 mostrando a formacdo de uma parede incompleta (seta) em cada extremidade do sulco
(MET). 36. Nucleo funcional maior e trés ntcleos ndo-funcionais menores na periferia da pseudomonade (ML).
37. Detalhe da figura 33 mostrando o aparecimento dos glébulos de esporopolenina (setas) no sulco entre os dois
micrésporos ndo-funcionais (MET). a. abertura, cb. camada basal, c. columela, i. intina, mcf. micrdsporo
funcional, mecn. micrésporo ndo-funcional, nf. ndcleo funcional, nn. ndcleo néo-funcional, s. sulco, te. teto.
Barras de escalas: 33= 2um; 34= 0,5um; 35, 37= 0,2um; 36= 5um.



22

» .
T -

Figuras 38-45: Microgametogénese em Mapania pycnostachya. 38. Pseudomdnade em desenvolvimento comas
células generativa e vegetativa (MET). 39. Pseudomdnade em desenvolvimento com os nlcleos vegetativo e
generativo (ML). 40. Foco diferencial da figura 39 mostrando os trés ndcleos ndo-funcionais no lado oposto a
abertura da pseudoménade (ML). 41. Pseudomdnade em desenvolvimento com a intina envolvendo os nucleos
nao-funcionais (ML). 42. Pseudomdnade em desenvolvimento mostrando material eletrodenso (seta) no interior
da intina (MET). 43. Pseudomdnade em desenvolvimento mostrando o material eletrodenso ja degradado (seta) e
sendo absorvido (MET). 44. Pseudomdnade madura mostrando dois nudcleos espermaticos e a sua abertura
formada pelo teto, columela e camada basal lamelada (MET). 45. Pseudomdnade madura mostrando os nucleos
vegetativo e espermaticos (ML). a. abertura, cg. célula generativa, e. epiderme, en. endotécio, ex exina, fm.
microgametdfito funcional, i. intina, ne. nicleo espermatico, ng. nlcleo generativo, nn. nicleo ndo-funcional, nv.
nucleo vegetativo, v. vacuolo. Barras de escalas: 38-41, 44, 45= 5um; 42, 43= 1um.
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5.4 Desenvolvimento da parede da pseudoménade

Nas trés especies aqui estudadas de Mapania, a parede celular do microsporocito é
delgada (Fig. 23) e apresenta inimeros campos de pontoagdes primarios (Fig. 46 — cabeca da
seta).

Durante a microsporogénese; inicia-se a deposicdo de esporopolenina sobre a parede
celular da diade de nucleos de microsporos (Fig. 26). Essa esporopolenina é produzida pelo
tapete secretor (Fig. 26) e secretada na forma de glébulos densos, designados aqui de
orbiculos, nas cavidades dos microsporangios (Figs 28, 47).

A maioria dos orbiculos é consumida para a formacdo da exina, que é finalizada no
estagio de triade de microsporos (Fig. 32), ap6s a citocinese. Nesse estigio, a exina esta
diferenciada em teto, columela e camada basal espessa (Fig. 48), com excecdo da regido de
abertura da pseudomdnade (Fig. 44), em que se distingue em teto, columela e camada basal
lamelada. Em algumas pseudomdnades de M. pycnostachya, no entanto, devido a meiose |
assincronica nos microsporocitos do mesmo microsporangio (Figs 25, 27), a finalizacdo da
exina se prolonga até a diferenciacdo dos nlcleos funcional e ndo-funcionais (Figs 33, 49).

Neste estagio, a intina é iniciada, ocorrendo sua deposicdo na regido da abertura da
pseudoménade (Fig. 34) e expandindo-se para as regides adjacentes. A intina é composta por
polissacarideo devido a sua reacdo com o reagente de Schiff (Fig. 50) e ela é espessa na
regido de abertura (Fig. 51) e delgada no restante da pseudoménade (Fig. 51).

Os orbiculos remanescentes podem ser observados na periferia do microsporangio,
aderidos a membrana peritapetal (Figs 18, 21, 52 — seta), ou sobre a parede da pseudoménade
(Fig. 53).

As pseudomdnades em desenvolvimento e quando maduras se dispdem centralmente

nas cavidades dos microsporangios (Fig. 53).
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As pseudombnades maduras das trés espécies de Mapania apresentam forma,
nimero de aberturas e ornamentacdo da sexina distintas. Mapania macrophylla (Fig. 54) e M.
sylvatica (Fig. 56) possuem pseudomodnades esféricas com uma abertura distal. A
ornamentacdo da sexina, sob microscopia eletrnica de varredura, é reticulada em M.
macrophylla (Fig. 55) e microreticulada em M. sylvatica (Fig. 57). M. pycnostachya (Fig. 58)
apresenta a pseudoménade levemente cuneiforme com trés aberturas, sendo duas distais (Fig.

59) e uma proximal (Fig. 60), e a ornamentacdo de sua sexina € microreticulada (Fig. 61).

As caracteristicas da antera e da pseudombnade observadas nas trés espécies de
Mapania foram agrupadas na Tabela 2 e acrescidas de informacdes disponiveis na literatura
para 0 g@énero correlacionado, Hypolytrum, e para Mapanioideae e Cyperoideae senso
Simpson et al. (2003).

Uma representacdo esquematica da microsporogénese observada nas espécies de

Mapania aqui estudadas € apresentada na Figura 62.
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Figuras 46-51: Aspectos da formacdo da parede da pseudomdnade de Mapania sylvatica (46, 47) e M.
pycnostachya (48-51). 46. Paredes celulares dos microspordcitos com campos de pontoacfes primarios (cabeca
de seta) (MEV). 47. Orbiculos dispersos na cavidade do microsporangio (MEV). 48. Detalhe da figura 31 coma
exina ja formada (MET). 49. Detalhe da figura 33 mostrando particulas de esporopolenina (seta) na exina em
formagdo (MET). 50. Pseudomdnade em desenvolvimento com a intina espessa na regido da abertura (ML). 51.
Visdo geral da intina em uma pseudomdnade em desenvolvimento (MET). a. abertura, c. columela, ch. camada
basal, en. endotécio, ex exina, i. intina, mc. microsporo, men. micrésporo nao-funcional, o. orbiculo, te. teto.

Barras de escalas: 46, 50, 51= 5um; 47= 25um; 48= 0,2um; 49= 0,5um.
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Figuras 52-61: Pseudomdnades de Mapania pycnostachya (52, 58-61), M. macrophylla (53-55) e M. sylvatica
(56, 57). 52. Antera madura com a membrana peritapetal (seta) (MET). 53. Arranjo central das pseudoménades
no microsporangio (MEV). 54, 56. Pseudomdnades maduras esféricas e monoporadas (MEV). 55, 57, 61.
Detalnes da sexina (MEV). 58. Pseudomfnade madura levemente cuneiforme e triporada (MEV). 59.
Pseudoménade madura com dois poros distais (MEV). 60. Pseudoménade madura com poro proximal (MEV). e.
epiderme, en. endotécio. Barras de escalas: 52, 54, 56, 58-60= 5um; 53= 25um, 55, 57, 61= 2,5um
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Tabela 2 — Caracteristicas da antera e da pseudomdnade de Mapania, complementadas com dados disponiveis na literatura para 0 género
correlato, Hypolytrum, e para as subfamilias Mapanioideae e Cyperoideae (senso Simpson et al. 2003). As caracteristicas diferenciais foram

destacadas em negrito.

Caracteristica Hypolytrum Mapania Outras Cyperoideae
Mapanioi deae

Desenvolvimento do tipo monocotiledéneo + 2° +35 ? +8,13,15,16,29

da parede da antera

Epiderme Papilosa 2° N&o papilosa 3° ? Papilosa 13.16.29

Espessamento da epiderme ? Barra?3® ? ?

Espessamento do endotécio Espiral 2° Espiral 35 ? Espiral 89.13.16,17,29

Camada mediana Efémera 2° Efémera 35 ? Efémera 813.16,29

Tipo detapete
Idioblastos fendlicos

Aclmulo de granulos de amido nos tecidos

da antera
Antera tetrasporangiada
Microsporogénese

Meiose

NUmero de micrésporos formados
Citocinese

Presenca de uma delimitagdo entre os
micrésporos formados

Secretor 10.29
.29

- 10,29

+29

Simultanea (tipo-
Cyperaceae) 2°
?

410,29

+, simultanea 10

+, parede fina 10

Secretor 24.35
.35

435

+ 35

Simultanea (tipo- Cyperaceae) 3°

Diferencial 3°
Sincrénica 35
Assincronica 3°

335

+, simultdnea por sulcamento
centripeto e diferencial 3°

+, parede incompleta 35

Secretor 24
?

?

Simulténea (tipo-
Cyperaceae) 24
?

- 24

+, septo 4

Secretor 5:8.:9.13,15,16,29
5

+8,9,13,29

-5,8,9,13,15,16,29

+9,13,15,29

Simultanea (tipo-Cyperaceae) 821,29

Sincrénica 13
Assincronica 13
Regular 20
Normal 23

4 8,11,15,23,29

_13

+6,11,15,23,34
Simultanea 15.23.34
Assimétrica 34

+, septo efémero !

+ Septo 3-5,8,9,21

+, fina membrana 7-°



Particdo do citoplasma durante a citocinese

Regido onde os trés nucleos ndo-funcionais
degeneram

Presenca de células vegetativa e generativa
Presenca de células esperméaticas
NUmero de nucleos no pélen maduro

Arranjo do p6len madura nas cavidades
dos microsporangios

Grdo de amido no pdlen maduro
Tipo de grédo de pélen

Forma do grdo de polen

NUmero de aberturas no grdo de pélen

Presenca de exina e intina
Ornamentacgdo da sexina

Presenca de teto, columela e camada basal

?

Periférica 2°

-, apenas dos nucleos 29
+29

310,29

Central 2°

+29

Pseudomdnade 2°

Esférica 22.27-29

1 27-29

+ 10

Microreticulada 27

Microreticulada rugulada
28

Microreticulada
heterogénea 2°

+28

Diferencial 3°
Periférica 35

+35
-, apenas dos nucleos 24
+ 24
-, apenas dos nlcleos 3%
3 35

Central 18.35

+35

Polen tipo-Mapania 24
Pseudomdnade 3°
Esférica 18,22,24,27,35
Levemente cuneiforme 35
1 24,27,35

3 (2 distais + 1 proximal) 35

+ 24,35

Reticulada 2435
Microreticulada 2735
Microequinada 27
Fossulada 27

424,35

?

Apical 4

+, apenas uma célula 24

?

Periférico 24

?

Polen tipo-Mapania 24
Pseudomdnade 2433
Cuneiforme 22.33
Esférica 19.24.27
119,22,27

5 (1 distal + 4 laterais)
27

+ 24
Microreticulada 27

Granulada 27
Rugulada 27

28

+, placa celular efémera ©
+, placa celular incompleta 23
+, placa celular completa 11.21.34

+, sulco 21
2

Desigual 23
Superior 1
Apica| 2-4,7,8,13
Basal 429
Proximal °
Adaxial 11.23
Abaxial 34

-, apenas nucleos 1:2:16,21,29
+ 3-9,11,13,15,23,34

+ 2-6,8,9,1113,15,16,21,29

-, apenas dos nlcleos 7
3 1-6,8,9,13,15,16,29,34

Periférico 18.24

+ 13,29

Pseudomdnade °: 6.8.12,13,16,18,20,21,23,
24,29,30,32,34

Cuneiforme 1.6.9,18,19,22,23,25,26,29
Esférica 27.30.32

> 4 (1 distal +> 3 laterais)) 19-22,26,27,30-
32

3-5 ou mais 27
+1,9,11

Granulosa 25.26,27,30
Fossulada 27

Microreticulada negativa 27:29
Microequinada 27.30.31
Psilada 27

+ 12,14, 30
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Intina espessanaregido da abertura ? +24,35 +24 - 30

Presenga de Orbl'culos + 27,28 + 24,27,35 + 24,27 + 9,11,13,16,26,27,30,31

Referéncias: ! Elfving (1879); 2 Stout (1912); 3 Tanaka (1940); 4 Tanaka (1941); ® Padhye e Moharir (1958); & Carniel (1962); 7 Strandhede (1965); & Padhye et al. (1970); °
Padhye (1971); 10 Nagaraj e Nijalingappa (1972); 11 Dunbar (1973); 12 Hesse (1980); 12 Makde (1982); 14 Zavada (1983); 15 Nijalingappa (1986); 16 Makde e Bhuskute (1987); 17
Manning e Linder (1990); 18 Kirpes et al. (1996); 19 Goetghebeur (1998); 2° Dopchiz e Poggio (1999); 2! Furness e Rudall (1999); 22 van Wichelen et al. (1999); 2% Brown e
Lemmon (2000); 24 Simpson et al. (2003); 25 Pignotti e Mariotti (2004); 26 Vrijdaghs et al. (2006); 27 Nagels et al. (2009); 28 Smith et al. (2009); 2° Coan et al. (2010); 30
Halbritter et al. (2010); 3! Muasya et al. (2010); 32 Wronska-Pilarek et al. (2010); 33 Furness e Rudall (2011); 34 San Martin et al. (2013); 35 presente estudo.

Nota: +: Presente; -: Ausente.
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Figura 62: Representacdo esquematica da microsporogénese e formacdo da parede da pseudombnade de
Mapania macrophylla, M. pycnostachya e M. sylvatica. A. Microsporécito. B, C. Diade de nucleos de
micrésporos com o inicio da formacdo da exina. D. Triade de nlcleos de microsporos. E. Tétrade de nucleos de
microsporos com a exina formada. F. Triade de micrésporos. G. Glébulos de esporopolenina () presentes emum
sulco. H. Pseudombnade em desenvolvimento mostrando o micrésporo funcional e os dois micrésporos nao-

funcionais. — = membrana plasmatica; — = parede celular; B = exina em formagédo; IL = exina formada.
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6. DISCUSSAO

A maioria dos resultados apresentados nesta dissertacdo, para as trés espécies de
Mapania estudadas, estd de acordo com o descrito para a familia. Estes sdo: formacdo da
parede da antera do tipo monocotileddneo; parede do endotécio com espessamento em espiral;
camada mediana efémera; tapete do tipo secretor; antera tetrasporangiada; microsporogénese
simultdnea tipo-Cyperaceae; acumulo de grdos de amido no interior da pseudoménade;
pseudoménade liberada com trés nlcleos; parede da pseudombnade formada por exina e
intina, com a exina diferenciada em teto, columela e camada basal (Tabela 2).

Porém, resultados diferentes foram encontrados para as trés espécies de Mapania e
sdo inéditos para a familia e sdo eles: parede periclinal externa das células da epiderme
levemente espessada; presenca de muitos vacUolos no citoplasma dos microsporocitos;
meiose Il assincronica; citocinese simultdnea através de sulcamento centripeto diferencial
formando uma triade de micrésporos; formacdo incompleta de paredes entre os trés
microsporos, em tempos distintos; e a parede da pseudomdnade formada pela esporopolenina
proveniente do tapete durante a microsporogénese.

Ainda, foram encontrados resultados diferentes entre as espécies de Mapania
estudadas e sdo eles: acumulo de granulos de amido em diferentes partes do tecido das anteras
jovens das trés espécies de Mapania; espessamento em barra nas paredes periclinais externas
das ceélulas da epiderme em M. pycnostachya; meiose | assincrénica entre 0s microsporocitos
do mesmo microsporangio em M. pycnostachya; pseudombnade de formato esférico e
monoporado em M. macrophylla e M. sylvatica e levemente cuneiforme e triporada em M.
pycnostachya; e sexina reticulada em M. macrophylla e microreticulada em M. pycnostachya

e M. sylvatica.
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6.1 Desenvolvimento da parede da antera

Granulos de amido foram encontrados em diferentes partes do tecido das anteras
jovens das trés espécies de Mapania aqui estudadas, como, por exemplo, nas células da
epiderme em M. pycnostachya e M. sylvatica, do endotécio de M. macrophylla e M. sylvatica,
e da camada mediana e do conectivo de M. sylvatica, sendo consumidos durante a
microsporogénese, provavelmente para nutrir tanto a celula nele presente como o0s
microsporos em desenvolvimento. Em Poaceae, constatou-se acUmulo de grénulos de amido
na epiderme e no endotécio das anteras jovens de Olyra humilis Nees e Sucrea monophylla
Soderstr. (Bambusoideae), ndo sendo observado nas anteras maduras das mesmas (Nakamura
et al. 2010). Segundo Bhandari (1984), o desaparecimento desse amido nos tecidos das
anteras maduras foi devido a sua utilizacdo no desenvolvimento do pélen.

Epiderme papilosa com acumulo de compostos fendlicos, uma caracteristica nédo
observada nas espécies de Mapania aqui estudadas, € comumente observada nas anteras de
Cyperaceae (Padhye et al. 1970; Padhye 1971; Makde 1982; Makde e Bhuskute 1987; Coan
et al. 2010). Uma outra caracteristica observada foi um leve espessamento na parede periclinal
externa da epiderme das trés espécies estudadas de Mapania e a presenca do espessamento em
barra também na mesma parede em M. pycnostachya apenas. Estas caracteristicas s&o
novidades para o género e a Ultima é inédita para familia, podendo ser usada como um carater
diagnéstico para diferenciar anatomicamente M. pycnostachya das outras duas espécies
estudadas, e provavelmente esse espessamento na epiderme junto com aquele observado no

endotécio podem auxiliar na deiscéncia da antera.
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6.2 Microsporogénese

Nas trés espécies estudadas de Mapania hd a presenca de vacuolos proeminentes no
citoplasma dos microspordcitos, caracteristica ndo descrita nos estudos de ontogenia polinica
de espécies de Cyperaceae (Stout 1912; Tanaka 1940, 1941; Padhye e Moharir 1958; Padhye
et al. 1970; Padhye 1971; Nagaraj e Nijalingappa 1972; Makde 1982; Makde e Bhuskute
1987; Kirpes et al. 1996; Brown e Lemmon 2000; Coan et al. 2010). Durante a
microgametogénese, nas espécies estudadas de Mapania, esses vacuolos se coalescem no
interior da célula vegetativa.

Na literatura, a formacdo de varios vaclolos € relatada no interior dos micrdsporos
de Hordeum vulgare L. (Poaceae) (Charzynska e Lenart 1989). Neste caso, 0S pequenos
vacUolos também se coalescem num grande vacuolo, que auxilia na migracdo dos ndcleos
vegetativo e generativo até a abertura do pdlen (Charzynska e Lenart 1989).

Durante a microsporogénese das trés espécies de Mapania estudadas, constatou-se a
ocorréncia de uma meiose diferencial, onde as diades de nucleos de micrésporos passavam
pela segunda divisdo meidtica em tempos diferentes. Provavelmente, esta meiose colaborou
na auséncia de uma citocinese simultdnea através de sulcamento centripeto regular entre os
quatros ndcleos formados, originando, assim, uma triade de micrésporos, com um deles
possuindo dois ndcleos. Apds a citocinese, o aparecimento de globulos de esporopolenina
para a formacdo da parede entre os microsporos recém-formados, primeiramente em apenas
um dos sulcos, possibilitou identificar quem era o micrésporo funcional e quem eram o0s
microsporos ndo-funcionais. Infelizmente, no presente estudo, ndo se pode acompanhar toda a
microsporogénese sob microscopia eletronica de transmissdo ao ponto de se conhecer de
quais dos nicleos da diade o micrésporo funcional se originou.

Os estudos de desenvolvimento do pdlen em Cyperaceae descrevem que a meiose é

regular (Dopchiz e Poggio 1999), ou sincrénica (Makde 1982), ou normal (Brown e Lemmon



34

2000), sendo algumas vezes seguida por uma citocinese simultinea (Nagaraj e Nijalingappa
1972; Dunbar 1973; Nijalingappa 1986; Brown e Lemmon 2000; San Martin et al. 2013) e
assimétrica (San Martin et al. 2013), produzindo quatro microsporos. Esses microsporos
passam por mudanca de tamanho e volume no final da microsporogénese, de modo que se
distihnguem o micrésporo funcional e 0s micrésporos ndo-funcionais (Carniel 1962;
Nijalingappa 1986; Brown e Lemmon 2000). O microsporo funcional é caracterizado por ser
maior do que os ndo-funcionais, 0 mesmo para seus nicleos (Carniel 1962; Nijalingappa
1986; Brown e Lemmon 2000). Posteriormente, os microsporos ndo-funcionais migram para
periferia da pseudomdnade, onde se degeneram (Carniel 1962; Nagaraj e Nijalingappa 1972;
Dunbar 1973; Makde 1982; Nijalingappa 1986; Brown e Lemmon 2000; San Martin et al.
2013).

No estudo polinico realizado para o género-irmao de Mapania, Hypolytrum (Coan et
al. 2010), ndo houve relato de uma meiose Il assincrénica seguida por uma citocinese
simultdnea através de sulcamento centripeto diferencial, mesmo que evidéncias anatdmicas
em H. bullatum C.B.Clarke mostrem dois nucleos ndo-funcionais juntos e distantes do
terceiro.

Citocinese através de sulcamento centripeto entre a tétrade de nucleos foi observada,
ultraestruturalmente, em M. pycnostachya, resultando numa triade de micrésporos. Esse tipo
de citocinese também foi descrito em Luzula DC. (Juncaceae) (Furness e Rudall 1999),
também em nivel ultraestrutural, mas com a formacdo de quatro microsporos.

A presenca de um septo, ou sulco ou parede ou placa celular — mesmo sendo estas
incompletas ou efémeras —, delimitando o micrésporo funcional dos n&o-funcionais, foi
observada em algumas espécies de Cyperaceae (Elfving 1879; Tanaka 1940, 1941; Padhye e
Moharir 1958; Carniel 1962; Strandhede 1965; Padhye et al. 1970; Padhye 1971; Nagaraj e

Nijalingappa 1972; Dunbar 1973; Furness e Rudall 1999; Brown e Lemmon 2000; Simpson et
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al. 2003; San Martin et al. 2013). Nas espécies estudadas de Mapania, observaram-se paredes
incompletas entre a triade de micrésporos, que foram formadas em tempos distintos. Em
Luzula, nenhuma parede é observada entre a tétrade de microsporos, a ndo ser a intina
(Furness e Rudall 1999).

Em Luzula, ap6s a citocinese, globulos de esporopolenina aparecem nos sulcos entre
a tétrade de microsporos, mas ndo se coalescem formando uma parede (Furness e Rudall
1999). Nas trés espécies de Mapania estudadas, esses globulos também aparecem nos sulcos
ap6s a citocinese, mas neste caso eles se coalescem e formam paredes incompletas. Em
Eleocharis R. Bripomo (Cyperoideae) (Dunbar 1973), os globulos de esporopolenina so
aparecem um pouco antes da intina envolver os trés micrésporos ndo-funcionais. Neste
momento, a placa celular que delimitava o microsporo funcional dos ndo-funcionais
enfraquece e logo é reforcada pelos globulos de esporopolenina e também pela calose. Tanto
os globulos como a calose terminam sendo agregadas a intina, quando esta esta envolvendo 0s
microsporos ndo-funcionais.

Esses resultados listados anteriormente demonstram que os glébulos de
esporopolenina ganharam funcionalidade em Cyperaceae com uma parede ou reforcando a ja
existente e nota-se uma temporizagdo em seu surgimento na familia; aparecendo apds a
citocinese em Mapania e antes do envolvimento dos microsporos ndo-funcionais pela intina

em Eleocharis.

6.3 Microgametogénese

O local onde os trés ndcleos nao-funcionais migram ao final da microsporogénese
para se degenerar varia entre as espécies de Cyperaceae. Na maioria das espécies estudadas
(Stout 1912; Tanaka 1940, 1941; Padhye et al. 1970; Padhye 1971; Nijalingappa 1986;

Makde e Bhuskute 1987; Brown e Lemmon 2000; Simpson et al. 2003), os nlcleos ndo-
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funcionais migram para a regido apical do polen (porcdo afunilada da pseudombnade
cuneiforme), oposta a abertura distal, onde degeneram. Em espécies de Rhynchospora Vahl.
(Tanaka 1941; Coan et al. 2010), esses trés nucleos migram para a regido basal do polen
(porcdo mais alargada da pseudomdnade cuneiforme) préxima a abertura distal. Em géneros
com pseudombnades esféricas (Nagaraj e Nijalingappa 1972; Coan et al. 2010), os trés
nucleos migram para a periferia da pseudomdnade, mas proximos a abertura distal. Nas trés
espécies de Mapania do estudo, os trés ndcleos ndo-funcionais migram — ou seja, Sao
empurrados pelo micrésporo funcional em crescimento —, também, para a periferia da
pseudomdnade, mas ficam opostos a abertura distal, assemelhando-se aqueles observados nas
espécies de Cyperaceae listadas acima.

A posicdo da célula vegetativa nas trés espécies de Mapania estudadas é adjacente
aos micrésporos ndo-funcionais, diferente do que normalmente ocorre em Cyperaceae. Na
maioria das espécies dessa familia ja estudadas, a célula generativa € que ocupa essa posicao,
ao passo que a célula vegetativa sempre se encontra adjacente a abertura distal (Tanaka 1940,
1941; Padhye et al. 1970; Nagaraj e Nijalingappa 1972; Makde 1982; Makde e Bhuskute
1987; Kirpes et al. 1996; Brown e Lemmon 2000; Coan et al. 2010). Essa observacdo em
Mapania pode ser resultado de uma reversdo da polaridade da mitose do nlcleo funcional, ou
seja, 0 polo generativo se encontra na regido distal do polen, enquanto que o polo vegetativo,
na proximal. Esse tipo de reversdo € observado em Phalaenopsis Blume (Orchidaceae)
(Brown e Lemmon 1992).

No presente estudo, os trés nlcleos ndo-funcionais das espécies de Mapania sdo
envolvidos pela intina, onde se degeneram. Esse resultado corrobora com aquele descrito em

Eleocharis (Dunbar 1973).
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6.4 Desenvolvimento da parede da pseudomonade

Estudos de formacdo da parede da pseudomodnade de Cyperaceae ainda sdo
incipientes.

Nas espécies de Mapania aqui estudadas, o tapete produz e secreta as
esporopoleninas — na forma de orbiculo —, necessarias para a formacdo da exina de suas
pseudombnades durante a microsporogénese. Esse resultado difere daquele descrito durante a
formacdo da exina de Eleocharis (Cyperoideae) (Dunbar 1973). Nesta espécie, a
esporopolenina é produzida e secretada pela tétrade de nicleos de micrdsporos envolvida
ainda pela parede de calose.

Segundo alguns estudos (Heslop-Harrison 1968, 1971; Knox 1984), a parede de
calose serve como uma barreira que impede qualquer influéncia do esporofito sobre o
desenvolvimento do polen. Somente apds a dissolucdo desta parede, no estagio de micrésporo
livre, o esporofito realiza alguma contribuicdo, como, por exemplo, 0 seu tapete produz e
secreta esporopoleninas que sdo acrescidas a exina (Heslop-Harrison 1968, 1971; Knox 1984;
Pacini et al. 1985).

Segundo Pacini (2010), os orbiculos sdo produtos da degeneracdo do tapete e
compostos por esporopolenina, cuja origem no tapete e fungdo ainda sdo incertas. Especula-se
que os orbiculos, por constituir-se de esporopolenina, possam ajudar na formacdo da parede
do polen no estagio de microsporo livre, mas tal especulagdo ainda ndo esta bem
fundamentada (Bhandari 1984). Para as trés espécies estudadas de Mapania notaram-se que
0s orbiculos sdo provenientes do tapete em plena atividade, cuja esporopolenina é depositada
sobre a parede da diade de nicleos de micrésporos. Esse resultado contraria a declaracdo de
Pacini (2010) e mostra que os orbiculos podem, também, vir de um tapete ainda saudavel.

Do estagio de diade de nlcleos de microsporos ao estagio de diferenciacdo dos

nucleos funcional e ndo-funcionais, os orbiculos presentes no loculo da antera das trés
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espécies estudadas de Mapania sdo consumidos para a formacdo da exina. Esse consumo
pode ser causado por uma enzima chamada esterase (Ahokas 1976). A esterase pode estar
presente no tapete, no orbiculo, na superficie do polen e na abertura deste e tem a funcdo de
hidrolisar a esporopolenina presente no meio para que esta seja usada na construcdo da exina,
(Alorkas 1976). Essa enzima geralmente aparece no momento da deposicdo da
esporopolenina e permanece até a conclusdo da exina (Ahokas 1976). Em H. vulgare, a
esterase presente no poro garante que este ndo seja obstruido, hidrolisando a esporopolenina
presente nele e usando-a para a formacdo do opérculo. (Ahokas 1976).

Em M. pycnostachya, em ultraestrutura, observou-se que a esporopolenina é
depositada na forma de particulas sobre a parede da pseudomdnade, o mesmo é observado
sobre a parede do micrésporo de H. vulgare (Ahokas 1975).

As pseudomoOnades das espécies de Mapania aqui estudadas apresentam a exina
diferenciada em teto, columela e camada basal. Essa mesma estratificacdo € encontrada na
exina de Carex L. (Cyperoideae) (Hesse 1980; Zavada 1983), Eleocharis (Cyperoideae),
Scirpus L. (Cyperoideae) (Zavada 1983), Diplasia (Mapanioideae) (Simpson et al. 2003),
Hypolytrum (Mapanioideae) (Smith et al. 2009) e Mapania (Mapanioideae) (Simpson et al.
2003), como também na exina de varios polens de angiospermas (Heslop-Harrison 1971;
Knox 1984). Estratificacdo distinta a esta foi relatada para Volkeria messelensis S. Y. Smith,
Collinson, Simpson, Rudall, Marone & Stampanoni (Mapanioideae), uma espécie fossil de
Cyperaceae, onde a exina do pdlen é desprovida de teto e columela, possuindo apenas uma
camada basal (Smith et al. 2009). Na regido da abertura da pseudombnade das espécies
estudadas de Mapania, a exina se diferencia em teto, columela e camada basal lamelada. Tal
resultado foi observado em espécies de Diplasia e também de Mapania (Simpson et al 2003).

A intina, nas trés espécies de Mapania do presente estudo, é espessa na regido da

abertura e delgada no restante da pseudomonade. Este resultado corrobora com o observado
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para as espécies de Capitularina, Diplasia, Exocarya, Mapania (Mapanioideae) e Hellmuthia
Steud. (Cyperoideae) (Simpson et al. 2003). Porém, em Carex L. (Cyperoideae) (Halbritter et
al. 2010), a intina é delgada na regido de abertura e espessa no restante da pseudomdnade.

Nas espécies de Mapania estudadas observaram-se que os orbiculos que ndo foram
consumidos durante a formagdo da exina permaneceram aderidos a membrana peritapetal e na
superficie das pseudomoénades, corroborando com o relatado prévio em Mapania
cuatrecasasii T.Koyama e em outras espécies de Cyperaceae (Nagels et al. 2009).

Pélen com formato cuneiforme e com duas aberturas ja foi observado em M. humilis
[= M. cuspidata] (Erdtman 1952), porém tal morfologia ndo foi levada em consideragdo na
descricdo para 0 género. Em Mapania, os pdlens normalmente sdo descritos como sendo
esféricos e monoporados (Simpson et al. 2003). No entanto, a pseudombnade de M.
pycnostachya, quando imatura possui formato esférico e triporado, mas a medida que vai se
desenvolvendo, a mesma se alonga e se torna levemente cuneiforme e triporada, com um poro
proximal e dois poros distais.

Uma abertura distal € comumente encontrada nos pélens de espécies estudadas de
Cyperaceae (Goetghebeur 1998; van Wichelen et al. 1999; Vrijdaghs et al 2006; Nagels et al.
2009; Halbritter et al. 2010; Muasya et al. 2010; Wronska-Pilarek et al. 2010). Mas, no
presente estudo, também duas aberturas distais sdo vistas no pélen maduro de M.
pycnostachya. Além dessa abertura distal, algumas espécies de Cyperaceae também
apresentam aberturas laterais (Goetghebeur 1998; Van Wichelen et al. 1999; Vrijdaghs et al
2006; Nagels et al. 2009; Halbritter et al. 2010; Muasya et al. 2010; Wronska-Pilarek et al.
2010), também designadas de pseudoaberturas (Dahlgren et al. 1985; Meltsov et al. 2008), ja
que a abertura distal € o local onde o tubo polinico se projeta durante a germinacdo do podlen
(Meltsov et al. 2008). Uma outra funcdo sugerida para a abertura distal seria o local de

passagem de nutrientes do tapete para o pdlen, como o que ocorre em Poaceae, pois esta



40

abertura se encontra durante todo desenvolvimento em contato com o tapete (Halbritter et al.
2010).

Assim, conforme apresentado acima, o polen das trés de Mapania estudadas € uma
pseudombnade, resultante da  microsporogénese  simultinea  tipo-Cyperaceae.  Esta
microsporogénese, no presente estudo, apresentou uma diferenca quanto aquela descrita para
Hypolytrum (Nagaraj e Nijalingappa 1972; Coan et al 2010) e para outras espécies de
Cyperaceae (Elving 1879; Stout 1912; Tanaka 1940, 1941; Padhye e Moharir 1958; Carniel
1962; Strandhede 1965; Padhye et al. 1970; Padhye 1971; Dunbar 1973; Makde 1982;
Nijalingappa 1986; Makde e Bhuskute 1987; Brown e Lemmon 2000; Coan et al. 2010), por
apresentar uma meiose Il assincronica e isso, possivelmente, prejudicou a citocinese entre 0s
quatro nlcleos formados, originando apenas trés microsporos. Duas hipdteses sdo sugeridas
sobre a presenca desta triade de micrésporos em Mapania, e séo estas:

1. O aparecimento desta triade seria um modo da planta poupar energia no final da
microsporogénese, destinando-a para outras etapas do desenvolvimento da pseudoménade; ou

2. O aparecimento da triade seria um dos passos evolutivos que culminou na
formacdo dos microsporos funcional e ndo-funcionais em Cyperaceae e, por fim, no
surgimento da pseudomonade.

Baseando-se nestas hipdteses, Mapania poderia ser um género derivado, ou ser um
género basal, respectivamente.

Portanto, o presente estudo apresentou novos conhecimento para a microsporogénese
em Cyperaceae, como também abriu perspectivas para novos estudos em Mapanioideae,

especialmente em Hypolytreae.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Este é o primeiro estudo que abordou toda a ontogenia polinica em Mapania.

Os resultados encontrados aqui constataram que o polen tipo-Mapania, na verdade, é
uma pseudomdnade, resultado da degeneracdo de trés dos quatro nucleos, produtos da meiose,
confirmando, assim, a presenca da microsporogénese simultdnea tipo-Cyperaceae.

Em relacdo a meiose, observou-se que a fase | é assincronica entre os nucleos dos
microsporocitos de um mesmo microsporangio em M. pycnostachya. Ainda na meiose, a fase
Il é assincronica em todas as espécies estudadas de Mapania, pois cada um dos dois nicleos
resultantes da meiose | passam por esta divisdo, em tempos distintos.

Com o auxilio do microscépio eletrbnico de transmissdo pode-se observar a
citocinese simultanea através de sulcamento centripeto diferencial. Diferencial porque nem
todos os quatro ndcleos passam pela citocinese, originando, desta forma, uma triade de
microsporos. Também pode-se observar o aparecimento de globulos de esporopolenina para a
formacdo da parede, primeiramente, em apenas um dos sulcos que separava um micrdsporo
dos outros dois, identificando assim o microsporo funcional e os dois micrésporos nao-
funcionais. Isso acabou sendo confirmado em seguida, com o aumento de volume do
primeiro, que empurrou 0s outros dois para periferia da pseudomdnade.

Com relacdo a microgametogénese, esta € semelhante aos demais estudos em
Cyperaceae. Neste processo observou-se, também, os trés nlcleos ndo-funcionais sendo
envolvidos pela intina, confirmando assim resultados prévios de outros estudos de
Cyperaceae.

Por fim, a partir deste estudo ha a perspectiva de producdo de dois manuscritos que

serdo enviados para periodicos da area.
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