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1. RESUMO

A embriologia e o desenvolvimento pés-seminal de Olyra humilis, Sucrea
monophylla  (Bambusoideae), Axonopus aureus, Paspalum  polyphyllum
(Panicoideae), Eragrostis solida e Chloris elata (Chloridoideae) foram estudadas
visando a caracterizagao dessas subfamilias de Poaceae. As anteras sao bitecas e
tetrasporangiadas; apresentam tapete secretor; microsporogénese sucessiva;
tétrades isobilaterais, graos de pdlen esféricos, tricelulares, monoporados, com anel
e opeérculo. Apresentam oOvulo bitegumentado; saco embrionario tipo Polygonum;
endosperma nuclear e embrido lateral. As espécies apresentam raiz embrionaria de
origem endogena (adventicia), cotilédone dividido em hiperfilo (escutelo), bainha
reduzida e hipofilo (coledptilo), coleorriza (raiz primaria reduzida), mesocétilo (eixo
entre escutelo e coledptilo) e epiblasto (folhna embrionaria). O desenvolvimento pés-
seminal inicia-se com a emissao da coleorriza, seguida do coledptilo e primeira
folna desenvolvida semelhante ao metafilo, exceto em Bambusoideae, que é
modificada em catafilo. Essas caracteristicas embriolégicas e do desenvolvimento
pos-seminal se assemelham com as demais espécies de Poaceae ja estudadas.
Algumas caracteristicas sao diagnodsticas para as subfamilias como graos de podlen
com exina granulosa em Bambusoideae, insular com espinulos densamente
agrupados em Panicoideae e com espinulos esparsamente agrupados em
Chloridoideae; o6vulo hemianatropo pseudocrassinucelado em Bambusoideae e
Panicoideae e campilétropo tenuinucelado em Chloridoideae; tegumento externo
restrito a base do évulo em Bambusoideae, estendendo até um terco do nucelo em
Panicoideae e alongado até a regido préxima a micropila em Chloridoideae. O 6vulo
das espécies de Bambusoideae é maior do que das demais espécies devido ao
grande desenvolvimento do nucelo, entretanto, possui semente com menor
propor¢cao embrido/endosperma. Bambusoideae apresenta fruto com endocarpo
fendlico e semente ategumentada. Panicoideae apresenta semente com tégmen
colapsado ao pericarpo. Chloridoideae apresenta cariopse formada pelo exocarpo,
com tégmen persistente e endotégmen fendlico. A presenga de catafilo na plantula
de O. humilis (Bambusoideae) pode ser interpretada como carater ancestral. A
reducdo da raiz primaria (coleorriza) e hipofilo modificado em coledptilo séo
considerados caracteres derivados de Poaceae, em relacdo as demais

monocotiledbneas.1vbxz



2. ABSTRACT

The embryology and post-seminal development of Olyra humilis, Sucrea monophylla
(Bambusoideae), Axonopus aureus, Paspalum polyphyllum (Panicoideae),
Eragrostis solida and Chloris elata (Chloridoideae) were studied here in order to
characterize the respective subfamilies within Poaceae. The bithecous and
tetrasporangiate anthers present: secretory tapetum, successive microsporogenesis,
isobilateral tetrads, and spherical pollen grains, which are tricellular and monoporate
and have annulus and operculum. The ovule is bitegmic and the embryo sac is of
the Polygonum type. The endosperm is nuclear and the embryo is lateral. The
studied species have endogenous embryonic root (adventitious); cotyledon divided
into hyperphyll (scutellum), reduced sheath and hypophyll (coleoptile); coleorhiza
(reduced primary root); mesocotyl (axis between the scutellum and the coleptile);
and epiblast (embryonic leaf). The post-seminal development starts with the
emission of the coleorhiza, followed by the coleoptile and the first leaf, which is
similar to the metaphyll except for Bambusoideae, in which it converts into a
cataphyll. These embryological and post-seminal developmental features resemble
the ones already known for species of Poaceae. Some features are diagnostic within
the subfamilies: the exine of the pollen grain is granulose in Bambusoideae, insular
with densely grouped spinules in Panicoideae, and insular with scarcely grouped
spinules in Chloridoideae; the ovule is hemi-anatropous and pseudocrassinucelate
in both Bambusoideae and Panicoideae, but it is campylotropous and tenuinucellate
in Chloridoideae; the outer integument is restricted to the base of the ovule in
Bambusoideae, whereas in Panicoideae it reaches up to one third of the nucellus,
and in Chloridoideae it extendes until the micropyle. In the species of
Bambusoideae, the ovule is bigger than the one of the other subfamilies due to the
great development of the nucellus; however, the seed has lower proportion of
embryo/endosperm. Bambusoideae presents fruit with phenolic endocarp and
ategmic seed. Panicoideae presents seed in which the tegmen is collapsed to the
pericarp. Chloridoideae has caryopse formed by exocarp, persistent tegmen and
phenolic endotegmen. The occurrence of cataphyll in the seedlings of O. humilis
(Bambusoideae) can be interpreted as an ancestral feature. The reduction of the
primary root (coleorhiza) and the modification of the hypophyll into a coleptile are

considered to be characters derived from Poaceae within the other monocotyledons.



3. INTRODUGCAO GERAL

Poaceae é uma das familias de Angiospermas com maior numero de
espécies (TZVELEV, 1989). A familia estd dividida em 12 subfamilias:
Anomochlooideae, Pharoideae, Puelioideae (grupo dos bambus basais),
Bambusoideae, Ehrhartoideae, Pooideae, Avristidoideae, Arundinoideae,
Danthonioideae, Centothecoideae, Panicoideae e Chloridoideae (GPWG, 2001),
que recobrem praticamente 20% da superficie continental do mundo (SHANTZ,
1954), com representantes em todos os continentes e em todos os tipos de habitat
(GPWG, 2001).

Poaceae esta inserida no clado graminideo (LINDER & RUDALL, 2005), que
também inclui Ecdeiocoleaceae, Flagellariaceae e Joinvilleaceae. A circunscrigao
do clado graminideo é recente e a relagéo entre as familias que o compdem carece
de informacdes (LINDER & RUDALL, 2005). Este clado pertence a ordem Poales,
que com a exclusao de Hydatellaceae (SAARELA et al., 2007), abrange 17 (APG II,
2003) ou 16 familias (SOLTIS et al., 2005), responsaveis por agregar um tergo das
monocotiledéneas (LINDER & RUDALL 2005, SOLTIS et al., 2005). Poales é uma
das ordens que compde o clado commelinideas, e reune Arecales, Commelinales,
Zingiberales e Dasypogonaceae (APG Il, 2003, Soltis et al. 2005), cujas relagdes de
parentesco s&o incertas (APG II, 2003).

Algumas sinapomorfias estdo presentes em Poaceae como inflorescéncias
bracteadas, perianto reduzido ou ausente, poélen com ornamentagdes peculiares na
exina, cariopse e embrido lateral e diferenciado (GPWG, 2001).

Nas ultimas décadas estudos do desenvolvimento pds-seminal de espécies
de monocotiledéneas, inclusive Poaceae (TILLICH, 2000; 2007), revelaram-se
importantes como ferramentas para a taxonomia do grupo e para auxiliar na
reconstrucdo de uma filogenia mais consistente e parcimoniosa para as
monocotiledéneas (TILLICH, 2000).

Desde o final do século XIX, varios autores buscam evidéncias de
homologias do embrido de Poaceae com as demais monocotiledéneas. A
homologia mais aceita € de que o escutelo é parte do cotilédone e tem fungao
haustorial (BOYD, 1931; COCUCCI & ASTEGIANO, 1978; TILLICH, 1995; 2000;
2007).



Alguns aspectos do embrido, porém, ainda sao controversos, como se O
coleoptilo faz parte do cotilédone (SHUMA & RAJU, 1991; TILLICH, 1995; 2000) ou
é uma folha embrionaria (BOYD, 1931; NEGBI & KOLLER, 1962; DAHLGREN et
al.,1985); se o epiblasto é o segundo cotilédone (TIEGHEM, 1897), ou € uma folha
embrionaria (Mac CALL, 1934; BOYD, 1931; NEGBI & KOLLER, 1962), ou uma
excrescéncia da coleorriza (FOARD & HABER, 1962, TILLICH, 1995; 2000), ou
ainda parte do hipocotilo (DAHLGREN et al., 1985), ou parte do cotilédone
(WORSDELL, 1916; VASIL et al., 1983, OZIAS-AKINS & VASIL, 1983), ou entao,
nao € homélogo a nenhum 6rgao (GPWG, 2001).

Com relacédo a terminologia, a raiz embrionaria de Poaceae é denominada
raiz adventicia (YAMASHITA, 1983; TILLICH, 2000; 2007), ou radicula do embrido
(AVERY JR, 1930); a coleorriza € denominada radicula (COCUCCI & ASTEGIANO,
1978; DAHLGREN et al., 1985) ou parte do hipocétilo (TILLICH, 2000; 2007); e
Poaceae se caracteriza pela auséncia da radicula do embrido (TILLICH, 2000;
2007).

Dentre as 13 subfamilias de Poaceae (SANCHEZ-KEN et al., 2007),
Bambusoideae, Chloridoideae e Panicoideae foram selecionadas para serem
estudadas neste trabalho por serem grupos monofiléticos e filogeneticamente
distintos, sendo Bambusoideae a subfamilia considerada basal dentre as
estudadas, Panicoideae intermediaria e Chloridoideae derivada (GPWG, 2001).

Bambusoideae inclui aproximadamente 1.575 espécies (OHRNBERGER,
1999), apresenta duas tribos: Bambuseae (bambus lenhosos) e Olyreae (bambus
herbaceos) (GPWG, 2001). No Brasil, ocorrem 36 géneros e 187 espécies de
bambus, sendo a Bahia regido de maior endemismo e diversidade do grupo
(CLARK, 1990).

Panicoideae apresenta cerca de 3.270 espécies e 208 géneros, distribuidos
pelos tropicos, subtrépicos e zonas temperadas e apresenta seis tribos (GPWG,
2001). Paniceae abrange mais de 100 géneros (ZULOAGA et al., 2000) e mais da
metade (60%) das espécies de Panicoideae (ALISCIONI et al., 2003).

Chloridoideae possui aproximadamente 1.400 espécies irradiadas entre as
regides secas dos trépicos, subtropicos e zonas temperadas (GPWG, 2001) e
apresenta cinco tribos (GPWG, 2001). Eragrostideae apresenta cerca de 1.000
espécies, um décimo das espécies de Poaceae, e 80 géneros (PETERSON et al.,
1997). No Brasil, ocorrem cerca de 197 géneros e 1358 espécies (BURMAN, 1985)



e no estado de Sao Paulo o género Chloris esta representado por quatro espécies
(LONGHI-WAGNER, 2001).

Bambusoideae, Chloridoideae e Panicoideae apresentam caracteres
embrioldgicos diferenciais como numero de células esporogénicas do
microsporangio maior em Bambusoideae (55-85) menor em Panicoideae (8-44) e
intermediario em Chloridoideae (5-36); depdsito de compostos fendlicos nas células
do tégmen em Chloridoideae, ausente em Bambusoideae e Panicoideae; pericarpo
da cariopse de Bambusoideae e Panicoideae ligado ao tégmen, enquanto que em
Chloridoideae o pericarpo € livre (BHANWRA, 1988). Além disso, Bambusoideae
apresenta embrido pequeno, enquanto que Chloridoideae e Panicoideae
apresentam embrido grande (GPWG, 2001).

No sistema de classificagdo proposto pelo Grass Phylogeny Working Group
(GPWG, 2001), além de dados bioquimicos e moleculares, destacam-se os
estruturais na analise filogenética e evolutiva da familia. Dentre os caracteres
estruturais, estdo os embriolégicos, do fruto e da semente. LONGHI-WAGNER
(2002) destaca a necessidade de estudos ontogenéticos em érgaos reprodutivos de
Poaceae, com a finalidade de embasar a filogenia do grupo.

Considerando-se a importancia de estudos ontogenéticos em d&rgéos
reprodutivos de Poaceae, foram escolhidas Olyra humilis e Sucrea monophylla
(Bambusoideae-Olyreae), Chloris elata (Chloridoideae-Cynodonteae) e Eragrostis
solida (Chloridoideae-Eragrostideae) e Axonopus aureus e Paspalum polyphyllum
(Panicoideae-Paniceae) para estudar o desenvolvimento da antera e do gréo de
polen; desenvolvimento do 6vulo, fruto e semente, visando a caracterizacao
embriolégica das subfamilias. Além disso, através do estudo morfoanatémico do
desenvolvimento pds-seminal, verificar se existe ou ndo um padrao para a familia, e

relacionar suas estruturas com as demais monocotiledéneas.
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Resumo

O desenvolvimento da antera e do grdao de podlen de Olyra humilis e Sucrea
monophylla (Bambusoideae-Olyreae); Axonopus aureus e Paspalum polyphyllum
(Panicoideae-Paniceae); Eragrostis solida e Chloris elata (Chloridoideae-
Eragrostideae) foi estudado visando sua caracterizagcdo embriolégica dessas
espécies de subfamilias consideradas, filogeneticamente, basal, intermediaria e
derivada, respectivamente. As espécies estudadas apresentam anteras bitecas e
tetrasporangiadas; desenvolvimento da parede da antera do tipo monocotiledéneo;
epiderme unisseriada; endotécio com espessamento de parede anelar; camada
meédia efémera; tapete secretor uninucleado e/ou binucleado; microsporogénese
sucessiva; tétrades isobilaterais; graos de podlen esféricos, monoporados, com a
presenca de anel e opérculo, dispersos no estagio tricelular. Essas caracteristicas
também s&o comuns as demais Poaceae ja estudadas. O padrdo de ornamentacéo
da exina das espécies estudadas é distinto. Olyra humilis e Sucrea monophylla
(Bambusoideae) apresentam padrdao granuloso e as demais espécies estudadas,
padrdo insular. Axonopus aureus e Paspalum polyphyllum (Panicoideae)
apresentam espinulos densamente agrupados, enquanto em Chloris elata e
Eragrostis solida (Chloridoideae) espinulos esparsamente agrupados. A
ornamentacgao da exina dos graos de pdlen pode ser considerada carater importante
no nivel infrafamiliar.

Palavras-chave: Bambusoideae, Chloridoideae, microsporogénese, Panicoideae.

Abstract

Anther and pollen development was studied in Olyra humilis and Sucrea monophylla;
Axonopus aureus and Paspalum polyphyllum; Eragrostis solida and Chloris elata.
This study aims to their characterize embryologicaly this species at the subfamilial
level. They are considerated basal, intermediate and devivate phylogenetically.
Species are similar to one another and to other Poaceae. They present the following
structures: bithecal and tetrasporangiate anthers; a monocotyledonous-type anther
wall development; uniseriate epidermis; endothecium showing annular thickenings;
an ephemeral middle layer; uninucleate and/or binucleate secretory tapetum;
successive microsporogenesis; isobilateral tetrads; spheroidal, monosporate pollen
grains with annuli and operculum, dispersed in the tricellular stage. Nevertheless,

the exine patterns of the studied species are distinct. That of Olyra humilis and



Sucrea monophylla (Bambusoideae) is granulose pattern whereas it is insular in the
others. In addition, Axonopus aureus and Paspaulum polyphyllum (Panicoidaeae)
heve a compactly insular spinule parttern, while Chloris elata and Eragrostis solida
(Chloridoideae) show a sparsely insular spinule pattern. The exine ornamentation
pattern may be considered an important feature in infrafamilar level.

Keywords: Bambusoideae, Chloridoideae, microsporogenesis, Panicoideae.

Introdugao

O interesse no conhecimento embrioldégico de espécies de Poaceae deve-
se a grande importancia econdmica e ecolégica que o grupo apresenta. A familia
abrange cerca de 10.000 espécies e mais de 700 géneros (Dahlgren et al. 1985),
distribuidos entre 13 subfamilias (Sanchez-Ken et al. 2007). Suas espécies ocorrem
em todos os continentes e em todos os tipos de habitats (GPWG, 2001). Poaceae
esta incluida em Poales juntamente com mais 17 familias, segundo APG Il (2003), e
representa cerca de um tergco das monocotiledéneas (Linder & Rudall, 2005).

Grande parte de representantes de Poales apresenta o desenvolvimento da
antera do tipo monocotiledéneo (Sajo et al., 2005), tapete secretor (Furness &
Rudall, 1998; 2001) e citocinese sucessiva (Furness & Rudall, 2001), caracteres
também compartilhados por outros representantes de monocotiledéneas (Furness &
Rudall, 2001). Além desses caracteres comuns, para Poaceae foi relatada a
presenga de apenas quatro camadas de células do microsporangio que, segundo
Bhanwra (1988), € uma sinapomorfia da familia. Neste estudo o autor afirma que os
caracteres embriolégicos masculinos sdo comuns para a familia.

Os caracteres embrioldgicos podem ser uteis na taxonomia, indicando limites
de taxon, determinando afinidades e avaliando esquemas de classificagao
(Bjornstad, 1970). Ainda que a plasticidade fenotipica dos caracteres embrioldgicos
seja pequena, sugere-se que a grande riqueza especifica, e a ampla distribuicdo
das espécies de Poaceae podem influenciar a embriologia do grupo. Isto levaria ao
uso eficiente de caracteres do microsporangio e microgametdfito nas analises
filogenéticas do grupo, como ocorreu em Asparagales (Rudall et al., 1997). Nesta
ordem, a microsporogénese simultanea foi considerada um carater apomorfico,
destacando-se também a abertura do tipo ana-tricotomocolpado do pélen, raro em

monocotileddneas.



O objetivo deste trabalho foi caracterizar o desenvolvimento da antera e do
grao de pdlen de Olyra humilis Nees, Sucrea monophylla Soderstr. (Bambusoideae -
Olyreae), Axonopus aureus P. Beauv., Paspalum polyphyllum Nees ex Trin.
(Panicoideae - Paniceae) e Eragrostis solida Nees (Chloridoideae - Eragrostideae) e
Chloris elata Desv. (Chloridoideae - Cynodonteae). Procurou-se verificar a
constancia ou nao dos caracteres embriolégicos dentro dessas subfamilias,

consideradas distintas filogeneticamente dentro de Poaceae.

Material e métodos

Bambusoideae-Olyreae

Olyra humilis Nees. Brasil: Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Morro Reuter, Morro
Embratel. H.M. Longhi-Wagner, 25/09/2004; 9258; ICN; Sapiranga, Morro
Ferrabraz. H.M. Longhi-Wagner, 25/09/2004; 9259; ICN.

Sucrea monophylla Soderstr. Brasil: Bahia, Itapebi, Fazenda Guarani. H.M. Longhi-
Wagner et R.P. Oliveira, 12/03/2004; 9332; ICN.

Panicoideae-Paniceae

Axonopus aureus P. Beauv. Brasil: Sdo Paulo, Pratania, fazenda Palmeira da Serra.
A.T. Nakamura et C.J. Campos, 10/02/2005; HRCB (41668); Pedregulho,
Estacdo Ecologica de Furnas do Bom Jesus. A.T. Nakamura et E. Simé&o,
18/04/2005; HRCB (41661).

Paspalum polyphyllum Nees ex Trin. Brasil: Minas Gerais, Santana do Riacho, Serra
do Cipé. A.l. Coan et al., 11/05/2003; 08; HRCB.

Chloridoideae-Cynodonteae

Chloris elata Nees. Brasil: Sdo Paulo, Franca, Rodovia Candido Portinari km 322.
A.T. Nakamura et E. Siméao, 14/11/2005; HRCB (45417).

Chloridoideae-Eragrostideae

Eragrostis solida Desv. Brasil: Sdo Paulo, Pedregulho, Estagdo Ecoldgica de Furnas
do Bom Jesus. A.T. Nakamura et E. Simao, 18/04/2005; HRCB (41667).

O material para analise embriolégica foi fixado em FAA 50 (Johansen, 1940)

e conservado em alcool etilico 70%. O material testemunho foi incluido no acervo do

herbario do Departamento de Botanica da UFRGS (ICN) e no Herbario Rioclarense

(HRCB), conforme listado ao final do trabalho, com respectivos locais, datas de

coleta, nomes de coletores e nimeros de coleta.



Para a analise em microscopia oOptica, espiguetas e anteras individualizadas
de todas as espécies foram desidratadas em série etilicas, incluidas em historresina
Leica®, segundo o protocolo do fabricante. O material foi seccionado em micrétomo
rotativo, com 1 a 5uym de espessura, obtendo-se séries longitudinais e transversais.
As seccgbes obtidas foram coradas com acido periddico 1%- reagente de Schiff
(PAS) e azul de toluidina 0,05% (Feder & O'Brien, 1968), e montadas em laminas
permanentes com resina sintética. As ilustracdes foram obtidas por meio do
capturador de imagens, acoplado ao fotomicroscépio Leica DMLB, com o auxilio do

programa Leica IM50.

Para o estudo ultraestrutural do grdo de pdlen, estames de todas as
espécies, em pré-antese, foram desidratados em série de acetona (50%, 70%, 90%,
95% e 100%) (Johansen, 1940) e submetidos a secagem ao ponto critico com gas
carbbnico. A seguir, o material seco foi fixado em suportes metalicos com fita
adesiva de cobre 3M. Com auxilio de estiletes os graos de pdlen foram retirados
das anteras para, posteriormente, serem metalizados com ouro, observados e
fotografados ao microscopio eletrénico de varredura (Philips SEM 505). Para a

classificacdo dos graos de pdlen, foi adotada a terminologia de Punt et al. (1994).

Resultados

Nas espécies estudadas observaram-se espiguetas com flores unissexuadas
e bissexuadas. Em Olyra humilis e Sucrea monophylla (Figura 1A) as espiguetas
sdo unissexuadas, enquanto que em Paspalum polyphyllum, Axonopus aureus
(Figura 1B), Chloris e Eragrostis solida, as espiguetas bissexuadas.

Todas as espécies apresentam trés estames, dispostos em apenas um
verticilo. Em Eragrostis solida foram observados trés estames em algumas
espiguetas. Na maioria das espiguetas maduras estdo presentes dois estames
enquanto que nas espiguetas jovens, trés estames. As anteras sao dorsifixas,
bitecas, tetrasporangiadas (Figuras 1A, B, D, E, F) e apresentam deiscéncia
longitudinal extrorsa.

Desenvolvimento da parede da antera

O desenvolvimento da parede da antera nas espécies estudadas néo

apresentou diferencas significativas, observando-se um mesmo padréo para as seis

espécies. O primérdio da antera é formado por tecido meristematico envolto por



uma camada epidérmica (Figura 1C). Com o desenvolvimento dos quatro
esporangios, a antera torna-se tetralobada (Figuras 1B, D).

O desenvolvimento da parede da antera é do tipo monocotiledoneo. Uma
unica célula arqueosporica hipodérmica diferencia-se em microsporangio. Esta
célula aumenta de tamanho, sofre divisdo periclinal, formando a camada parietal
primaria e a célula esporogénica primaria (Figura 1D). A camada parietal primaria
divide-se dando origem a camada secundaria (Figura 1E). A camada parietal
primaria diferencia-se em endotécio e a camada parietal secundaria divide-se
novamente e forma a camada média e o tapete. A parede da antera apresenta,
portanto, quatro camadas de células: epiderme, endotécio, camada média e tapete,
que apresentam paredes finas e nucleos evidentes (Figura 1F). Em Olyra humilis
(Figura 1F) e Sucrea monophylla (Figura 3A) observam-se graos de amido nas

células da epiderme e do endotécio.

Na maturidade, a epiderme da antera apresenta-se com paredes retas ou
levemente papilosas em Axonopus aureus (Figura 2D), ou convexas, em Sucrea
monophylla e Olyra humilis (Figura 2A) e papilosas, como em Paspalum
polyphyllum, Chloris elata (Figura 2F) e Eragrostis solida (Figuras 3B, G). As células
do endotécio sdo alongadas tangencialmente e apresentam espessamento do tipo
anelar (Figuras 2A, E, F, G).

Em Olyra humilis, a camada do endotécio apresenta células de maior
tamanho quando comparadas com aquelas das demais espécies (Figura 3G),
representando cerca de dois tergos da espessura da parede da antera (Figura 2A).
A camada média é efémera e desintegra-se na maturidade da antera (Figura 3C).
As células do tapete apresentam paredes delgadas, citoplasma denso e nucleo
conspicuo (Figura 3A). O tapete € do tipo secretor (Figuras 2F, 3A, F), cujas células
apresentam um nucleo em Olyra humilis, Sucrea monophylla, Axonopus aureus e
Paspalum polyphyllum, e se desintegram na maturidade da antera (Figuras 2A-D,
G). Nas espécies de Chloridoideae, Chloris elata e Eragrostis solida, observa-se a
presenca de tapete uninucleado e, ocasionalmente, binucleado (Figura 2F).

Em contato intimo com as células do tapete, observam-se os graos de pdlen
jovens, que ficam dispostos perifericamente no I6culo de cada microsporangio da
antera. Estes fundem-se formando apenas um léculo por teca (Figuras 2B, D). No
momento da dispersao, os graos de podlen apresentam-se dispersos no interior do

|6culo (Figuras 2B-D).



Microsporogénese e microgametogénese

Na antera jovem, em seccao longitudinal, geralmente os microspordécitos
apresentam-se dispostos em quatro fileiras de células com paredes finas,
citoplasma denso e nucleo conspicuo (Figuras 3A, B). Em sec¢ao transversal da
antera jovem de Olyra humilis e Sucrea monophylla observam-se de 6 a 8 fileiras de
microspordécitos (Figuras 1F, 2A), formando maior numero de micrésporos. Nas
demais espécies, observam-se em média, quatro fileiras de microspordcitos.

Os microsporécitos dividem-se por meiose, formando diades (Figura 2C),
separadas pela formacdo de parede delgada e, posteriormente, tétrades
isobilaterais (Figura 2D), configurando-se citocinese sucessiva. Os microsporos da
tétrade individualizam-se, apresentam citoplasma denso e nucleo evidente na
regiao central (Figuras 2E, F). Os micrésporos aumentam de volume devido a
vacuolizagédo e o nucleo migra do centro para a periferia, proximo a parede, que se
desenvolve concomitantemente ao processo de vacuolizacéo (Figura 2G).

A primeira divisdo do gametdfito € desigual e da origem a duas células: a
vegetativa, maior e esférica, e a generativa, menor, localizada perifericamente, de
forma afilada, citoplasma e nucleo densos (Figuras 2G, 3B, C). Posteriormente, a
célula generativa migra para a regidao central, ficando proxima ao nucleo da célula
vegetativa (Figura 4C). A célula generativa sofre mitose formando duas células
espermaticas (Figuras 4A, D, E).

Os graos de polen das espécies estudadas s&o dispersos no estagio
tricelular. Apresentam forma esférica e sdo monoporados, com anel ao seu redor
(Figuras 4F, 5A-H). Essa caracteristica € mais ou menos pronunciada entre as
espécies. Em Sucrea monophylla (Figuras 5A, D), esse anel € mais acentuado do
que nas demais espécies estudadas. Esse anel se forma pelo espessamento da
intina e da exina ao redor do poro (Figura 4F). Quando se observa o grdo de pdlen
em seccao transversal, verifica-se que internamente a regido do anel, ocorre
interrupgédo da exina. Na regido central do poro, observa-se o opérculo (Figuras 4F,
5A-H).

Nota-se que o padrdo de ornamentacdo da exina nas espécies estudadas é
diferenciado, distinguindo-se dois padrées: granuloso (Figuras 5C, D) e insular
(Figuras 5E-H). Olyra humilis (Figura 5C) e Sucrea monophylla (Bambusoideae)
(Figuras 5A, D) apresentam padrao granuloso, constituido por grénulos 0,1 a 0,2 ym

de extensdo e 0,1 a 0,2 ym de altura, individualizados e compactados. As demais



especies estudadas apresentam o padrao insular, constituido por ilhas de espinulos
ou granulos separados por sulcos. Os espinulos sdo estruturas maiores que 0s
granulos, de 0,2 a 0,8 ym de extenséo e 0,4 a 0,6 ym de altura. Axonopus aureus
(Figura 5E) e Paspalum polyphyllum (Figura 5F) (Panicoideae) apresentam os
espinulos densamente agrupados, enquanto em Chloris elata (Figuras 5B, H) e
Eragrostis solida (Chloridoideae) (Figura 5G) os espinulos estdo esparsamente

agrupados.

Discussao

O numero de estames em Poaceae pode variar de um a nove, ocorrendo
mais comumente de trés a seis (Longhi-Wagner, 2001), enquanto que o numero de
verticilos do androceu pode variar de um a dois (Cocucci & Anton, 1988). Em Olyra
humilis, Sucrea monophylla (Bambusoideae-Olyreae), Axonopus aureus, Paspalum
polyphyllum (Panicoideae-Paniceae) e Chloris elata (Chloridoideae-Cynodonteae)
foram observados trés estames. Em Eragrostis solida (Chloridoideae-Eragrostideae)
observou-se que, na espigueta jovem, o numero de estames € trés e na antera
madura é dois. Para a mesma espécie, Boechat et al. (2001) citaram a ocorréncia
de dois estames. Esses autores provavelmente analisaram apenas espiguetas
maduras, sem analisar o seu desenvolvimento.

O numero de estames, dois ou trés, € um carater importante na taxonomia do
género Eragrostis, separando grupos de espécies nas chaves de identificagao
apresentadas por diferentes autores. Como Chloridoideae, subfamilia a qual
pertence Eragrostis solida, ocupa posicdo derivada nos estudos filogenéticos
realizados na familia, a diferenca do numero de estames encontrada na antera
jovem e madura provavelmente pode estar relacionada com a transicdo da redugéo
dessa peca floral.

O desenvolvimento da antera do tipo monocotiledéneo (Davis, 1966),
observado nas espécies estudadas, € comum para Poaceae (Bhanwra et al., 1981,
Bhanwra 1988; Teng et al., 2005) e para a maioria das Poales (Sajo et al., 2005),
exceto Rapateaceae (Venturelli & Bouman, 1988) e Mayacaceae (Venturelli &
Bouman, 1986), que apresentam o tipo basico. O tipo monocotiledbneo é
predominantemente encontrado em representantes de monocotiledéneas (Palser,
1975), e pode ser considerado um carater plesiomorfico para Poales, segundo Sajo
et al. (2005).



O endotécio de todas as espécies estudadas neste trabalho apresenta
espessamento na parede de suas células do tipo anelar, considerado um dos tipos
comuns para Poaceae por Manning e Linder (1990), que utilizaram o espessamento
do endotécio em estudo filogenético de Poales e Restionales. Os autores
encontraram padrdes para as diversas familias. Outros estudos, como os de French
(1985a; 1985b; 1986), demonstraram que o espessamento do endotécio em
Araceae € um carater util na separacdo de representantes das subfamilias, ao
contrario do que foi observado nas espécies estudadas neste trabalho, onde se
observa que esse carater é constante nas diferentes subfamilias de Poaceae

estudadas.

Com relacdo ao numero de camadas de células da parede da antera,
Bhandari (1984) relatou que, em Angiospermas consideradas basais
(Magnoliaceae, Degeneriaceae e Ranunculaceae), a parede da antera é espessa
devido ao grande numero de camadas médias e, ocasionalmente, ao tapete
bisseriado, que ocorre em Magnoliaceae, Trochodendraceae, Schisandraceae e
llliciaceae. Segundo o autor, nas familias de Angiospermas consideradas derivadas,
a parede da antera é delgada e apresenta apenas uma série de células na camada
média. Nas espécies estudadas neste trabalho e em Poaceae em geral, a parede da
antera é delgada, sendo formada por quatro camadas de células (Bhanwra 1988),
confirmando sua posicao derivada dentre as Angiospermas.

O tapete do tipo secretor encontrado em todas as espécies estudadas é
considerado um carater constante para Poaceae. Em Poales, apesar do tipo
secretor ser dominante entre os seus representantes, ocorre também o tipo
plasmodial nas familias Sparganiaceae e Typhaceae (Furness & Rudall, 1998),
taxons considerados basais na ordem por Stevenson et al. (2000). Bromeliaceae,
um dos taxons basais de Poales, segundo Linder e Rudall (2005), apresenta tapete
do tipo intermediario que derivou, provavelmente, de um ancestral com tapete
secretor, segundo Sajo et al. (2005).

O numero de nucleos nas células do tapete para as espécies de Poaceae é
relatado como uni e binucleado, ocorrendo independentemente em diferentes
espécies dentre as subfamilias (Venkateswarlu & Devi, 1964; Weir & Dale, 1960;
Bhanwra et al., 1980; Bhanwra, 1988), ndo podendo ser considerado um carater
constante para o grupo. Nas espécies estudadas, somente em Chloris elata e

Eragrostis solida (Chloridoideae) observou-se, ocasionalmente, tapete binucleado.



Para Dahigren e Clifford (1982), em alguns casos este carater pode distinguir
taxons dentro das monocotiledéneas. Porém, Rudall e Furness (1997) relataram que
o numero de nucleos pode variar nas monocotiledéneas, dependendo do estadio de
desenvolvimento da antera.

A microsporogénese sucessiva observada nas espécies estudadas neste
trabalho é um carater constante para as subfamilias escolhidas. E considerada
constante também para Poaceae, segundo Woodland (1964), Bhanwra (1988) e
Teng et al. (2005). Foi citada como simultdnea por Dalhgren et al. (1985),
provavelmente erroneamente. Furness e Rudall (1999) relataram que a
microsporogénese sucessiva € predominante nas monocotiledéneas, com exceg¢ao
dos géneros Japonolirion e Petrosavia (Liliaceae), de algumas Alismatales
(Tofieldia), algumas Dioscoriales, das Asparagales basais, de algumas Arecaceae,

Cyanotis (Commelinaceae) e algumas Poales, que apresentam o tipo simultaneo.

Com relacdo ao numero de microsporocitos, a producdo deste em maior
numero por Olyra humilis e Sucrea monophylla (Bambusoideae-Olyreae) pode levar
a producao de maior numero de graos de pdlen. Nessas espécies, a maior produg¢ao
do numero de graos de pdlen pode estar relacionada com a polinizagao, visto que
apresentam espiguetas unissexuadas. Convém salientar que as populagdes destas
duas espécies desenvolvem-se no interior de matas, ao contrario das demais

espécies estudadas, que sao de formagdes campestres abertas.

Cruden (1977) estudou a relacéo entre o numero de graos de pdlen e 0 numero de
ovulos em espécies de Poaceae com flores bissexuadas, incluindo duas espécies
de Eragrostis, e observou baixa relacdo entre eles devido a auto-fecundagcdo. Com
os resultados obtidos no presente estudo, sugere-se que a auto-fecundacao pode
ser responsavel pela formagao de menor numero de microspordcitos produzidos nas

espécies com flores bissexuadas, em relacdo as espécies com flores unissexuadas.

Em todas as espécies estudadas, as tétrades de micrésporos sao do tipo
isobilateral, carater freqientemente encontrado para os demais representantes da
familia, embora tenham sido relatadas tétrades tetraédricas, em formato de T,
decussadas e lineares por Narayanaswami (1952) e Bhanwra (1988). Como este
carater é variavel entre os representantes de Poaceae, ndo deve ser considerado

significativo no nivel de familia e subfamilias.



O arranjo periférico dos graos de pdlen imaturos nos microsporangios das
espécies estudadas também foi observado por Kirpes et al. (1996) em outras
espécies de Poaceae, e em espécies de Cyperaceae. Essas duas familias sao
relacionadas morfolégica e quimicamente e ja foram consideradas como grupos
aparentados, mas hoje, supde-se que esses caracteres resultem de mera
convergéncia adaptativa do grupo (GPWG, 2001).

A ornamentagdo da exina dos graos de polen é um carater que chama a
atencao neste estudo, por apresentar-se diferente entre os representantes das
subfamilias estudadas. Watson e Bell (1975) observaram diferengas no padréao da
exina de 18 espécies distribuidas em quatro grupos diferentes dentro da familia.
Chaturvedi et al. (1998) também observaram diferengcas na exina em espécies de
Oryza (Poaceae- Ehrarthoideae).

Recentemente, Qing et al. (2004) analisaram o padrao de ornamentagao da
exina dos graos de polen de espécies de Chloridoideae e observaram padrbes
diferentes: granuloso espacgado, granuloso denso, granuloso regular, granuloso
agrupado, espinuloso, verrucoso, insular espagado, insular compactado,
brevicerebro-ornado. Os autores levantaram a hipotese de que espécies de
subtribos consideradas ancestrais em Chloridoideae apresentavam polen com exina
granulosa, enquanto que as consideradas derivadas apresentavam padrao insular.
O padrao insular seria resultado dos agrupamentos dos granulos individualizados.
Apesar desta hipotese ser coincidentemente aceitavel para as espécies das
diferentes subfamilias aqui estudadas, ndo podemos afirmar que os granulos
observados em Bambusoideae sejam considerados ancestrais das ilhas de
espinulos observadas em Chloridoideae, visto que Qing et al. (2004) observaram,
em Chloridoideae, todos os padrbes encontrados nas espécies das diferentes
subfamilias aqui estudadas.

Os graos de polen das monocotiledéneas apresentam abertura sulcada,
condicdo predominante em Poales, exceto para Thyphaceae e para o clado
gramindide-restiidio, segundo Linder e Rudall (2005), em que o sulco foi substituido
pelo poro. Este carater, segundo Linder (2000) e Zavada (1983), esta associado a
disperséo dos gréos de pdlen pelo vento. Segundo Zavada (1983), a modificagdo da
abertura monosulcada através da abertura ulcerada, para a condicdo monoporada

estaria correlacionada com a substituicdo da polinizacdo entomofila (presente em



Commelinaceae) para a anemofila, presente na ordem Commelinales sensu
Cronquist (1981).

A estrutura da abertura do polen é diversificada no clado gramindide
apresentado por Linder e Rudall (2005), onde a maioria dos representantes
apresenta anel, conforme foi observado também em todas as espécies estudadas
neste trabalho. Em Restionaceae e Centrolepidaceae, por exemplo, Linder e
Fergunson (1985) observaram muitos tipos de abertura em anel, mas que né&o
apresentavam o espessamento da intina comum em Poaceae, o que pode indicar
caminhos evolutivos independentes. A auséncia do anel em grdao de pdlen de
Poaceae foi relatada em espécies de Pariana, bambu herbaceo pertencente a
Bambusoideae, tribo Olyreae, por Salgado-Labouriau and Rinaldi (1990), Salgado-
Labouriau et al. (1993), Chissoe et al. (1994) e Skarvala et al. (2003). Skarvala et
al. (2003) citaram que o carater auséncia de anel ou seu discreto desenvolvimento,
associado aos outros caracteres, pode ser Util para a filogenia de Poaceae.

O opérculo que ocorre nos gréaos de polen das espécies estudadas neste
trabalho, e nas demais Poaceae, pode ter evoluido muitas vezes nas
monocotiledéneas, segundo Furness e Rudall (2001), nas espécies de habitats
secos, perenes ou sazonais. Segundo as autoras, muitas Poales provavelmente
evoluiram pelas pressdes de selecao do ambiente.

A pressao do ambiente pode ter influenciado também no numero de células
presente no grao de pdlen maduro, dois ou trés. Nas Angiospermas, o grao de
polen disperso no estagio tricelular € um carater que se originou muitas vezes,
independentemente, durante a evolugdo do grupo (Brewbaker, 1967). Em Poales,
as espécies que apresentam flores reduzidas e adaptacao a polinizacao pelo vento,
apresentam dispersao do grao de pdlen no estagio tricelular, segundo Kapil and
Bhatnagar (1991). Nas espécies das diferentes subfamilias aqui estudadas, embora
de ambientes diferentes (mata e formagdes campestres) este padréo foi observado,

sendo um carater constante em Poaceae.
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ILUSTRAGCOES



Figura 1. Desenvolvimento da parede da antera de Poaceae. Secgdes transversais,
exceto C longitudinal. A: Espigueta masculina de Sucrea monophylla. B, C, D:
Axonopus aureus. E: Sucrea monophylla. F: Olyra humilis. (Escala: A: 80um; B, F:

40 ym; C, D, E: 30 uym).



Figura 2. Anteras de Poaceae. Secgbes transversais, exceto E longitudinal. A:
Olyra humilis. B: Eragrostis solida. C: Detalhe da parede de Paspalum polyphyllum.
D: Axonopus aureus. E: Endotécio de Olyra humilis. F: Antera madura. Observa-se
tapete binucleado de Chloris elata. G: Eragrostis solida. (Escala: A, B, D: 80um; C:
30 um; E, F, G: 10 pym).



Figura 3. Anteras de Poaceae - microsporogénese. A. Microsporangio de Sucrea
monophylla em secgao transversal. B. Sec¢do longitudinal do microsporangio de
Paspalum polyphyllum. C. Secc¢éao longitudinal de Axonopus aureus com diades de
micrésporos. D. Tétrades de Eragrostis solida. E. Secgao longitudinal de Chloris
elata, evidenciando micrésporos individualizados. F, G. Seccdo transversal e
longitudinal de Olyra humilis, respectivamente. (Escala: B, F: 80 um; B, C, E, G:
30um; A, D: 10um)



Figura 4. Gréos de pdlen de Poaceae. A: Vista geral, em secc¢do longitudinal, do
micrsoporangio de Sucrea monophylla. B: Detalhe do grao de poélen de Paspalum
polyphyllum. C: Detalhe do gréao de pdlen de Eragrostis solida. D. Detalhe do gréao
de polen de Olyra humilis. E. Grao de pdlen tricelular de Paspalum polyphyllum. F.
Detalhe do grdo de polen monoporado de Sucrea monophylla evidenciando anel e

opérculo. (Escala: A: 40 ym; B: 10um)



Figura 5. Graos de pdlen de Poaceae em MEV. A, B. Aspecto geral do grao de
polen monoporado, exibindo anel e opérculo (Sucrea monophylla e Chloris elata,
respectivamente). C, D. Detalhe da exina de O. humilis e S. monophylla —
Bambusoideae - exina formada por pequenos granulos individualizados. E, F.
Detalhe da exina de Panicoideae — A. aureus e P. polyphyllum — exina com
espinulos dispostos densamente. G, H. Detalhe da exina de Chloridoideae — E.
solida e C. elata, respectivamente - padréo do tipo insular espagado. (Escala: A-B:
10 ym; C-H: 1 uym)



Capitulo I

Desenvolvimento de évulo, fruto e semente de espécies de Poaceae (Poales)?

2 Segundo normas da Revista Brasileira de Botanica



RESUMO - (Desenvolvimento do o6vulo, fruto e semente de espécies de Poaceae
(Poales)). Olyra humilis, Sucrea monophylla (Bambusoideae); Axonopus aureus,
Paspalum polyphyllum (Panicoideae); Chloris elata e Eragrostis solida
(Chloridoideae) foram selecionados para o estudo do desenvolvimento de 6vulo e
semente visando a caracterizagdo embrioldgica dessas subfamilias de Poaceae. As
espécies estudadas e demais Poaceae apresentam évulo bitegumentado; micrépila
formada pelo tegumento interno; saco embrionario tipo Polygonum; endosperma
nuclear e amilaceo; embrido lateral e desenvolvido. Nessas espécies, destacam-se
diferengas como: oOvulo hemianatropo e pseudocrassinucelado nas espécies
representantes de Bambusoideae e Panicoideae, e campilotropo e tenuinucelado,
nas de Chloridoideae; tegumento externo restrito a base do o6vulo em
Bambusoideae, estendendo até um ter¢o do nucelo em Panicoideae, e alongado até
préximo a regido micropilar, em Chloridoideae. O. humilis e S. monophylla
(Bambusoideae) apresentam maior desenvolvimento do nucelo, que resulta em
ovulos de maior tamanho do que nas demais espécies estudadas. Cada subfamilia
estudada apresenta uma variagao no tipo de cariopse desenvolvida. Nas espécies
de Bambusoideae o fruto apresenta endocarpo fendlico, semente ategumentada e
perisperma; nas de Panicoideae, o exocarpo € persistente e apresenta camadas de
mesocarpo e tégmen comprimidos; Chloridoideae tém exocarpo livre e persistente,
e endotégmen fendlico. Esses caracteres sdo considerados diagnosticos para as

subfamilias de Poaceae estudadas.

Palavras-chave: Embriologia, Bambusoideae, Chloridoideae, Panicoideae.

ABSTRACT - (Ovule, fruit and seed development in species of Poaceae (Poales)).
The development of ovule, fruit and seed in species of Poaceae (Poales), Olyra
humilis, Sucrea monophylla (Bambusoideae); Axonopus aureus, Paspalum
polyphyllum (Panicoideae); Chloris elata and Eragrostis solida (Chloridoideae) was
selected for the study of ovule and seed development, with the goal of obtaining an
embryological characterization of these subfamilies within Poaceae. The studied
species, as well as other Poaceae already investigated, have bitegmic ovule,
micropyle formed by the inner integument, embryo sac of the Polygonum type,
nuclear and starchy endosperm, and lateral and developed embryo. In

representatives of Bambusoideae and Panicoideae, the ovule is hemi-anatropous



and pseudocrassinucellate, whereas in those of Chloridoideae it is campylotropous
and tenuinucellate. The outer integument is restricted to the base of the ovule in
Bambusoideae; it reaches up to one third of the nucellus in Panicoideae; and it
extends until the micropyle in Chloridoideae. Olyra humilis and Sucrea monophylla
(Bambusoideae) present a greater development of the nucellus, which results in
ovules that are bigger than those of the other studied species. Each of the
subfamilies show a variation related to the mature caryopse type. In species of
Bambusoideae, the fruit has phenolic endocarp, ategmic seed and perisperm; in
Panicoideae, the exocarp is persistent and the mesocarp and tegmen layers are
compressed; in Chloridoideae, the exocarp is free and persistent, and the
endotegmen is phenolic. The overall features are diagnostic to the subfamilies within

Poaceae.

Key words: Bambusoideae, Chloridoideae, Embryology, Panicoideae.

Introducao

Poaceae é uma familia monofilética e apresenta caracteristicas unicas como
fruto do tipo cariopse e embrido lateral bem diferenciado, unico dentre as
monocotiledéneas (GPWG 2001). Os caracteres morfologicos e anatémicos tém
contribuido para a elucidagao das relagdes entre as categorias abaixo de familia,
em Poaceae (GPWG 2001) auxiliando nos estudos filogenéticos de Poales dentro
das monocotiledéneas (APG Il 2003, Soltis et al. 2005). A importancia econdmica e
ecolégica de Poaceae contribuiram para que esta seja uma das familias de
Angiospermas mais conhecidas e estudadas.

Estudos embriolégicos de Poaceae demonstraram que caracteres
relacionados ao évulo e ao desenvolvimento do fruto podem ser diagnésticos para
as subfamilias (Bhanwra 1988). A morfologia da cariopse apresentou diferengas
significativas entre as espécies de Chloridoideae, para caracterizar géneros e
espécies (Liu et al. 2005). Estes dados corroboram estudos anteriores que
utilizaram dados morfolégicos da cariopse para resolver problemas taxonémicos
abaixo do nivel de familia (Bartholott 1981, Terrell & Peterson 1993).

Também para os representantes de Bambusoideae a variedade de tipos
carpologicos foi observada (Filgueiras 1986), sendo descritos desde fruto seco até

carnoso (Dahigren et al. 1985). Este ultimo tipo de fruto foi considerado basal por



Holtum (1956), porém, considerado especializado dentro da subfamilia por Hari
Gopal & Mohan Ram (1987). Bambusoideae ja foi considerado o grupo basal de
Poaceae, mas teve sua circunscrigao alterada pelos estudos do GPWG (2001) com
a separagao de trés grupos nele inclusos: Anomochlooideae, Pharoideae e
Puelioideae (bambus basais). Atualmente, Anomochlooideae € considerada a
subfamilia basal de Poaceae e seus frutos sao cariopses usuais dentro da familia
(GPWG 2001).

Dada a importancia de caracteres embrioldgicos para a taxonomia, escolheu-
se espécies pertencentes a subfamilias distintas para este trabalho, procurando
verificar a existéncia de um padrdo de ocorréncia de caracteres embriol6gicos em
Poaceae. Foram selecionadas Olyra humilis Nees, Sucrea monophylla Soderstr.
(Bambusoideae - Olyreae), Axonopus aureus P. Beauv., Paspalum polyphyllum
Nees ex Trin. (Panicoideae - Paniceae) e Eragrostis solida Nees (Chloridoideae -
Eragrostideae) e Chloris elata Desv. (Chloridoideae - Cynodonteae), para o estudo

do desenvolvimento de évulo, fruto e semente.

Material e Métodos

Exemplares de cada espécie foram coletados, herborizados e incluidos no
herbario do Departamento de Botanica da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul (ICN) e no Herbario Rioclarense (HRCB). Olyra humilis: BRASIL: Rio Grande
do Sul: Morro Reuter, Morro Embratel, 25/09/2004, H.M. Longhi-Wagner 9258 (ICN);
BRASIL: Rio Grande do Sul: Sapiranga, Morro Ferrabraz, 25/09/2004, H.M. Longhi-
Wagner 9259 (ICN). Sucrea monophylla: BRASIL: Bahia: Itapebi, Fazenda
Guarani, 12/03/2004, H.M. Longhi-Wagner & R.P. de Oliveira 9332 (ICN).
Axonopus aureus: BRASIL: Sdo Paulo: Pratania, fazenda Palmeira da Serra,
10/02/2005, A.T. Nakamura & C.J. Campos s.n. (HRCB 41668); BRASIL: Sao Paulo:
Pedregulho, Estacdo Ecolégica de Furnas do Bom Jesus, 18/04/2005, A.T.
Nakamura & E. Simao s.n. (HRCB 41661). Paspalum polyphyllum: BRASIL: Minas
Gerais: Santana do Riacho, Serra do Cip6, 11/05/2003, A.l. Coan et al. 8 (HRCB).
Chloris elata: BRASIL: Sdo Paulo: Franca, Rodovia Candido Portinari, km 322,
14/11/2005, A.T. Nakamura & E. Siméao s.n. (HRCB 45417). Eragrostis solida:
BRASIL: Sao Paulo: Pedregulho, Estagdo Ecolégica de Furnas do Bom Jesus,
18/04/2005, A.T. Nakamura & E. Simé&o s.n. (HRCB 41667).



Para o estudo anatbmico, as inflorescéncias das diferentes espécies foram
fixadas em FAA 50 (Johansen 1940) e conservadas em alcool etilico 70%.
Espiguetas em diversas fases de desenvolvimento, gineceu, frutos jovens e
maduros foram desidratados em série etilica, incluidos em metacrilato Leica®,
processados segundo o protocolo do fabricante. O material obtido foi seccionado
em microtomo rotativo Reichert-Jung, modelo 2040, com 4-8 ym de espessura,
obtendo-se séries longitudinais e transversais. As secg¢des obtidas foram coradas
com acido periodico - reativo de Schiff (PAS) e azul de toluidina (Feder & O’Brien

1968), e montadas com Entellan.

As fotomicrografias foram obtidas em fotomicroscépio Olympus, modelo PM-

20. Para todas elas, foram obtidas escalas nas mesmas condi¢cbes 6pticas.

Resultados
Ontogénese do 6vulo

Todas as espécies estudadas apresentam ovario bicarpelar e unilocular, com
um unico ovulo de insergao parietal (figuras 10, 12). O 6vulo é bitegumentado,
sendo hemianatropo e pseudocrassinucelado em Olyra humilis, Sucrea monophylla
(Bambusoideae), Axonopus aureus e Paspalum polyphyllum (Panicoideae) (figuras
9, 13), e campilétropo e tenuinucelado em Chloris elata e Eragrostis solida
(Chloridoideae) (figuras 10-12).

O 6vulo das diferentes espécies desenvolve-se de maneira semelhante. O
primordio do évulo forma-se a partir da saliéncia da parede ovariana, na regiao
placental. Constitui-se de um tecido meristematico bizonal, com divisdées periclinais,
revestido pela protoderme. Uma unica célula arqueospoérica, subepidérmica,
destaca-se das demais por apresentar tamanho maior e nucleo conspicuo (figuras
1-2). Funciona diretamente como megaspordcito ou célula mae do megasporo
(figuras 3-5). Nesta fase, o primérdio do ovulo € ortétropo e inicia-se o
desenvolvimento dos tegumentos externo e interno (figuras 1-5). O tegumento
interno inicia seu desenvolvimento antes do tegumento externo (figuras 1-2).
Apresenta duas a trés camadas de células (figura 2) que se dividem anticlinalmente
e periclinalmente (figura 5) envolvendo o nucelo no final da megasporogénese
(figura 8). Na regidao da micropila ocorre proliferagcédo de células, formando trés a
cinco camadas (figuras 8-9). O tegumento externo ndo delimita a micrdpila e inicia

seu desenvolvimento logo apds o tegumento interno (figuras 3-5).



Em Olyra humilis e Sucrea monophylla (Bambusoideae), o tegumento externo
fica restrito a base do 6vulo (figura 8-9). Em Axonopus aureus e Paspalum
polyphyllum (Panicoideae), o tegumento externo se estende até um ter¢co do nucelo.
Na regido micropilar, o tegumento externo encobre a enddstoma, formando uma
capa protetora (figura 14). Em Chloris elata e Eragrostis solida (Chloridoideae), o
tegumento externo se alonga até proximo da regidao micropilar, mas n&o participa de
sua formacao (figura 12).

O nucelo ¢é revestido pela epiderme nucelar, que durante a
megasporogénese divide-se e forma uma epiderme multisseriada nas espécies de
Bambusoideae e Panicoideae, caracterizando o 6vulo pseudocrassinucelado
(figuras 6, 8-9, 13-14). Nas espécies de Chloridoideae, a epiderme continua
unisseriada e o 6vulo é tenuinucelado (figuras 10-12).

Durante a megagametogénese, as células do nucelo da base do ovulo e as
laterais superiores proliferam-se provocando a curvatura do mesmo, resultando no
ovulo do tipo hemianatropo (figura 15) nos representantes de Bambusoideae e
Panicoideae. Em Chloris elata e Eragrostis solida (Chloridoideae) ocorre também a
curvatura do saco embrionario, caracterizando o évulo campilétropo (figuras 12, 27).

O maior desenvolvimento das células do nucelo de Olyra humilis e Sucrea
monophylla (Bambusoideae) resulta em ovulos de maior tamanho do que as

espécies de Panicoideae e Chloridoideae estudadas (figuras 12-13, 15).

Megasporogénese, megagametogénese, megagametofito

No geral, a megasporogénese, megagametogénese e o desenvolvimento do
megagametofito sdo semelhantes entre as espécies estudadas.

A célula arqueospdrica subepidérmica (figuras 1-2) alonga-se e funciona
diretamente como célula-m&e do megasporo ou megaspordécito (figuras 3-5).
Apresenta citoplasma denso e nucleo conspicuo (figuras 3-5). O megaspordcito
sofre meiose, formando uma tétrade linear de megasporos (figura 6). Somente o
megasporo calazal se desenvolve e da origem ao megasporo funcional (figura 7), e
os demais (micropilares) se desintegram (figura 7). O megasporo aumenta de
tamanho, apresenta vacuolos e o nucleo se posiciona na regido central (figura 8).

O saco embrionario desenvolve-se conforme o tipo Polygonum. A primeira
divisdo mitética do nucleo do megasporo da origem a dois nucleos, caracterizando o

estagio binuclear do saco embrionario. Esses nucleos dirigem-se para os polos



contrarios e carregam grande parte do citoplasma, deixando apenas um filete de
citoplasma na periferia da célula e um grande vacuolo central (figura 9). Os nucleos
do saco embrionario sofrem nova mitose, passando para o estagio tetranuclear
(figura 9). Finalmente dividem-se novamente e formam oito nucleos (figuras 10-11).
Apods a formagao dos oito nucleos, dois deles, um do polo micropilar e outro
do calazal, migram para a regido central e constituem os nucleos polares (figura
10). Os trés nucleos micropilares formam a oosfera que ocupa regido central e duas
sinérgides laterais (figuras 12-14), que apresentam o aparelho filiforme, projecéo de
parede para o interior do citoplasma, fortemente coradas com o PAS (figuras 14, 27-
28). Os trés nucleos do pdlo calazal constituem as antipodas (figuras 12-13). Nas
espécies estudadas, observa-se a proliferagdo das antipodas (figuras 12-13). Os
nucleos polares se fundem antes da fecundacido, dando origem a um nucleo

secundario conspicuo (figura 27).

Desenvolvimento do fruto e semente

O numero de camadas de células da parede ovariana das espécies de
Poaceae estudadas pode variar, ao longo do seu eixo longitudinal, mas nunca
ocorre menos de quatro camadas de células.

A epiderme externa e interna do ovulo é unisseriada, com células de menor
tamanho que as células parenquimaticas do mesofilo (figuras 7-8). O numero de
camadas de células do mesofilo em Eragrostis solida (Chloridoideae) (figura 12) e
em Axonopus aureus e Paspalum polyphyllum (Panicoideae) (figuras 13-14) é de
duas camadas, nao variando ao longo da face dorsal do ovario. Em Chloris elata
(Chloridoideae) (figura 10) e em Olyra humilis e Sucrea monophylla (Bambusoideae)
(figuras 15-16), varia de cinco a dez, na regido apical. As células do mesofilo podem
apresentar compostos fendlicos e graos de amido (figuras 22, 27-28, 30).

Em Olyra humilis e Sucrea monophylla (Bambusoideae), o pericarpo e a
semente jovem estendem-se mais do que nas demais espécies estudadas, tornando
o fruto maior (figura 16). Durante o desenvolvimento, o exocarpo permanece
unisseriado (figuras 19-21); o mesocarpo apresenta espacos intercelulares e o
tecido ganha um aspecto esponjoso (figura 17); o endocarpo € unisseriado, com
células alongadas tangencialmente (figura 17). Ambos os tegumentos se
desintegram. A epiderme nucelar alonga-se radialmente (figuras 17, 19), exceto na

regiao micropilar (figura 18). A regido dorsal é delgada e apresenta menor numero



de camadas de células que a regido ventral (figuras 18, 20). No fruto maduro,
observa-se a persisténcia do exocarpo e do endocarpo, este com conteudo fendlico
(figuras 19-21), o mesocarpo restrito a duas camadas de células frouxamente
dispostas, e um vigoroso feixe vascular imerso nesse tecido (figura 21). Na regiao
ventral apical do fruto maduro, cerca de trés a quatro camadas de células do nucelo
persistem e formam o perisperma (figura 19).

Axonopus aureus e Paspalum polyphyllum (Panicoideae) apresentam frutos
jovens com células do pericarpo semelhantes as da parede ovariana (figura 22),
com numero reduzido de camadas de células. O exocarpo se mantém unisseriado.
As células do mesocarpo sdo parenquimaticas (figura 23) e as do endocarpo,
alongam-se tangencialmente (figura 22). A cariopse madura tem pericarpo
composto de exocarpo, que apresenta células com compostos fendlicos, e
mesocarpo e endocarpo com celulas colapsadas entre o exocarpo e o0 tégmen
(figuras 24-25). Na regido hilar, ha persisténcia de células parenquimaticas do
mesofilo e do tecido vascular (figura 26).

Em Chloris elata e Eragrostis solida (Chloridoideae) o exocarpo é livre do
restante do pericarpo e do tégmen, que se mantém no fruto maduro (figuras 29, 31).
As demais camadas se desintegram (figura 31). Durante o desenvolvimento da
cariopse, as células das duas camadas do tégmen alongam-se tangencialmente em
sua extensao e radialmente préximo a regido hilar (figura 28). O exotégmen exibe
células com citoplasma fortemente corado com PAS (figura 33) e o endotégmen
apresenta células com deposigdao de compostos fendlicos (figuras 31-33).

Todas as espécies estudadas apresentam fruto com pericarpo delgado e
semente com embrido lateral (figuras 32, 40-42). O endosperma é do tipo nuclear
(figuras 16, 29, 37). Os nucleos livres sdo formados apds a fecundagdo e ocupam
posicao periférica na célula, com vacuolo central. A formag¢ao da parede inicia-se da
periferia para a regido central. A semente €& preenchida pelo endosperma, cujas
células se dividem em todas as diregbes (figura 22). Com o cessar da divisédo, a
camada mais externa forma a camada de aleurona, constituida de células
retangulares, de paredes finas, citoplasma denso e nucleo grande (figuras 20, 24-
25, 41). Durante o desenvolvimento da semente, o endosperma armazena graos de
amido e, na maturidade, suas células ficam totalmente preenchidas por graos de
amido (figuras 24-25, 40-42).



No inicio da formagao do embrido, observa-se que o zigoto (figuras 34-35)
divide-se transversalmente resultando numa célula basal (cb) maior e numa célula
apical (ca) menor (figura 36). A segunda divisdo é longitudinal, e ocorre em ca, e a
terceira é transversal, em cb, formando uma tétrade, como observado em Surea
monophylla (figura 37). Este tipo de desenvolvimento do embrido € denominado
“‘Onagrad”.

O pro-embrido sofre varias divisbes tornando-se globular (figuras 38-39) e,
posteriormente, reniforme (figura 31). O embrido maduro apresenta escutelo,
coleoptilo, primérdios foliares, meristema apical, mesocdétilo, coleorriza e raiz
embrionaria (figuras 40-42). Em Olyra humilis, Sucrea monophylla (Bambusoideae)
e Chloris elata e Eragrostis solida (Chloridoideae), observa-se o epiblasto,

localizado do lado oposto ao escutelo (figuras 40, 42).

Discusséao

O primdrdio de 6vulo e seu desenvolvimento apresentam dois padrdes nas
Angiospermas, bizonado e trizonado (Bouman 1984). As seis espécies aqui
estudadas apresentam o primordio de ovulo ortétropo e bizonado, que é o tipo
menos frequente e considerado derivado (Bouman 1984). Ainda segundo Bouman
(1984), ha correlacdo com o tipo de iniciacdo de dvulo, o tamanho dele e das
sementes. Os primérdios bizonados dao origem a évulos menores, com funiculo,
rafe, e nucelo pouco desenvolvidos (Bouman 1984). As espécies de Panicoideae e
Chloridoideae aqui estudadas apresentam as caracteristicas descritas por Bouman
(1984) para 6vulos bizonados, exceto no hilo, que é proeminente, e na auséncia de
funiculo, corroborando a hipotese de divergéncia tardia (Bouman 1984) das
subfamilias, quando comparadas a Bambusoideae.

Para as espécies de Bambusoideae observou-se que, apesar de possuirem
primérdio bizonado, o évulo apresenta nucelo desenvolvido em relagdo as demais
espéecies estudadas, além do ovulo e da semente apresentarem tamanho maior.
Nas espécies de Pharus, atualmente pertencentes a Pharoideae, e antes incluidos
em Bambusoideae, o évulo também apresenta nucelo desenvolvido (Sajo et al.
2007). Em espécies de Ecdeiocoleaceae, grupo irmao de Poaceae, pertencente ao
clado “graminideo”, este carater também foi relatado (Linder & Rudall 2005) e pode

ser compartilhado entre as espécies das duas familias.



O ovulo desenvolvido das espécies estudadas de Bambusoideae e
Panicoideae €& hemianatropo e difere das espécies de Chloridoideae, que
apresentam évulo campilétropo. Para as espécies de Poaceae, Dahlgren et al.
(1985) citaram 6vulos ortétropos, anatropos, hemianatropos e campilétropos, sendo
os trés ultimos citados com mais frequencia na literatura, para esta familia
(Artschwager et al. 1929, Narayanaswami 1954, Mengesha & Guard 1966, Bhanwra
1988, Bhanwra et al. 2000).

O 6vulo de Zea mays L. apresentado como ortétropo por Dahlgren et al.
(1985), a partir da descricao de Walker (1906), foi relatado como hemianatropo ou
campilétropo modificado por Randolph (1936), e hemianatropo, por Cooper (1937).
A condicdo ovulo ortétropo pode ter sido encontrada no estagio inicial de
desenvolvimento de Zea mays, como também ocorre nas espécies aqui estudadas e
nas demais Poaceae. Ovulo ortétropo ndo é condicdo comum para Poaceae, mas é
para os representantes de Poales (Dahlgren et al. 1985).

Para as espécies de Chloridoideae estudadas, o dvulo € campilétropo, devido
a curvatura do saco embrionario. A curvatura do saco embrionario do ovulo
campilétropo e anfitropo é considerada carater derivado (Bouman 1984), o que
corrobora estudos que enfatizam a divergéncia tardia de Chloridoideae, dentro de
Poaceae (GPWG 2001).

Todas as espécies analisadas no presente trabalho sdo bitegumentadas, com
micropila formada apenas pelo tegumento interno. Para algumas espécies de
Bambusoideae foram observados ovulos unitegumentados (Rudall & Dransfield
1989, Hari Gopal & Mohan Ram 1987) e com micropila ausente (Hari Gopal &
Mohan Ram 1987). Todos os membros de Poales, com excecdo de Poaceae e
Flagellariaceae, que pertencem ao clado “graminideo” (Linder & Rudall 2005), tém
os tegumentos externo e interno envolvendo completamente o nucelo (Linder &
Rudall 1993). Nos ovulos de representantes de Poaceae, a micropila formada
apenas pelo tegumento interno pode ser considerada uma sinapomorfia para
Poaceae (Linder & Rudall 1993).

Nas espécies estudadas, embora os Ovulos apresentem ambos os
tegumentos, a extensdo do tegumento externo € variavel. As espécies de
Bambusoideae apresentam tegumento externo pouco desenvolvido, restritos a
regiao basal. As espécies de Chloridoideae apresentam tegumento externo até

préximo a regido micropilar, e as espécies de Panicoideae apresentam tegumento



externo em posigao intermediaria. Esta variagdo pode indicar uma tendéncia a
unitegumentagdo através da supressdao do tegumento externo, conforme foi
verificado por Bouman (1984) para outras Angiospermas. Esse carater pode ser
uma reversao para Poaceae, pois em representantes de Ecdeiocoleaceae, grupo
irmao e ancestral de Poaceae (Rudall et al. 2005), o 6vulo é bitegumentado com a
micrépila formada pelos dois tegumentos igualmente desenvolvidos.

A divisdo periclinal da epiderme nucelar que caracteriza os O6vulos
pseudocrassinucelados das espécies de Bambusoideae e Panicoideae estudadas
foi descrita também para outras espécies de Panicoideae estudadas por Bhanwra
(1988). O autor sugeriu ser essa uma caracteristica exclusiva da subfamilia
Panicoideae. Porém, com os resultados obtidos neste estudo, verificou-se a
presenca desse carater também em Olyra humilis e Sucrea monophylla
(Bambusoideae).

O o6vulo pseudocrassinucelado € normalmente encontrado em Poaceae e
também em taxons ancestrais de monocotiledéneas e eudicotiledéneas (Endress &
Ilgersheim 2000). Porém, em Poales o O6vulo tenuinucelado ocorre em
Ecdeiocoleaceae (Rudall et al. 2005), Eriocaulaceae (Scatena & Bouman 2001),
Mayacaceae (Venturelli & Bouman 1986), Xyridaceae (Rudall & Sajo 1999), todas
representantes do clado “xyrideo”. No clado “restiideo”, o o6vulo tenuinucelado
encontra-se em Anarthriaceae, Centrolepidaceae e Restionaceae (Rudall 1997).
Considera-se esse carater o mais comum para a ordem Poales, assim como
também o é para outras ordens de monocotiledéneas, como Orchidales e Arales
(Kapil & Bhatnagar 1991).

Durante o desenvolvimento do saco embrionario do 6vulo de Olyra humilis,
Sucrea monophylla (Bambusoideae), Eragrostis solida e Chloris elata
(Chloridoideae) foi observada a proliferagcdo das antipodas. Devido a presenca
dessa caracteristica, Anton & Cocucci (1984) utilizaram para a familia o tipo
“‘Poaceae variante”. A proliferacdo de antipodas em representantes da familia foi
associada a condi¢cado ancestral, presente nas espécies de bambu (Bambusoideae)
(Davis 1966, Hari Gopal & Mohan Ram 1987), considerados, até recentemente, a
subfamilia basal de Poaceae. Com os estudos filogenéticos (GPWG 2001),
considera-se Anomochlooideae o grupo ancestral de Poaceae. Contrariando a
associagao da proliferagao de antipodas a ancestralidade, Diboll & Larson (1966) e

You & Jensen (1985) demonstraram que estas células desempenham papel de



nutricdo do saco embrionario e sao consideradas células de transferéncia por Pate
& Gunning (1972).

Nas espécies aqui estudadas, os frutos apresentam algumas variagbes na
constituicao do pericarpo e tégmen para cada subfamilia. Caracteristicas como
tégmen persistente e exocarpo livre, observadas em Eragrostis solida e Chloris elata
(Chloridoideae), também foram observadas em outras espécies da subfamilia e séo
consideradas sinapomorfias (Bhanwra 1986, Bhanwra et al. 1981, 1991). Em
Setaria italica (L.) P. Beauv. (Panicoideae) estudada por Narayanaswami (1956)
também ocorreu variagdo do fruto mostrando o tégmen livre do pericarpo.
Narayanaswami (1956) considerou tal tipo de fruto como n&o sendo uma verdadeira
cariopse devido a presencga desses caracteres.

Em espécies de Sporobolus, Eragrostis e Eleusine (Chloridoideae),
Rosengurtt et al. (1982) denominaram o fruto de aquénio, e Lawrence (1951), de
utriculo, somente para o ultimo género. Filgueiras (1986) refutou o uso desses dois
termos para os frutos de Poaceae e ratificou que a cariopse € o tipo basico de fruto
para Poaceae, e os casos que fogem desse padrdao sao considerados variagcdes da
mesma, assim como sugeriu (Tsvelev 1983).

Em espécies de Melocanna, Dinochloa, Ochlandra, Olmeca, Melocamus e
Alvinia (Bambusoideae) Filgueiras (1986) citou a ocorréncia de frutos carnosos.
Além da suculéncia dos frutos, em espécies de Ochlandra e Melocamus, os
tegumentos externo e interno do évulo degeneram durante o desenvolvimento (Hari
Gopal & Mohan Ram 1987). Olyra humilis e Sucrea monophylla (Bambusoideae)
também apresentaram a supressdo dos tegumentos, resultando em sementes
ategumentadas.

A diversidade de tipos de fruto que ocorre em Bambusoideae (Dahlgren et al.
1985, Filgueiras 1986) pode ser um carater importante para a subfamilia e gera
discussdes quanto a condi¢gdo ancestral deste fruto (Holtum 1956), que, todavia, &
considerado por outros autores como especializado dentro da subfamilia (Filgueiras
1986, Hari Gopal & Mohan Ram 1987). Essa especializacdo poderia estar
associada a condi¢ao vivipara de algumas espécies de Bambusoideae (Stapf 1904)
ou ao seu modo de disperséo (Filgueiras 1986).

A morfologia de frutos visando a caracterizagdo taxondmica de grupos

infrafamiliares em Poaceae vem sendo estudada e demonstrou ser uma ferramenta



util para o grupo (Terrell & Peterson 1993, Liu et al. 2005), como evidenciado no
presente trabalho.

Na semente madura, observou-se em Chloris elata e Eragrostis solida
(Chloridoideae) que as células da epiderme interna do tégmen apresentam
compostos fendlicos. Este carater também foi observado em Sporobolus diander
(Retz.) P. Beauv., Leptochloa chinensis (L.) Nees e Chloris barbata Sw.
(Chloridoideae) por Bhanwra et al. (1981). Chloridoideae apresenta alguns
caracteres exclusivos entre as Poaceae como ovulo campilétropo, depdsito de
compostos fendlicos no tegumento interno e pericarpo livre do tégmen (Bhanwra et
al. 1991). A presenga de compostos fendlicos no tégmen da semente foi relatada
também em Restionaceae (Rudall & Linder 1988), em Centrolepidaceae (Hamann
1975) e em Eriocaulaceae (Scatena & Bouman 2001), e pode ser um carater
importante para definir Poales.

A proporcdo que o endosperma ocupa na semente em relacdo ao embrido
pode indicar a evolugao de Poaceae. A maior dimensao deste tecido comparado ao
embrido € considerada condicao ancestral (Filgueiras 1986), confirmando a
primitividade das espécies de Bambusoideae em relacdo as espécies de
Panicoideae e Chloridoideae.

O desenvolvimento do embrido em Paspalum polyphyllum (Panicoideae) é do
tipo “Onagrad”, em que a célula basal ndo desempenha papel importante na
formacdo do embrido, sendo um tipo comum de desenvolvimento em
monocotiledéneas (Dahlgren et al. 1985). Este carater também foi observado em
outras Poaceae como em espécies de Poa (Soueges 1924) e em Hordeum vulgare
(Norstog 1972), da subfamilia Pooideae, e nas espécies de Panicoideae Paspalum
scrobiculatum L. (Narayanaswami 1954) e Setaria italica (L.) P. Beauv.
(Narayanaswami 1956). Estudos preliminares observaram que a embriogénese néo
€ um processo uniforme nem em nivel de género nem em nivel familiar (Merry 1941,
Randolph 1936, Bennett 1944).

Os resultados obtidos neste estudo como o6vulo bitegumentado,
desenvolvimento do saco embrionario tipo Polygonum, fruto cariopse, endosperma
nuclear e embrido lateral desenvolvido sao importantes na caracterizacdo da
familia. Diferengas no tipo do 6vulo (hemianatropo e crassinucelado, campil6tropo e
tenuinucelado); no desenvolvimento do nucelo, consequentemente no tamanho do

ovulo; no comprimento do tegumento externo e na parede do fruto podem ser



utilizadas como carater diagndstico das subfamilias estudadas e podem auxiliar na

taxonomia de Poaceae.
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Figuras 1-8. Fotomicrografias do desenvolvimento do 6vulo e megasporogénese de
espécies de Poaceae em secg¢des longitudinais. 1. Paspalum polyphyllum
(Panicoideae). 2-3. Eragrostis solida (Chloridoideae). 4. Axonopus aureus
(Panicoideae). 5. Detalhe dos tegumentos de Paspalum polyphyllum (Panicoideae).
6. Tétrades de megasporos em Sucrea monophylla (Bambusoideae). 7. Megasporo
funcional em Eragrostis solida (Chloridoideae). 8. Megasporo de Olyra humilis
(Bambusoideae). (PO = parede ovariana; TE = tegumento externo; Tl = tegumento

interno). Barras = 15 um (1-7), 30 ym (8).



Figuras 9-14. Fotomicrografias de megagametogénese em espécies de Poaceae,
em secgdes longitudinais. 9. Olyra humilis (Bambusoideae). 10. Chloris elata
(Chloridoideae). 11. Eragrostis solida (Chloridoideae). 12. Ovulo campilétropo e
tenuinucelado em E. solida (Chloridoideae). 13. Ovulo hemianatropo e

pseudocrassinucelado de Paspalum polyphyllum (Panicoideae). 14. Sinérgides e

aparelho filiforme em P. polyphyllum (Panicoideae). (PO = parede ovariana; TE
tegumento externo; Tl = tegumento interno; Seta = micropila). Barras = 250um (9),

50pm (10-11, 13), 25um (12, 14).



Figuras 15-26. Fotomicrografias do desenvolvimento do fruto em espécies de
Bambusoideae e Panicoideae em secgdes longitudinais. 15. Fruto jovem de Olyra
humilis. 16. Fruto jovem de Sucrea monophylla, evidenciando nucleos livres do
endosperma. 17-18. Pericarpo jovem de Olyra humilis, regiao ventral e dorsal,
respectivamente. 19. Pericarpo maduro de Olyra humilis, na regido ventral-apical.
20-21. Sucrea monophylla, regido dorsal e hilar, respectivamente. 22-24. Paspalum
polyphyllum (Panicoideae). 25-26. Axonopus aureus (Panicoideae). (* = testa, ** =
tégmen). Barras: 60 pym,(15-16, 23), 30 uym (17-19, 24-26), 15 ym (20-22).



Figuras 27-33. Fotomicrografias do desenvolvimento do fruto de espécies de
Chloridoideae em secgdes longitudinais. 27. Ovario e évulo de Chloris elata. 28.
Detalhe da semente jovem de Eragrostis solida. 29-30. Vista geral do fruto jovem de
E. solida e C. elata, respectivamente. 31. Fruto jovem de E. solida. 32. Detalhe do
embrido maduro de C. elata. 33. Detalhe da parede do fruto maduro de E. solida.

Barras = 50 ym (27-28), 100 pm (29-32), 25 pm (33).



Figuras 34-42. Fotomicrografias do desenvolvimento do embrido em espécies de
Poaceae, em secgbes longitudinais. 34-35. Zigoto de Paspalum polyphyllum
(Panicoideae) e Eragrostis solida (Chloridoideae). 36. Embrido bicelular de
Paspalum polyphyllum (Panicoideae). 37. Pro-embrido de Sucrea monophylla
(Bambusoideae). 38-39. Pr6o-embrido globular de Eragrostis solida (Chloridoideae) e
Axonopus aureus (Panicoideae). 40-42. Embrido desenvolvido em Sucrea
monophylla (Bambusoideae), Paspalum polyphyllum (Panicoideae) e Chloris elata
(Chloridoideae). (CA= Célula apical; CB= célula basal; EP = epiblasto). Barras = 15
pum (34), 100um (40), 50 pm (35, 37-39, 41-42), 10um (36).



Capitulo Il

Desenvolvimento pos-seminal de espécies de Poaceae (Poales)



RESUMO

O presente trabalho estudou a morfoanatomia do desenvolvimento pds-seminal de
Olyra humilis (Bambusoideae); Axonopus aureus, Paspalum polyphyllum
(Panicoideae); Chloris elata e Eragrostis solida (Chloridoideae), procurando verificar
se existe ou ndo um padrao em Poaceae e comparar de suas estruturas com as
demais monocotileddneas. As espécies estudadas sdo plantas perenes,
rizomatosas, cespitosas, e apresentam cariopses de tamanhos diferentes.
Apresentam sementes albuminosas; com embrido lateral, diferenciado, que possui
raiz embrionaria endégena (adventicia), cotilédone dividido em hiperfilo (escutelo),
bainha reduzida e hipofilo (coledptilo), coleorriza (raiz primaria reduzida),
mesocotilo (eixo localizado entre o escutelo e coledptilo). A presenca de epiblasto
(folha embrionaria de origem cotiledonar) foi observada em O. humilis, C. elata e E.
solida. A morfoanatomia do desenvolvimento pds-seminal € semelhante nas
espécies estudadas e formam um padrao em Poaceae. Primeiramente observa-se a
emissao da coleorriza, estrutura que envolve a raiz embrionaria, que cresce no
sentido geotropico positivo, seguida do coledptilo e plumula que crescem no sentido
contrario, a partir do desenvolvimento do mesocétilo. As primeiras folhas séo
semelhantes as folhas definitivas (metafilo) na maioria das espécies, exceto em O.
humilis, que é modificada em catafilo e pode ser interpretada como carater basal em
Bambusoideae. Raiz primaria reduzida (coleorriza) e hipofilo modificado em
coledptilo sdo considerados caracteres derivados de Poaceae em comparagao com

as demais monocotiledéneas.

Palavras-chave: Morfoanatomia, plantula, Gramineae, semente.

ABSTRACT (Post-seminal development in species of Poaceae (Poales)). The
present work studied the morph-anatomy of the post-seminal development of Olyra
humilis (Bambusoideae); Axonopus aureus, Paspalum polyphyllum (Panicoideae);
Chloris elata and Eragrostis solida (Chloridoideae), in order to determine if a pattern
could be found in Poaceae and to compare its structures with the other
monocotyledons. The studied species are perennial, rhizomatous, and cespitous,
having caryopse of different sizes. All the species present albuminous seeds; lateral
and differentiated embryo, which has endogenous embryonic root (adventitious),

colyledon divided into hyperphyll (scutellum), reduced sheath and hypophyll



(coleoptile); coleorhiza (reduced primary root); and mesocotyl (axis between the
scutellum and the coleptile). The presence of the epiblast (embryonic leaf,
cotyledonary in origin) was noticed in O. humilis, C. elata and E. solida. The post-
seminal developmental is similar in the studied species and represents a pattern in
Poeaceae. First, the coleorhiza is formed and surrounds the embryonic root, which
shows positive gravitropism; the coleoptile and the plumule grow later, in the
opposite direction, from the mesocotyl development. In most species, the first leaves
are similar to the definitive ones (metaphyll), except for O. humilis, in which they are
converted into a cataphyll — probably interpreted as a basal character in
Bambusoideae. The reduced primary root (coleorhiza) and the hypophyll, which is
modified into a coleptile, are considered to be features derived from Poaceae within

the other monocotyledons.

Keywords: Anatomy, Gramineae, Morphology, seed, seedling.

INTRODUGAO

Em monocotiledéneas, inclusive Poales, a morfologia do embrido, sé pode
ser comparada através do estudo do desenvolvimento pds-seminal (Eames 1974),
visto que suas sementes, na maioria, apresentam embrido indiferenciado (Werker
1997, GPWG 2001).

Poaceae € um grupo peculiar de monocotiledénea que apresenta embrido
diferenciado no fruto maduro, ocupando posicéo lateral e periférica ao endosperma,
carater considerado sinapomérfico para a familia (GPWG 2001). Os caracteres
morfolégicos do embrido foram utilizados nos estudos filogenéticos de Poaceae
realizados pelo GPWG (2001). Estudos realizados por Reeder (1957, 1962) com
embrido de Poaceae, voltados a sistematica, utilizaram presencga/auséncia de fenda
no escutelo, presenca/auséncia de epiblasto, vascularizacdo e sobreposicdo ou
encontro das margens da primeira folha plumular, como caracteres importantes para
um agrupamento natural dos géneros na familia.

Estudos com embrides de Poaceae apontaram que cada uma de suas
estruturas apresenta homologia com o embrido das demais monocotiledoneas
(Cocucci & Astegiano 1978). Segundo os autores, a coleorriza, o coledptilo e o
epiblasto sdo homodlogos a radicula, a ligula da folha cotiledonar (escutelo) e a

bainha do cotilédone respectivamente. Homologias entre escutelo e cotilédone;



coleoptilo e primeira folhna embrionaria; coleorriza e radicula; epiblasto e colar foram
utilizadas por Dahlgren et al. (1985) em Commeliniiflorae.

Utilizando caracteristicas de plantulas de monocotiledéneas como ferramenta
para a sistematica do grupo, Tillich (1995, 2000) considerou varias homologias
entre as Poaceae e as monocotiledéneas. O autor afirma que Poaceae nao
apresenta radicula e que a coleorriza € a regido inferior do hipocaétilo (colar). Afirma
ainda que epiblasto € uma excrescéncia da coleorriza e coledptilo € uma bainha
cotiledonar modificada (Tillich 2007).

Como Poaceae apresenta estrutura e nomenclatura seminal peculiar dentre
as demais monocotiledoneas, o presente trabalho objetivou estudar a
morfoanatomia do desenvolvimento pods-seminal de Olyra humilis Nees
(Bambusoideae-Olyreae), Axonopus aureus P. Beauv. e Paspalum polyphyllum
Nees ex Trin. (Panicoideae-Paniceae), Chloris elata Nees (Chloridoideae-
Cynodonteae) e Eragrostis solida Desv. (Chloridoideae-Eragrostideae), visando
verificar se existe ou ndo um padrédo na familia e comparar suas estruturas com as

demais monocotileddneas ja estudadas.

MATERIAL E METODOS

Material:
Bambusoideae — Olyreae: Olyra humilis Nees. BRASIL: Rio Grande do Sul: Porto
Alegre, Morro Reuter, Morro Embratel, 25/09/2004, H.M. Longhi-Wagner 9258
(ICN); BRASIL: Rio Grande do Sul: Sapiranga, Morro Ferrabraz, 25/09/2004, H.M.
Longhi-Wagner 9259 (ICN). Seus individuos ocorrem em areas florestais, beira de
mata e sub-bosque de capoeira umida (Oliveira & Longhi-Wagner 2001).
Panicoideae - Paniceae: Axonopus aureus P. Beauv. BRASIL: Sao Paulo,
Pratania, fazenda Palmeira da Serra. A.T. Nakamura & C.J. Campos s.n,
10/02/2005, (HRCB 41668); BRASIL: S&do Paulo: Pedregulho, Estacéo Ecoldgica de
Furnas do Bom Jesus, 18/04/2005, A.T. Nakamura & E. Sim&o s.n. (HRCB 41661).
Os representantes dessa espécie ocorrem em areas campo limpo (Valls et al. 2001).
Paspalum polyphyllum Nees ex Trin. BRASIL: Minas Gerais: Santana do Riacho,
Serra do Cipdo, 11/05/2003, A.l. Coan et al. 08 (HRCB). Seus representantes
ocorrem em campos altos, varzeas e areas antropizadas (Oliveira & Valls 2001).
Chloridoideae — Cynodonteae: Chloris elata Nees. BRASIL: S&o Paulo: Franca,
Rodovia Candido Portinari km 322, 14/11/2005, A.T. Nakamura & E. Simao s.n.



(HRCB 45417). Espécie ruderal, ocorrendo nos campos altos e secos, além de
serem comuns em beiras de estradas (Longhi-Wagner 2001).

Chloridoideae — Eragrostideae: Eragrostis solida Desv. BRASIL: S&o Paulo:
Pedregulho, Estacdo Ecolégica de Furnas do Bom Jesus, 18/04/2005, A.T.
Nakamura & E. Siméo s.n. (HRCB 41667). A espécie ocorre em areas de cerrado,
campo graminoso ou arbustivo e raramente em locais alterados (Boechat et al.
2001).

Para o estudo morfoanatdmico do desenvolvimento pds-seminal, cariopses
maduras foram individualizadas das inflorescéncias sem os verticilos protetores
(palea e lema). Foram semeadas em placas de petri, forradas com papel de filtro
umedecido com agua destilada. As placas foram colocadas em estufa encubadora a
30 °C + 2°C, sob luz branca constante de lampadas fluorescentes de 15W.

O acompanhamento das fases de desenvolvimento pés-seminal foi feito por
meio de observacdes diarias. No caso de Chloris elata, que apresenta crescimento
muito rapido, as observacoes foram feitas de quatro em quatro horas, nas primeiras
24 horas, com encerramento apds a expansao da segunda folha.

As plantulas em diversas fases de desenvolvimento foram fixadas em FAA e
conservadas em alcool etilico a 70% (Johansen 1940). Para o estudo morfolégico,
as diferentes fases do desenvolvimento das plantulas foram ilustradas a nanquim

por meio de desenhos sob estereomicroscopio com auxilio de camara clara.

Para o estudo anatdbmico das diferentes fases de desenvolvimento pés-
seminal, foram confeccionadas I|adminas permanentes, a partir de material
desidratado em solugao de alcool etilico e incluidas em historresina Leica, segundo
o protocolo do fabricante. O material foi seccionado longitudinalmente, com cerca
de 7 uym de espessura. As secg¢des foram coradas com acido periodico 1%,
reagente de Schiff (PAS) e azul de toluidina 0,05% (Feder & O'Brien, 1968), e
montadas em resina sintética. As ilustracdes foram obtidas através de capturador de

imagens, acoplado ao fotomicroscopio Leica DMLB (programa Leica IM50).

RESULTADOS

Olyra humilis (Bambusoideae) (figuras 1 A, B) é perene, cespitosa, com colmo
decumbente ou ereto, com cerca de 1 m de comprimento, que cresce a partir do
rizoma horizontal (figura 1 B). As folhas se distribuem ao longo do colmo, alternas,

com bainha alongada, do mesmo comprimento que a lamina, com ligula



membranosa de cerca de 0,8 mm de comprimento e pseudo-peciolo com até 2 mm
de comprimento. A lamina foliar € oval-lanceolada e glabra com até 11 X 3,2 cm
(figura 1A). Apresenta espiguetas distribuidas em panicula laxa de cerca de 15 cm,
com espiguetas femininas presentes no apice de cada cacho e espiguetas
masculinas, em maior numero, nas demais regides da panicula.

Axonopus aureus (Panicoideae) (figuras 1 C, D) é perene, cespitoso-ereta,
forma touceira com até 70 cm de altura (figura 1 C), com colmo vertical que cresce a
partir do rizoma (figura 1 D). As folhas s&o alternas, dispostas ao longo do colmo,
com bainha de comprimento maior que a lamina e tricomas curtos nas margens. A
ligula € membranoso-ciliada com cerca de 0,5 mm de comprimento. A lamina é
plana, linear com até 15 X 0,3 cm (figura 1C). Apresenta inflorescéncia em cacho,
com raquis de cerca de 10 cm, que apresenta tricomas dourados de até 2 mm;
espiguetas com flores hermafroditas distribuidas ao longo do seu eixo.

Paspalum polyphyllum (Panicoideae) (figuras 1 E, F) é perene, cespitoso-
decumbente, com até 66 cm de comprimento (figura 1 E). O rizoma varia desde
horizontal até vertical (figura 1 F). As folhas estdo dispostas de maneira alterna ao
longo do colmo. A bainha foliar € pilosa no apice e seu comprimento € maior que a
ldmina. A ligula é membranosa e mede até 1 mm. A [dmina é plana, lanceolada,
pilosa em ambas as faces, com até 11 X 0,6 cm (figura 1 E). Apresenta
inflorescéncia em cacho, com um a quatro ramos. A raquis mede cerca de 5 cm e
apresenta espiguetas com tricomas esbranquicados e flores hermafroditas.

Chiloris elata (Chloridoideae) (figuras 1 G, H) é perene, cespitoso-ereta, forma
touceiras de até 1,2 m de comprimento (figura 1 G), com colmos que saem do
rizoma reduzido (figura 1 H). Apresentam folhas de prefoliagdo convoluta presentes
na base e ao longo dos colmos. A bainha € glabra e apresenta metade do
comprimento da lamina. A ligula é membranoso-ciliada com cerca de 0,2 mm. A
ldmina foliar é glabra e linear-lanceolada, com até 40 X 0,9 cm (figura 1G).
Inflorescéncia do tipo panicula, com cerca de 15 ramos unilaterais pendentes, com
espiguetas alvas e pilosas e flores hermafroditas.

Eragrostis solida (Chloridoideae) (figuras 1 I, J) é perene, cespitoso-ereta,
que forma touceira de até 83 cm de altura (figura 1 J). Apresenta colmo que se
desenvolve a partir do rizoma (figura 1 1). A folha apresenta bainha glabra ou pilosa
que alcanga metade do comprimento da lamina, ligula pilosa de 0,1 mm e lamina

foliar linear, pilosa e com até 21 X 0,4 cm (figura 1 J). A inflorescéncia é do tipo



panicula, com cerca de 20 cm, espiguetas de coloragdo arroxeada, com flores
hermafroditas.

As cariopses das espécies estudadas apresentam tamanhos diferentes, sao
maiores em Olyra humilis (Bambusoideae) (figura 2 A), apresentando cerca de 1 cm
de comprimento. S&do menores em Axonopus aureus (figura 2 B), Paspalum
polyphyllum (Panicoideae), Chloris elata (figura 2 C) e Eragrostis solida (figura 3 A-
B) (Chloridoideae) que apresentam cerca de 0,15 cm de comprimento. Todas as
espécies apresentam sementes albuminosas, com embrido lateral e diferenciado
(figuras 2 D-J). O endosperma constitui-se de células com amido que ocupam
grande parte da semente (figuras 2 D, F-I). Apresentam uma camada de graos de
aleurona distribuidas na regido periférica na semente, como pode ser observado em
P. polyphyllum (Panicoideae) (figura 2 F — cabega de seta).

A proporcao entre o tamanho do embrido e o volume do endosperma varia
entre as espécies. O embrido pode ocupar quase metade da semente em Paspalum
polyphyllum (figura 2 F), um tergo em Axonopus aureus (figura 2 G) e Chloris elata
(figura 2 H), um sexto em Eragrostis solida (figura 2 I) ou menos de um décimo da
semente em Olyra humilis (figura 2 D).

O embridao das espécies estudadas apresenta escutelo, coledptilo, plumula,
mesocotilo, raiz de origem enddgena e coleorriza (figuras 2 E-J). O epiblasto,
excrescéncia lateral oposta ao escutelo, é observado em Olyra humilis
(Bambusoideae), Eragrostis solida e Chloris elata (Chloridoideae) (figuras 2 E, H-J -
seta). As células que constituem o embrido apresentam aspecto meristematico, com
protoderme, meristema fundamental e procambio evidentes (figura 4 A, B).

O cotilédone, em todas as espécies estudadas, é separado da coleorriza por
uma fenda (figuras 2 E-J *). E divido em trés regides: hiperfilo, que é a parte
superior do cotilédone; bainha, que € reduzida a regido basal do coledptilo; e
hipofilo. O hiperfilo é o escutelo, também denominado de haustro, e o hipofilo é o
coledptilo, estrutura que protege a plumula. A plumula apresenta meristema apical
caulinar envolvido pelos primérdios foliares (figuras 2 E-G).

O mesocdtilo é o eixo que se estende da regido basal do coledptilo até a
insercao do né cotiledonar (primeiro entrend). A partir da regido do no6 cotiledonar,
origina-se a raiz embrionaria endogena (figura 2 J) e as raizes adventicias da
plantula (figuras 3 P-R). A coleorriza envolve a raiz enddégena e € uma estrutura

parenquimatica ndo vascularizada (figuras 2 E-J).



Nas espécies estudadas, a embebigdo das cariopses se da em torno de 20
horas, como pode ser observado em Eragrostis solida (figuras 3 C-D). O processo
germinativo € iniciado em até 24 horas, quando se observa o rompimento do
pericarpo e do tegumento, com a saida da coleorriza, que envolve a raiz
embrionaria endégena (figura 3 E-F). Entre as espécies estudadas, Chloris elata
(Chloridoideae) apresenta a geminagao mais rapida, cerca de 16 horas apds a
embebicao (figura 4 H), e Olyra humilis (Bambusoideae) apresenta germinagao mais
lenta, cerca de oito semanas ap6s a embebigéo (figura 3 L-M).

O desenvolvimento da raiz embrionaria ocorre internamente a coleorriza,
rompendo-a apdés 24 horas de embebi¢cdo. A coleorriza pode permanecer na
plantula, indicando o pélo radicular (figuras 3 H, J, K, L, P — dupla cabeca de seta) e
pode apresentar pélos (figuras 3 H, J, K, P — dupla cabega de seta). O epiblasto é
de tamanho reduzido e melhor evidenciado sob estereomicroscépio (figuras 3 H -
seta) ou com auxilio da microscopia de luz, através das sec¢des longitudinais do
embrido (figuras 2 E, H-J, 4 A-C - seta) e da plantula (figuras 4 D, F - seta). Durante
o desenvolvimento pds-seminal o mesocdtilo se alonga e observa-se a emergéncia
do coleoptilo, no sentido oposto a coleorriza, com crescimento geotropico negativo
(figuras 3 G-I, 4 D-F). No interior do coledptilo, observa-se a plumula e os
primordios foliares (figuras 3 J, 4 D-E).

ApOs 48 horas de embebigcdo, observa-se maior crescimento da raiz
embrionaria, que apresenta pélos, e também maior crescimento das folhas, que nao
estdo totalmente expandidas (figura 3 K).

Apds 96 horas de embebicdo, observa-se o desenvolvimento das raizes
adventicias e o desenvolvimento da segunda folha (figuras 3 N, P-Q). Essas raizes
adventicias crescem rapidamente e alcangcam o comprimento da raiz do embrido em
cinco ou seis dias (figura 3 R).

Apds 120 horas de embebigado, as plantulas ja estdo mais desenvolvidas e
apresentam folhas planas, lineares, paralelinérveas, com bainha inconspicua devido
aos entrendés curtos dos colmos (figura 3 R). Olyra humilis (Bambusoideae)
apresenta as duas primeiras folhas distintas das demais espécies, com a bainha
mais desenvolvida que a lamina foliar, sendo que a primeira é semelhante a um

catafilo (figuras 3 L-M).



Durante todo o periodo de observacédo a cariopse ficou aderida a plantula,
apesar do seu endosperma ter sido completamente absorvido com cerca de nove

dias de desenvolvimento pés-seminal (figura 3 R).

DISCUSSAO

A morfologia das plantas e o desenvolvimento pds-seminal das espécies
estudadas mostram que o caule € do tipo rizoma, com origem no né cotiledonar.
Essas espécies apresentam o sistema subterraneo constituido por rizoma e raizes
adventicias. Em Poaceae, o caule pode ser decumbente ou estolonifero, rizomatoso
ou aéreo, tipo colmo (Longhi-Wagner 2001). As espécies aqui estudadas
apresentam colmo crescendo a partir do rizoma. Entende-se que o colmo € o eixo
reprodutivo, com folhas fotossintetizantes que faz parte do ciclo da planta, e
constitui a unidade que sustenta a inflorescéncia, diferentemente do caule
vegetativo (rizoma).

A diferenga do tamanho das sementes de Olyra humilis (Bambusoideae), que
€ maior do que as sementes de Axonopus aureus, Paspalum polyphyllum
(Panicoideae), Chloris elata e Eragrostis solida (Chloridoideae), pode ser explicada
porque O. humilis € a Unica espécie, dentre as estudadas, que habita regides
florestais (Oliveira & Longhi-Wagner 2001). Segundo Roth (1987), em florestas
tropicais, o aumento da densidade dos individuos e a diminuicdo da incidéncia de
luz ao nivel do solo podem levar ao aumento do peso, e consequentemente do
tamanho das sementes, o que explica o maior tamanho das sementes de O. humilis
(espécie florestal) em relacdo as demais que ocorrem em cerrado e areas
antropizadas.

Sementes maiores tém vantagens na germinagdo em relagdo as menores
(Werker 1997). Essa vantagem pode ser compensada pelo grande numero de
sementes menores que as plantas produzem. Neste trabalho, verificou-se que o
numero de sementes produzido por Axonopus aureus, Paspalum polyphyllum
(Panicoideae), Chloris elata e Eragrostis solida (Chloridoideae) € maior do que por
O. humilis. Além disso, apresentam inflorescéncias com maior numero de
espiguetas, e maior producdo de flores hermafroditas, enquanto O. humilis
apresenta flores unissexuadas, com numero reduzido de flores femininas.

Espécies de monocotiledbneas apresentam sementes tipicamente

albuminosas (Werker 1997), assim como também sdo as de Poaceae em geral



(GPWG 2001). A proporgao entre endosperma/embrido € um carater divergente
entre elas (Reeder 1957). Segundo a classificagdo de sementes de Angiospermas
de Martin (1946), Olyra humilis (Bambusoideae) e Eragrostis solida (Chloridoideae)
apresentam sementes do tipo pequeno, pois 0 embrido ocupa menos de um quarto
da semente enquanto que as de Axonopus aureus, Paspalum polyphyllum
(Panicoideae) e Chloris elata (Chloridoideae) se encaixam no tipo um quarto,
ocupando mais de um quarto e menos da metade da semente. Apesar da
classificagdo de Martin (1946) agrupar as espécies estudadas em dois tipos de
sementes, observou-se que as sementes de O. humilis (Bambusoideae) apresentam
embrido muito menor do que o das demais espécies, com uma propor¢cdo do
embrido em relacdo ao endosperma de 1:10. Em Leguminosas, Gunn (1981)
observou que sementes de espécies consideradas ancestrais apresentam grande
quantidade de endosperma em relagao as espeécies consideradas derivadas. No
caso, a grande quantidade de endosperma das sementes de O. humilis também
pode ser considerada carater ancestral dentro de Poaceae, pois Bambusoideae é
tida como ancestral em relagao as subfamilias Panicoideae e Chloridoideae (GPWG
2001).

Alguns autores fazem homologias das estruturas do embrido de Poaceae
com as estruturas que compdéem o embrido de outras monocotiledéneas e indicam
que o embrido de Poaceae apresenta as mesmas estruturas que o embrido das
demais espécies de monocotiledoneas. Boyd (1931) afirmou que escutelo e
epiblasto séo partes do cotilédone e coledptilo € a segunda folha plumular. Negbi &
Koller (1962) afirmaram que escutelo, epiblasto e coledptilo sdo folhas embrionarias
e que coleorriza € a raiz primaria. Cocucci & Astegiano (1978) afirmaram que o
escutelo é a folha do embrido modificada pela fungédo haustorial e que a coleorriza é
homdloga a radicula. Além disso, esses ultimos autores fizeram homologias dos
embrides com a folha adulta e com o lema aristado de algumas espécies de
Poaceae e afirmaram que escutelo € homodlogo a lamina foliar, coledptilo é
homodlogo a ligula e epiblasto € homdlogo a bainha.

No presente estudo, considerou-se que o cotilédone das espécies estudadas
pode ser dividido em trés regides: escutelo, também denominado de hiperfilo,
haustro ou “hyperphyll” (Tillich 1995, 2000) que € a porg¢ao distal do cotilédone e

apresenta fungao de absorcdo de nutrientes do endosperma (Tillich 2000); bainha



reduzida; e coleoptilo, que é a porgao inferior do cotilédone, também denominado
de hipofilo ou “hypophyll”.

A divisdo do cotilédone em partes € consenso entre os diversos autores
(Sargant & Arber 1915, Cocucci & Astegiano 1978, Shuma & Raju 1991, Tillich
1995, 2000, 2007), porém a homologia dessas partes ainda é discutida. Shuma &
Raju (1991) consideraram o escutelo e o coledptilo como partes de um orgéo foliar
simples, homodlogo ao cotilédone. Para esses autores o escutelo representa a parte
basal da folha e o coledptilo equivale a lamina reduzida, devido a presenca de
tracos vasculares, estdmatos e cloroplatos. Sargant & Arber (1915) ja apontavam
em Avena que o escutelo é homdlogo ao haustro e o coledptilo homadlogo a bainha
do cotilédone, como foi relatado posteriormente por Tillich (1995, 2000).

Considerando as atuais 17 familias de Poales (APG Il 2003) pela exclusédo de
Hydatellaceae, grupo irmao de Nympheales (Saarela et al. 2007), Cyperaceae
(Walters 1950), Joinvilleaceae (Tillich 2007), algumas espécies de Restionaceae
(Linder & Caddick 2001), juntamente com Poaceae apresentam coleodptilo (Walters
1950). Provavelmente para Poaceae e Cyperaceae este carater pode ser
considerado convergéncia morfolégica dessas familias. Entre os representantes do
clado “graminideo” proposto por Linder & Rudall (2005), o coledptilo esta presente
em Poaceae (GPWG 2001) e Joinvilleaceae (Tillich 2007). Se estiver presente em
representantes de Ecdeiocoleaceae, coleoptilo pode ser um carater importante
compartilhado entre os representantes desse clado, apesar de estar ausente em
Flagellariaceae (Tillich 1996). em Restionaceae o coledptilo pode ser considerado
uma reversao (Tillich 2007). Dentre as monocotiledéneas coleoptilo € um carater
que ocorre em diversos representantes e evoluiu inumeras vezes (Tillich 1995).

Internamente ao coledptilo, observa-se a plumula com primoérdios foliares e o
meristema apical caulinar. A primeira folha plumular que se desenvolve na plantula
das monocotiledoneas apresenta importancia para a sistematica (Tillich 2000). No
presente estudo foi observado que somente em Olyra humilis (Bambusoideae) a
primeira folha apresentou caracteristicas de catafilo, com bainha alongada e limbo
foliar reduzido. Catafilos também foram encontrados em espécies de Zingiberaceae
(Boyd 1932, Simao & Scatena 2003) e em Cannaceae (Boyd 1932), e pode ser
considerado um carater ancestral (Tillich 2000). O. humilis é considerada basal em
relacdo as demais espécies estudadas, e a presencga do catafilo que se desenvolve

como a primeira folha em suas plantulas confirma sua posicdo basal em relagao a



Axonopus aureus, Paspalum polyphyllum (Panicoideae), Chloris elata e Eragrostis
solida (Chloridoideae).

O epiblasto, aqui descrito como folha embrionaria, inicialmente havia sido
interpretado como uma excrescéncia lateral da coleorriza, devido a auséncia de
vascularizagdo. Em embrido de trigo Foard & Haber (1962) consideraram epiblasto
e coleorriza como estruturas continuas. Em Oryzopsis miliaceae, Negbi & Koller
(1962) discordaram e mostraram evidéncias de que epiblasto, escutelo e coledptilo
sao as trés primeiras folhas embrionarias.

Estudos de desenvolvimento do embridao de trigo in vitro evidenciaram que
epiblasto e escutelo podem formar um tecido capaz de regenerar plantas inteiras e
nunca a coleorriza (Ozias-Akins & Vasil 1983). Estes autores verificaram a origem
cotiledonar do epiblasto, que pode ser considerado, portanto, parte de uma folha
embrionaria, descartando-se a possibilidade de epiblasto ser uma excrescéncia da
coleorriza (Tillich 1995, 2000) ou como forma reduzida do colar (Dahlgren et al.
1985).

O epiblasto € uma estrutura embrionaria que ocorre em taxons basais de
Poaceae e também em Chloris elata e Eragrostis solida (Chloridoideae), bem como
na maioria dos representantes desta subfamilia, (GPWG 2001). E exclusivo dos
embrides de Poaceae e, portanto, ndo homdlogo a nenhuma outra estrutura de
outras monocotiledéneas (GPWG 2001).

A coleorriza nas espeécies estudadas apresenta-se como um tecido
parenquimatico, ndo vascularizado, com tricomas. Acredita-se que essa estrutura
representa a redugcdo da raiz primaria, concordando com Cocucci & Astegiano
(1978) e Dahlgren et al. (1985). Nas sementes de Angiospermas em geral, observa-
se que o suspensor esta sempre ligado a radicula, e em Poaceae, liga-se a
coleorriza. Acredita-se que nas espécies de Poaceae estudadas, a raiz primaria
esta suprimida, pois cessa seu crescimento pouco depois da protrusao
(germinagao) e permanece na plantula apenas como um resquicio, o pélo radicular.
O processo de supressao da raiz primaria de plantulas de monocotiledoneas
culmina com sua auséncia (Boyd 1931), como ultimo passo evolutivo da raiz
primaria de plantulas de monocotiledéneas (Tillich 2000).

Em monocotiledéneas, Tillich (1995) observou que a presenga de raiz
primaria vigorosa € provavelmente uma condicdo ancestral para o grupo. Em

Poales, a raiz primaria foi observada na maioria das familias, sendo destacada a



sua redugdo em algumas familias. Por exemplo, em Bromeliaceae, familia
considerada basal dentro de Poales (APG Il 2003), foi observada presenca e
auséncia da raiz primaria. Pereira (1988) observou a presenca de raiz primaria
vigorosa em plantulas de espécies de Bromelioideae, considerada uma subfamilia
derivada de Bromeliaceae. Tillich (1995) e Scatena et al. (2006) ndo observaram
raiz primaria em Tillandsioideae, subfamilia considerada de posigdo filogenética
intermediaria na familia. Ramaswamy et al. (1981), Scatena et al. (1993, 1996) e
Tillich (1995) relataram auséncia de raiz primaria em plantulas de Eriocaulaceae.
Tillich (2007) observou a auséncia de raiz primaria também em Mayacaceae
(Mayaca fluviatilis).

Em Poaceae, a redugdo da raiz primaria € um carater derivado, como ja
relatado por Boyd (1932) e Tillich (1995), assim como nos demais representantes de
Poales (Tillich 2007). Nas monocotileddneas, em geral, a auséncia de raiz primaria
nas plantulas € um carater derivado, que ocorre com certa frequéncia durante a

evolucao, seguindo linhas filogenéticas distintas (Tillich 1995).
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ILUSTRACOES



Figuras 1-10. Habito e detalhe do rizoma de espécies de Poaceae. 1 e 2. Olyra
humilis (Bambusoideae-Olyreae). 3 e 4. Axonopus aureus (Panicoideae-Paniceae).
5 e 6. Paspalum polyphyllum (Panicoideae-Paniceae). 7 e 8.Chloris elata
(Chloridoideae-Cynodonteae). 9 e10. Eragrostis solida  (Chloridoideae-

Eragrostideae). Barras: 1,5 cm (1-10).



Figuras 11-20. Morfologia e fotomicrografias de semente (cariopse) de espécies de
Poaceae em seccgéo longitudinal. 11, 14, 15, 20. Olyra humilis. 12, 17. Axonopus
aureus. 13, 18. Chloris elata. 16. Paspalum polyphyllum - cabeca de seta indica
camada de aleurona. 19. Eragrostis solida. (SETA: epiblasto; *: fenda do escutelo).

Barras: 1000 pm (11-14), 150 pm (15-19), 100 pm (20).



Figuras 21-32: Morfologia do desenvolvimento pods-seminal de espécies de
Poaceae. 21. Eragrostis solida (Chloridoideae) - semente embebida. 22. Axonopus
aureus (Panicoideae) — semente germinada (24 horas de embebigdo). 23.
Eragrostis solida (Chloridoideae) — 24 horas de embebicdo. 24: Chloris elata
(Chloridoideae) — 24 horas de embebicdo. 25. Paspalum polyphyllum (Panicoideae)
- 24 horas de embebicao. 26. Eragrostis solida (Chloridoideae) — 48 horas de
embebicdo. 27. Chloris elata (Chloridoideae) — 48 horas de embebicao. 28. Olyra
humilis (Bambusoideae) — 8 semanas e 72 horas de embebicdo. 29. Olyra humilis
(Bambusoideae) — 8 semanas e 144 horas de embebicédo. 30. Eragrostis solida
(Chloridoideae) — 96 horas. 31. Axonopus aureus (Panicoideae) - 96 horas de
embebicdo. 32. Paspalum polyphyllum (Panicoideae) — 120 horas. (dupla ponta de

seta= polo radicular)



Figuras 33-38: Fotomicrografias do desenvolvimento pds-seminal de espécies de
Poaceae em secgao longitudinal. 33-36, 38. Chloris elata (Chloridoideae). 37.
Axonopus aureus (Panicoideae). 33. Semente com 4 horas de embebigdo. 34.
Detalhe do embrido. 35. Detalhe da regido do mesocdétilo e do epiblasto.36.
Semente com 16 horas de embebicao. 37. Plantula com 24 horas. 38. Plantula de
36 horas de embebicdo. (*: fenda do escutelo). Barras: 400 ym (34, 37) 200 um
(35), 150 um (33, 36, 38).



CONSIDERAGOES FINAIS

Caracteristicas embriologicas e do desenvolvimento pds-seminal mostraram-

se importantes em nivel das subfamilias estudadas:

Bambusoideae (Olyra humilis, Sucrea monophylla): ornamentacao da
exina tipo granuloso, 6vulo hemianatropo e pseudocrassinucelado com
tegumento externo restrito a base do ovulo, fruto com endocarpo fendlico,
semente ategumentada e presenga de catafilo em plantulas de Olyra
humilis.

Panicoideae (Axonopus aureus e Paspalum polyphyllum): ornamentagao
da exina tipo insular com espinulos densamente agrupados, ovulo
hemianatropo, pseudocrassinucelado com tegumento externo revestindo
um terco do nucelo, cariopse composta por exocarpo e tégmen
comprimido.

Chloridoideae (Chloris elata e Eragrostis solida): ornamentacdo da exina
tipo insular com espinulos esparsamente agrupados, évulo campilétropo e
tenuinucelado com tegumento externo alongado até a regido préxima a

micropila, exocarpo livre e endotégmen fendlico.

A presenca de catafilo nas plantulas de Olyra humilis é considerada carater

ancestral em relacao as espécies de Chloridoideae e Panicoideae estudadas

Caracteres importantes para a circunscricdo da familia e considerados

sinapomorfias para o grupo:

Anteras bitecas e tetrasporangiadas, desenvolvimento da parede da
antera do tipo monocotiledbneo com quatro camadas: epiderme,
endotécio com espessamento de parede do tipo anelar. camada média
efémera, tapete secretor. Microsporogénese sucessiva, tétrades
isobilaterais, graos de pdlen esféricos, tricelulares, monoporados, com
anel e opérculo.

Ovulo bitegumentado, saco embrionario tipo Polygonum, semente
albuminosa, endosperma nuclear; amilaceo, embrido lateral e
diferenciado.

O embrido apresenta raiz enddégena (adventicia), cotilédone dividido em
hiperfilo (escutelo), bainha reduzida e hipofilo (coledptilo), coleorriza (raiz
primaria reduzida), mesocétilo (eixo entre escutelo e coledptilo) e

epiblasto, (folha embrionaria).



* O desenvolvimento pdés-seminal segue um padrdo: inicia-se com emissao
da coleorriza, seguida do coleoptilo e plumula. As primeiras folhas sao
semelhantes ao metafilo, exceto em Olyra humilis.

* A redugao da raiz primaria (coleorriza) e presencga de coledptilo (hipofilo)
nas plantulas de Poaceae sao considerados caracteres derivados em

relagdo as demais monocotiledéneas.



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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