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RESUMO

A embriologia de Calyceraceae ¢ pouco conhecida, principalmente, em relagdo ao desenvolvimento
da antera. Com o intuito de aumentar o conhecimento ¢ melhorar o entendimento da histéria de
vida, diversidade e evolucdo de Asterales, nos estudamos a embriologia de Acicarpha bonariensis
(Pers.) Herter. O material foi coletado na praia de Mariscal no municipio de Bombinhas em Santa
Catarina. Ramos férteis foram herborizados e incorporados ao Herbarium Uberlandense (HUFU).
Inflorescéncias em diversos estadios de desenvolvimento foram fixadas em FAA 50 por 48 horas ¢
conservadas em etanol 50%. Flores foram incluidas em resina histologica e seccionadas em série
nos planos longitudinal e transversal com cerca de 6 pum. As laminas foram coradas com azul de
toluidina e montadas usando resina sintética. As flores de A. bonariensis apresentam de 4—5 estames
com anteras tetrasporangiadas. O desenvolvimento da sua parede é do tipo Dicotiledoneo, com
epiderme persistente, endotécio fibroso, uma camada média efémera e tapete unisseriado e
glandular com células com nticleo aparentemente poliploide. Os graos de poélen sdo formados por
meiose dos microspordcitos com citocinese simultdnea, formando tétrades tetraédricas de
micrésporos. Esses originam graos de pélen psilados, tricolporados e bicelulares, que sdo dispersos
por anteras latrorsas. Apos sair das anteras, o pdlen ¢ apresentado secundariamente pela protrusao
do estilete. O ovério ¢ infero e possui um Unico dvulo andtropo, unitegumentado e tenuinucelado
com placentacdo apical. O megagametofito ¢ do tipo Polygonum, formado por uma meiose do
megasporocito originando uma tétrade linear de megésporos. Desses, somente o calazal ¢ funcional
e origina trés antipodas, uma célula central binucleada, uma oosfera e duas sinérgides com aparato
filiforme. Nossos resultados mostraram que a embriologia de A. bonariensis ¢ similar as demais
Asterales e diferente em alguns aspectos aos grupos basais de Asteraceae. Em uma préxima analise
avaliaremos qual o significado evolutivo das nossas descobertas.

Palavras-chaves: Antera, ontogenia, 6vulo.



ABSTRACT

The embryology of Calyceraceae is poorly known, mainly, concerning the anther development. To
increase this knowledge and improve the understanding of the life history, diversity, and evolution
of Asterales, we studied the embryology of Acicarpha bonariensis (Pers.) Herter. The plant material
was collected on the Mariscal beach, Bombinhas, Santa Catarina. Fertile branches were herborized
and incorporated into the Herbarium Uberlandense (HUFU). Inflorescences at various stages of
development were fixed at FAA 50 for 48 hours and stored in 50% ethanol. Their flowers and buds
were embedded in histological resin and serially sectioned in longitudinal and transverse planes
with about 6 um. The slides were stained with toluidine blue and mounted using synthetic resin.
Acicarpha bonariensis flowers have 4-5 stamens with tetrasporangiate anthers. The anther wall
development is of the Dicotyledonous-type, with the persistent epidermis, fibrous endothecium, an
ephemeral middle layer, and uniseriate and secretory tapetum with cells with a polyploid nucleus.
The pollen grains are formed by meiosis of microsporocytes with simultaneous cytokinesis, forming
tetrahedral tetrads of microspores. These originate psilate, tricolporate and bi-celled pollen grains,
which are exposed by anthers longitudinal lateral openings. After leaving the anthers, the pollen is
presented secondarily by protrusion of the style. The ovary is inferior with a single, anatropous,
unitegmic, and tenuinucellate ovule with apical placentation. The megagametophyte is of the
Polygonum-type, formed by megasporocyte meiosis originating a linear tetrad of megaspores. Of
these, only the chalazal is functional and generating three antipodals, one binucleate central cell,
one oosphere and two synergids with filiform apparatus. Our results showed that the embryology of
A. bonariensis is similar to the other Asterales and is different in some aspects to the basal groups of
Asteraceae. In a next analysis, we will evaluate the evolutionary meaning of our findings.

Keywords: Anther, ontogeny, ovule.



INTRODUCAO

Calyceraceae tem cerca de 60 espécies (Hellwig, 2007) distribuidas em seis géneros
Acarpha Griseb, Acicarpha Juss, Boopis Juss, Calycera Cav, Gamocarpha DC, e Moschopsis Phil
(Stevens, 2001). A familia pertence a ordem Asterales e ¢ grupo irmao de Asteraceae (Lundberg,
2009), uma das cinco grandes familias de angiospermas. As espécies de Calyceraceae estdo
distribuidas por toda a América do Sul (Chiapella 1999a, b; Zanotti; Pozner, 2008) e somente uma
espécie ¢ encontrada nas Ilhas Malvinas (Hellwig, 2007). No Brasil, ocorrem trés géneros
(Acicarpha, Boopis, Calycera), e sete espécies (Flora do Brasil, 2020). Seus representantes
apresentam uma grande variedade de habitos, desde ervas anuais até alguns arbustos com ciclo de
vida longo (Hellwig, 2007). Calyceraceae pode ser reconhecida pela presenca de caule estriado ou
liso, folhas alternas que podem formar rosetas basais, sendo sésseis ou pecioladas, com margem
espatulada, lobada, pinatissecta ou denteada (Magenta, 2015). Suas bracteas involucrais na base
podem ser conatas ou unisseriadas livres, o receptaculo floral é conico e as flores pentameras ou
hexameras (Magenta, 2015). Pode-se citar como caracteristica marcante de muitas espécies de
Calyceraceae, a inflorescéncia condensada, por vezes com muitas flores (Hellwig, 2007). Suas
flores sdo geralmente hermafroditas, sendo as flores masculinas funcionalmente encontradas de
forma regular no centro do capitulo em Acicarpha (Miers, 1870). Sdo actinomorfas ou zigomorfas,
organizadas em capitulos envoltos por algumas bracteas seriadas semelhante a folhas (Hind, 2009).
Apresentam estilete filiforme, ovario infero, bicarpelar e unilocular, 6vulo anatropo e apical (Flora
do Brasil, 2020; Hind, 2009; Stevens, 2001). Possuem de quatro a cinco estames que se alternam
com os lobulos da corola (Hind, 2009), e a antera apresenta abertura longitudinal (Hellwig, 2007).
Possuem cerca de cinco os nectarios florais, seu fruto € do tipo aquénio (Hellwig, 2007) e a semente
possui um endosperma bem desenvolvido (Cronquist, 1981).

Dentro do género Acicarpha, temos Acicarpha bonariensis (Pers.) Herter que ¢ uma

espécie nao endémica do Brasil, mas pode ser encontrada na regido Nordeste (Bahia e Maranhao),
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Sudeste (Minas Gerais, S3o Paulo, Rio de Janeiro e Espirito Santo) e Sul (Parana, Santa Catarina e
Rio Grande do Sul) sendo popularmente conhecida como carrapicho-de-praia (Magenta, 2015).
Acicarpha bonariensis sdo plantas herbaceas, terricolas que podem ocorrer eretas ou pendentes
sobre o solo (Magenta, 2015).

A literatura atual apresenta poucas informacdes de Calyceraceae, acerca do
desenvolvimento das estruturas reprodutivas. A antera foi pouco estudada, e informagdes como a
quantidade de esporangios e o tipo de desenvolvimento da parede, ainda sao desconhecidas (Tobe;
Morin, 1996). Calyceraceae apresenta évulos com uma placentacdo incomum dentro de Asterales.
Os ovulos s3o inseridos na regido apical do ovdrio, diferentemente de Asteraceae, que possui
placentagcdo basal. Assim como a antera, algumas informagdes sobre o 6vulo sdo desconhecidas.
Nao ha informagdes sobre a espessura do tegumento em relacdo ao niimero de células que o
compde, bem como, se ocorre formagao de endotélio (Tobe; Morin, 1996).

Assim, foi estudado o desenvolvimento da antera e dvulo de Acicarpha bonariensis
(Pers.) Herter, descrevendo as semelhancas e diferencas com Asteraceae, seu grupo irmao,
contribuindo para um melhor entendimento da familia dentro da ordem Asterales, acrescentando

informagdes relevantes da embriologia de Calyceraceae na literatura.

MATERIAL E METODOS

Inflorescéncias de Acicarpha bonariensis (Pers.) Herter foram coletadas na praia de
Mariscal, municipio de Bombinhas, Santa Catarina (27°11°21”’S; 48°29°58”W). Parte das amostras
coletadas, passaram por processo de herborizacdo e foram incorporadas ao Herbarium
Uberlandense (Thiers, 2010) com o numero de registro 72.199. O processo de herborizag¢ao baseia-
se na desidratagdo das amostras, com uso de jornais e papeldes, que cobrem o material prensado por
grades de madeira, colocadas em estufa com temperatura aproximada de 60 a 70°C.

Outra parte das amostras foram processadas para estudo anatomico. Inflorescéncias, em
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diversos estagios de desenvolvimento, foram fixadas em FAA 50 por 48 horas (Johansen, 1940) e,
posteriormente, conservadas em dalcool 50% (Berlyn; Miksche, 1976). Para a inclusdo em
metacrilato (Leica®), as amostras foram separadas em diferentes estadios de desenvolvimento,
desde botdes florais a flores em antese que depois foram desidratadas gradualmente até alcool 95%.
Apos inclusdo, o material foi seccionado em micrétomo rotativo (RM 2235, Leica) para obtencao
de cortes transversais e longitudinais a 6 um de espessura.

Em seguida, o material foi corado com azul de toluidina 0,05% e pH 4,7 (O’Brien et al.
1964 modificado). As laminas foram montadas com Entellan®, e analisadas utilizando microscopio
de luz. O registro das imagens foi feito no fotomicroscopio Olympus BX 51. As fotomicrografias
foram estabelecidas a partir de escalas apropriadas com o uso de uma lamina com escala padrao, e
organizadas com uso de programas de edicdo de imagem ndo vetorial (Adobe Photoshop®). Os

resultados ontogénicos foram descritos a partir de Johri et al. (1992).

RESULTADOS
Antera

Logo no inicio do seu desenvolvimento, pode-se reconhecer as anteras de Acicarpha
bonariensis como tetrasporangiadas (Fig. la). Nesse estdgio, as anteras sdo revestidas por
protoderme e, mais internamente em cada esporangio, podem ser observadas uma camada parietal
primaria acompanhadas por algumas células arquesporial subjacentes (Fig. 1b). Em um estagio
posterior, o esporangio torna-se mais evidente e a camada parietal primaria divide-se
periclinalmente, originando duas camadas parietais secundarias, a externa e a interna. A externa
divide-se periclinalmente novamente, dando origem ao endotécio e a uma camada média (Fig. 1c).
Enquanto que a interna, diferencia-se diretamente no tapete, caracterizando o desenvolvimento da
parede como do tipo Dicotiledonio (Fig. 1c).

Na antera madura, as células da epiderme sdo persistentes e espacadas (Fig. 1d). O
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endotécio possui células de tamanhos similares e paredes com fitas de lignina caracterizando o
espessamento fibroso (Fig. 1d). A camada média ¢ efémera (Fig. 1d—j) O tapete ¢ do tipo glandular
com citoplasma denso e nucleos evidentes, aparentemente polipoides (Fig. le). O tapete também ¢
efémero, sendo consumido durante a formacgao do grao de polen (Fig. 1e—j).

A célula arquesporial passa por mitose para originar células mae de microsporos (Fig.
Ic). Até a meiose I, a divisdo das células mae de microsporos ocorre sem formagao de parede, o que
caracteriza a citocinese simultanea (Fig. 1f). As tétrades originadas sao tetraédricas (Fig. 1g).

As anteras sdo latrorsas, ou seja, abrem-se lateralmente para liberar os graos de pdlen
(Fig. 1h—1). Os graos de poélen sao tricolporados e possuem duas células no momento da dispersao,

uma vegetativa e outra generativa (Fig. 1j).

Ovulo

O ovulo de A. bonariensis ¢ anatropo, unitegumentado, tenuinucelado com placentacao
apical (Fig. 2a-b). O tegumento apresenta cerca de 20-30 camadas de células com formato variado
(Fig. 2c—d). O 6vulo ¢ vascularizado por um feixe que percorre a rafe e ramifica-se na calaza,
estendendo-se até a regido anti-rafeal do tegumento (Fig. 2c—d). As células epidérmicas da regido
do funiculo sdo volumosas e alongadas, e formam o obturador (Fig. 2e).

A célula arquesporial diferencia-se em uma Unica célula mae de megésporo, que
apresenta um citoplasma denso (Fig. 2f). Ao final da divisao meidtica da célula mae de megasporo,
¢ possivel observar a formacao de uma tétrade linear de megasporos, onde o calazal ¢ funcional e os
micropilares se degeneram (Fig. 2g). O megéasporo funcional passa por trés divisdes mitdticas e
forma o megagametofito do tipo Polygonum, com sete células e oito nucleos: trés antipodas na
regido calazal, uma célula central com dois nucleos, uma oosfera ¢ duas sinérgides na regido

micropilar (Fig. 2h—i).



DISCUSSAO

A antera de Acicarpha bonariensis € tetrasporangiada, assim como a maioria das anteras
de Asteraceae, salvo poucas excecdes (Davis, 1966). O desenvolvimento da parede da antera de 4.
bonariensis ¢ do tipo dicotiledonio, o mesmo tipo € descrito para a maioria das espécies de
Asteraceae (Davis, 1966; Johri et al. 1992). Acicarpha tribuloides apresenta um espessamento
fibroso do endotécio (Juel 1915; Schnarf, 1931) o mesmo visto em nosso estudo para A.
bonariensis. Em Asteraceae, a maioria das espécies possuem mesmo tipo de espessamento do
endotécio (Johri et al. 1992), entretanto, em espécies como Gerbera jamesonii (Maheswari Devi,
1957) o espessamento ¢ ausente. Maheshwari (1950), afirma que o espessamento do endotécio tem
importancia na deiscéncia das anteras, visto que, nao hé endotécio espessado em plantas que nado se
abrem ou que possuem abertura por poros apicais. Em 4. bonariensis, a camada média ¢ efémera
como ocorre em Asteraceae (Johri et al. 1992). O tapete presente em A. bonariensis ¢ do tipo
glandular, assim como encontrado também em A. tribuloides (Juel, 1915; Schnarf, 1931). Em
Asteraceae o tipo de tapete mais comum € o periplasmodial, mas em algumas espécies como Emilia
flammea (Prakasa Rao et al. 1979), Sonchus arvensis (Kaul et al. 1975) e Platycarpha carlinoides
(Ahlstrand, 1979) também ¢ observado o tapete glandular. Segundo Johri et al. (1992), na maior
parte das Angiospermas, o tapete se enquadra como caracteristica diagndstica das familias.

A citocinese de A. bonariensis ¢ do tipo simultinea, assim como na maioria das
Asteraceae (Davis, 1966). Em Conyza stricta, hd ocorréncia de citocinese sucessiva e simultanea
(Sharma; Murty 1978). A tétrade encontrada em A. bonariensis € tetraédrica e, também, € o tipo
mais comumente visto em Asteraceae (Davis, 1966; Johri et al. 1992). O grdao de polen em A.
bonariensis ¢ bicelular na dispersdo. Em Asteraceae, porém, o grao de polen bicelular ¢ incomum,
prevalecendo o grdo de polen tricelular no momento da dispersao (Johri et al. 1992).

O ovulo de A. bonariensis € anatropo, unitegumentado e tenuinucelado. Eles sdo

semelhantes aos de Asteraceae (Davis, 1966; Johri et al. 1992). A unica diferencga entre eles ¢ a



8

placentagdo ¢ que ¢ apical em Calyceraceae e basal em Asteraceae, sendo esta, uma das
caracteristicas diagndstico para as familias. As células epidérmicas da regido do funiculo sdo
alongadas radialmente e formam o obturador. O obturador também foi observado em algumas
espécies de Asteraceae como em Prenanthes brunoniana (Sood; Thakur, 1985) e Ainsliaea aptera
Kapil e Sethi (1962). Segundo Maheshwari (1950) e Bouman (1984), o obturador pode ser guia ou
facilitar a passagem do tubo polinico através da micropila.

Acicarpha bonariensis apresenta uma unica célula arquesporial, que se diferencia
diretamente em célula mae de megasporo. Em Asteraceae, também ocorre diferenciagao da célula
arquesporial em célula mae de megasporo (Davis, 1966). A divisdao meiodtica da célula mae de
megasporo origina uma tétrade linear, onde o megasporo calazal ¢ funcional e forma o
megagametofito do tipo Polygonum em Acicarpha bonariensis. Em Asteraceae, este também ¢é o
tipo de desenvolvimento mais comum (Davis, 1962; Johri et al. 1992).

Como abordado anteriormente, Calyceraceae ¢ uma familia com poucas informagdes
sobre o desenvolvimento dos oOrgdos reprodutivos. Com base nos dados obtidos, foi possivel
relacionar as semelhangas e diferencas com seu grupo irmao Asteraceae, acrescentando informagdes
relevantes da familia e género na literatura. Na antera, as semelhancgas entre Calyceraceae e
Asteraceae estdo no desenvolvimento do tipo Dicotiledonio, no tapete glandular, na citocinese
simultanea, ¢ na formacdo da tétrade tetraédrica. A diferenca mais relevante esta na formagao do
grao de polen bicelular em Calyceraceae, sendo o tricelular mais comum em Asteraceae. O 6vulo
anatropo, unitegumentado, tenuinucelado, o megéasporo calazal funcional e a formacdo do
megagametofito do tipo Polygonum, estdo entre as semelhangas mais relevantes entre Calyceraceae

e Asteraceae. Ja a diferenca estd na placentagdo apical em Calyceraceae e basal em Asteraceae.
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Figura 1. Cortes de botdes florais e flores em antese de Acicarpha bonariensis. Secgdes
transversais (a—e, h—j) e sec¢oes longitudinais (f—g). (a) Visdo geral do botdo floral, notar os quatro
esporangios de cada antera. (b) Detalhe de uma antera jovem, mostrando a divisdo da camada
parietal primaria e a célula arquesporial. (¢c) Detalhe de um esporangio com as camadas parietais
formadas: epiderme, endotécio, camada média e tapete. (d) Epiderme persistente e endotécio com
espessamento radial. (¢) Camada média achatada e tapete aparentemente poliploide. (f) Primeira
divisdo meidtica das células mae de micrdsporos. (g) Tétrades tetraédricas. (h) Visdo geral da flor
em antese, evidenciando as pétalas, anteras e estilete. (i) Detalhe da antera evidenciando a
deiscéncia lateral. (j) Graos de pdlen bicelulares na dispersdo. an: antera; ar: célula arquesporial; cg:
célula generativa; ci: célula mde de micrdsporo; cm: camada média; cp: camada parietal; cv: célula
vegetativa; em: deiscéncia lateral da antera; en: endotécio; ep: epiderme; es: esporangio; et: estilete;
gp: grao de polen bicelular; pe: pétala; pt: protoderme; ta: tapete; te: tétrade tetraédrica; seta:

divisdo camada parietal.
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Figura 2. Cortes de botdes florais e flores em antese de Acicarpha bonariensis. Sec¢ao transversal
(d) e secgdes longitudinais (a—c, e—i). (a) Ovulo com inicio de formagio tegumentar e nucelar. (b)
Visdo geral evidenciando o 6vulo anatropo, unitegumentado com placentacdo apical. (c—d) Feixes
da rafe até a porcdo anti-rafeal do 6vulo. (e) Detalhe do obturador com células diferenciadas
préximas a micropila. (f) Nucelo tenuinucelado com uma célula mae de megasporo logo abaixo. (g)
Detalhe da tétrade linear de megasporos com o megasporo funcional evidente. (h) Megagametofito
formado evidenciando as trés antipodas na por¢do calazal e a célula central. (i) Megagametofito
formado evidenciando a oosfera e as duas sinérgides na por¢ao micropilar. an: antipodas; ca: calaza;
cc: célula central; ce: célula mae de megéasporo; et: endotélio; fa: feixe anti-rafeal; fr: feixe rafeal;
fu: funiculo; md: megasporo degenerado; mf: megasporo funcional; nu: nucelo; ob: obturador; oo:

oosfera; sy: sinérgide; te: tegumento.
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