UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA

Instituto de Biologia

J

Programa de P6s-Graduagdo em Biologia Vegetal

Embriologia e ocorréncia de fitomelanina em frutos de Wunderlichia senaeii (Glaz.) ex

Maguire & G.M. Barroso (Asteraceae)

Ludimila Lemes Moura

Orientadora:
Dra. Juliana Marzinek

Uberlandia - MG
2015



UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA

Instituto de Biologia

J

Programa de P6s-Graduagdo em Biologia Vegetal

Embriologia e ocorréncia de fitomelanina em frutos de Wunderlichia senaeii (Glaz.) ex

Maguire & G.M. Barroso (Asteraceae)

Ludimila Lemes Moura

Orientadora:
Dra. Juliana Marzinek

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Uberlandia como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de
mestre em Biologia Vegetal.

Uberlandia - MG
2015



Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicacio (CIP)
Sistema de Bibliotecas da UFU, MG, Brasil.

M929e
2015

Moura, Ludimila Lemes, 1990

Embriologia e ocorréncia de fitomelanina em frutos de Wunderlichia
senaeii (Glaz.) ex Maguire & G.M. Barroso (Asteraceae) / Ludimila
Lemes Moura. - 2015.

39 p. il

Orientadora: Juliana Marzinek.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Uberlandia,
Programa de Pds-Graduagdo em Biologia Vegetal.

Inclui bibliografia.

1. Botanica - Teses. 2. Compostas - Teses. 3. Embriologia vegetal -

Teses. 1. Marzinek, Juliana. II. Universidade Federal de Uberlandia.
Programa de Pés-Graduagdo em Biologia Vegetal. I1I. Titulo.

CDU: 581




UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
U} Instituto de Biologia
Programa de Pés-graduagao em Biologia Vegetal

“Embriologia e ocorréncia de fitomelanina em frutos de Wunderlichia senaeii

(Glaz.) ex Maguire & G.M. Barroso”
Ludimila Lemes Moura

COMISSAO EXAMINADORA

Presidente: /\1'\ VAR T2- &
Orientadora: Dra. Juliaha Marzinek
Universidade Federal de Uberlandia — UFU

N AOND |
Examinadores: E C ol ,/\ k‘} C/( e e

Dra: Denise Maria Trombert de Oliveira
Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG

2 y ;
K\&i‘,\(,:}\ £ el
d/ \\' Dr. Jodo Dozinete Denardi
Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul - UEMS

Dissertagdo aprovadaem 25 / 02 / J04%

UBERLANDIA - MG
« 3015 =



Dedico aos meus pais Natal e Valtuira, a minha
irmd Daniely e meu sobrinho Arthur



i1

AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por ter me dado forca e saide para superar os desafios que

surgiram durante o mestrado.

A minha orientadora Juliana Marzinek, ndo sé pela nossa parceria, que vem desde a
graduacdo, mas também por todo apoio e paciéncia com tantas crises existenciais pelas quais

passei neste periodo. Obrigado por dividir comigo seu conhecimento e seu tempo.
A Capes pelo apoio financeiro, por meio da bolsa.

Aos membros da banca, Dra. Denise Maria Trombert de Oliveira e Dr. Jodo Donizete

Dernardi por aceitaram participar desse momento.

A Universidade Federal de Uberlandia, ao Instituto de Biologia e ao Programa de
Pos-Graduagdao em Biologia Vegetal pela oportunidade de concluir este curso. Meus
agradecimentos aos professores do programa que trilharam comigo essa jornada, em
especial a professora Neuza Maria de Castro que desde a graduacdo foi uma fonte de
inspiracdo, de conhecimento e de muitos sorrisos também. Agradeco aos funciondrios, em
especial a Nivea que em tantos momentos me alertou dos esquecimentos em meio as
atribulacoes do dia-a-dia e a Mdrcia que sempre ofereceu suporte. Ao professor Orlando,

por todas as contribui¢coes com meu trabalho.

A todos os colegas com quem convivi no Lamovi por todos esses anos, Stéphani,
Rafael, Nayara, Angélica, Ligia, Taynara, Jessyca, Mdrio, Marco Tiilio, Wesley, Mariana
Alves, Mariana Duarte, Manoela, Marilia, Pamella, Fernanda, Thais, Rodrigo Pacheco,
Paula, Jamile e Renata Castro. Em especial a Izabella Franco e ao Kleber por terem me
ajudado na coleta do material em Diamantina. Amigos, eu sentirei uma imensa falta de

vocés, das nossas conversas, dos nossos almocos e das nossas idas ao cinema.

Aos meus amigos, de todos os grupos! Ao Coral Irmdo Sol Irmd Lua, que foi onde em
muitos momentos busquei inspiracdo, energia e fé para ir até o fim, em especial a Aninha,
que foi a responsdvel por esse lindo presente. Aos meus amigos da minha cidade Castelandia,
que mesmo longe, estdo perto do coracdo. Aos colegas de graduacdo, em especial, Ana
Carolina, Renata, Pedro, Jovania, Gisele Alves, Verena, Daniele, Lamartine e Ariadne que
ainda com frequéncia suportam a minha chatice. Ao grupo de oracdo Santo Indcio de Loyola.
As pessoas com quem mais convivo durante a semana, Silas, Bethdnia, Gabriley e Miguel,

vocés me ddo uma forca que vocé nem imaginam.



111

A minha familia, Natal, Valtuira, Daniely e Arthur. Aos meus parentes, avo, tios, tias,
primos, primas, padrinho e madrinhas. Cada um de vocés contribuiu de alguma forma para
que eu chegasse até aqui, seja com uma palavra amiga, com um sorriso, com um colo. Vocés

sdo meu esteio.



SUMARIO

RESUIMIO. ..ttt ettt et e bt e s e saeee s 1
AADSTIACT. ¢ttt ettt ettt ettt et a e e be e bt et e s ha e e be e st e e bt eeas 3

| £0 10T L Lo 1o TSR PRRRUPRT 5
Material € MELOAOS. ......eeeuiiriiiiiieieei ettt 7
RESUITAAOS. ...ttt st st 9
DISCUSSAO. ..ttt ettt ettt sttt ettt e ee e en 12
Referéncias biblIOZIAfICaS. ....cc.uuiiiiiiiiiiiiiieeee e e 19

TIUSTTAGOES. ...ttt et ettt ettt e ettt e et e et e e sabeeesabeeeabeeenbeeeaees 28

iv



Embriologia e ocorréncia de fitomelanina em frutos de Wunderlichia senaeii (Glaz.) ex

Maguire & G.M. Barroso (Asteraceae)!

RESUMO - (Embriologia e ocorréncia de fitomelanina em frutos de Wunderlichia senaeii
(Glaz.) ex Maguire & G.M. Barroso) — Os grupos basais de Asteraceae apresentam
divergéncias quanto a filogenia de suas espécies. Mutisieae s./. faz parte desses grupos basais
sendo de grande importancia para o entendimento da filogenia da familia. Dados
embrioldgicos sdo conservativos e conhecidos por possuirem grande potencial taxondmico.
Assim, podem fornecer importantes resultados que ajudem a esclarecer as divergéncias
filogenéticas na familia, especialmente em Mutisieae s.l. Deste modo, o estudo embriolégico
de Wunderlichia senaeii, espécie rara e endémica da regido de Diamantina, Minas Gerais, foi
realizado buscando levantar caracteristicas que auxiliem nesses esclarecimentos. O material
foi coletado e processado com técnicas usuais de inclusdo e microtomia. As anteras sao
tetrasporangiadas e bitecas, o tipo de desenvolvimento da parede da antera € bdsico, o tapete é
secretor. O endotécio é fibroso e nele sdo observados cristais. A microsporogénese &
sucessiva, formando tétrades tetraédricas. O grdo de pdlen € bicelular. O ovério € infero,
bicarpelar, unilocular, com um évulo anatropo, tenuinucelado, unitegumentado de placentagcdo
basal. A espécie possui obturador de origem funicular. O megagametofito € do tipo
Polygonum. O endosperma € celular. O carpopddio € simétrico e lignificado. A cipsela possui
pericarpo parenquimdtico com deposicdo de fitomelanina e sem formacdo de espago
esquizdgeno. A exotesta possui espessamento lignificado, o endosperma € persistente e

envolve o embrido com dois cotilédones plano-convexos. Algumas caracteristicas encontradas

confirmam o padrdo da familia como parede da antera com o tipo de desenvolvimento basico,

I Manuscrito elaborado de acordo com as normas da revista Acta Botanica Brasilica



o tapete secretor, endotécio fibroso, microsporogénse sucessiva e tétrades tetraédricas, ovario
infero, bicarpelar, unilocular, com um 6vulo andtropo, tenuinucelado, unitegumentado de
placentacao basal e endosperma celular. Ja o grao de pdlen bicelular e a presenca de obturador
sdo caracteristicas pouco relatadas em Asteraceae. O trabalho também relata, pela primeira
vez, a presenca de fitomelanina em espécie basal de Asteraceae. Tal composto anteriormente

sO era descrito para a Alianca Heliantheae e o género Heterocoma, tribo Vernonieae.

Palavras-chave:  Mutisieae, Wunderlichioideae, cipsela, carpopddio, obturador,

microsporogénese, megagametogeénese.



ABSTRACT - (Embryology and occurrence of phytomelanin in fruit Wunderlichia senaeii
(Glaz.) ex Maguire & GM Barroso) - Basal groups of Asteraceae have controversial
phylogeny. Mutisieae s.l. belong to these groups basal and is of great importance for the
understanding of the phylogeny of the family. Embryological data are conservative and are
known to have great potential for taxonomy. Therefore, they can provide important arguments
that help to clarify the phylogenetic controversy in the family, especially in Mutisieae s.l.
Thus, the embryological study Wunderlichia senaeii, a rare and endemic species of the region
of Diamantina, Minas Gerais, was performed searching for features that help these
clarifications. The material was collected and processed according to standard techniques of
inclusion and microtomy. Anthers are tetrasporangiate biteca and the type of development of
the anther wall is basic and the tapetum is secretory. The endothecium is fibrous with crystals.
The microsporogenesis is successive and tetrads are tetrahedral. The pollen grain is two-
celled. The ovary is inferior, bicarpelate, unilocular, with one anatropous ovule,
tenuinucellate, unitegmic with basal placentation. The studied species has an obturator of
funicular origin. The megagametophyte is the Polygonum type. The endosperm is cellular.
The carpopodium is symmetrical and lignified. The cypsela has parenchymatous pericarp with
phytomelanin deposition without forming schizogenous space. The exotesta has lignified
thickening, the endosperm is persistent and surrounds the embryo with two plano-convex
cotyledons. Some features found confirm the pattern of the family as the basic anther wall
development, the secretory tapetum, fibrous endothecium, successive cytokinesis and
tetrahedral tetrads. The ovary is inferior, bicarpellate, unilocular, with a anatropous ovule,
tenuinucellate, unitegmic basal placentation and cellular endosperm. Other features like
pollen grain bicelled and the obturator are rarely described for Asteraceae. The study also

reports for the first time the presence of phytomelanin in basal species Asteraceae. This



compound was previously only described for Heliantheae Alliance and the Heterocoma genus

belonging to Vernonieae tribe.

Keywords:  Mutisieae, = Wunderlichioideae, = cypsela,  carpopodium,  obturator.

microsporogenesis, megagametogenesis.



Introducao

Asteraceae (=Compositae) € uma familia que tem representantes distribuidos por
todo mundo com exce¢do da Antdrtida. Possui cerca de 1.700 géneros e mais de 30.000
espécies, configurando-se como a maior familia dentre as Eudicotiledoneas (Judd et al. 2009).
No Brasil, sdo encontrados cerca de 275 géneros e 2.045 espécies (Nakajima et al. 2012). E
um grupo monofilético e tem predomindncia nas regides tropicais e subtropicais e seus
representantes sdo, em sua maioria, plantas herbiceas, subarbustos e arbustos (Judd et al.
2009).

Os representantes de Asteraceae sdo facilmente reconhecidos por sua morfologia
caracteristica contendo flores agregadas em capitulos terminais ou axilares e envolvidas por
bracteas. As flores sdo mondclinas ou diclinas, actinomorfas ou zigomorfas. As sépalas sdao
modificadas formando o pédpus, que pode ser ausente. As pétalas sdao conatas e formam uma
corola tubular. Os capitulos sdo formados por um ndmero de 1-1.500 flores. As anteras sdao
geralmente bitecas e tetrasporangiadas, em alguns casos bisporangiadas, se abrem
longitudinalmente para liberar grdos de pdlen tricolporados. O ovdrio € infero, bicarpelar,
unilocular com um 6évulo de placentagdo basal (Anderberg et al. 2007).

O fruto de Asteraceae € do tipo cipsela. Esse termo € adotado seguindo a
indicagdo proposta por Marzinek et al. (2008), que consideram a cipsela como o fruto
formado a partir da unido do receptaculo floral e os tecidos do ovério infero como ocorre em
Asteraceae.

Apesar de ndo haver duvidas sobre o monofiletismo de Compositae, dentro da
familia a circunscricdo de alguns grupos € ainda complexa, sendo que, nos grupos basais,
estdo as principais divergéncias. O estudo de Panero & Funk (2002), baseado em dados

moleculares € responsdvel pela mais recente classificacao, que reconhece 12 subfamilias e 43



tribos. Nos clados basais de Compositae estdao: Barnadesioideae, Stifftioideae, Mutisioideae,
Wunderlichioideae e Gochnatioideae.

Dentre os grupos basais da familia, a tribo Mutisieae sensu lato (Cabrera 1977),
proposta com base em dados morfologicos € considerada um dos mais importantes clados
para entender a sistemdtica e evolu¢do de Asteraceae (Kim et al., 2002, Ortiz et al. 2009).
Cabrera (1977) reconhece quatro subtribos: Barnadesiinae, Mutisiinae, Nassauviinae e
Gochnatiinae, esta dltima na qual estd o género Wunderlichia.

Baseados em dados moleculares, Panero & Funk (2002, 2007, 2008) propuseram
uma segunda classificacdo, denominada Mutisiae sensu stricto que restringe o grupo a trés
géneros: Onoseris, Mutisia e Nassauvia. Nesta classificacdo, Wunderlichia encontra-se na
subfamilia Wunderlichioideae.

No Brasil, ocorrem seis espécies de Wunderlichia, distribuidas nos estados de
Goids, Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro e Bahia (Panero & Funk 2008). Elas
apresentam caracteristicas adaptativas de ambientes xéricos e rupestres. O hdbito é arbustivo,
as folhas pubescentes, coridceas e caducas. A corola de Wunderlichia é actinomortfa, tubular,
a porcdo apical da antera possui uma projecdo, estilete é rugoso préximo ao ponto de
bifurcacdo do estigma (Anderberg er al. 2007). Ainda segundo os autores, a cipsela de
Wunderlichia é paleacea.

As cipselas de Asteraceae sao cilindricas e apresentam partes acessorias como 0
carpopddio, também chamado de zona de abscisdo da cipsela (Roth 1977). Esta estrutura
situa-se entre o eixo da inflorescéncia e o pericarpo e estd relacionada a sua dispersdo (Haque
& Godward 1984). A outra parte acessoria € o papus, que seria uma modificacdo do célice
(Ramiah & Sayeeduddin 1958). Ambas as partes acessoOrias possuem importancia taxondmica

para a familia (por exemplo Haque & Godward 1984, Mukherjee & Sarkar 2001).



O pericarpo pode se apresentar predominantemente parenquimdtico como em
Stifftia fruticosa (Bonifacio, comunicagdo pessoal), com camadas de esclerénquima e
parénquima como em Vernonia platensis (Galastri & Oliveira 2010), ou ainda com
fitomelanina entre camadas de esclerénquima e parénquima como em Campuloclinum
macrocephalum (Marzinek & Oliveira 2010). A fitomelanina é uma substincia preta e
insoluvel, provavelmente secretada pelas fibras que compdem o pericarpo (De-Paula et al.
2013). Sua presenca € relatada na maioria dos géneros da Alianca Heliantheae (Anderberg et
al. 2007), um dos clados mais derivados de Asteraceae (Pandey et al. 2014).

H4 décadas, estudos embrioldgicos sdo utilizados para elucidar caracteristicas que
apresentam valor taxondmico e que podem contribuir com a filogenia de diferentes grupos
(Stuessy 2009). Caracteristicas como tipo de desenvolvimento da antera, desenvolvimento do
microsporos, tipo de 6vulo, placentacdo, desenvolvimento do gametofito, do fruto e da
semente sao dados que podem dar pistas sobre evolu¢do dos grupos, viabilizando os estudos
taxondmicos (Stuessy 2009).

Von Teichman & Van Wyk (1991) ressaltaram que as caracteristicas reprodutivas
sd0 conservativas e ndo estdo sujeitas a plasticidade fenotipica como as caracteristicas
vegetativas, configurando se como ponto confidvel para inferéncias taxondmicas.

Existem incertezas quanto as circunscri¢cdes para os grupos basais de Asteraceae e
considerando que o entendimento destes grupos € a chave para compreensdo da evolugdo e
filogenia da familia, este trabalho apresenta o estudo da embriologia de Wunderlichia senaeii
(Glaz). ex Maguire & G.M. Barroso, visando a levantar caracteristicas embriolégicas que

possam contribuir para o entendimento da evolugdo desses grupos.



Material e métodos

Foram coletados botdes florais, flores em antese, frutos jovens e maduros de
espécimes de Wunderlichia senaeii (Glaz.) ex Maguire & G.M. Barroso no Parque Estadual
do Biribiri (18°0926.0"S e 43°36'16.0"W) localizado em Diamantina, Minas Gerais, Brasil. O
voucher foi incorporado ao herbario no Herbarium Uberlandense (HUFU) sob os nimeros
67.422 ¢ 67.425.

Para verificar a ocorréncia de fitomelanina no pericarpo da espécie, além do
material acima descrito, foram analisadas outras coletas de localidades distintas (nimeros de
registro: 60.415, 60.576, 61.864, 63.758, 64.919, 66.319, 66.424) que estdo depositadas no
HUFU.

O material fresco foi fixado em formaldeido 4cido acético (FAA) 50 (Johansen
1940) e, posteriormente, conservado em etanol 50% (Jensen 1962). O material herborizado
foi colocado em NaOH 5N durante 36 horas (Anderson 1963). Ambos materiais,
posteriormente, foram desidratados em série etilica e incluidas em metacrilato, conforme a
orientagdo do fabricante. As seccdes transversais e longitudinais do material foram feitas em
micrétomo rotativo com espessura entre 3—8um.

Para coloragdo das laminas obtidas foi utilizado azul de toluidina 0,05% em
tampao acetato pH 4,7 (O’Brien et al. 1964 modificado). A montagem foi realizada com
Entellan®.

As laminas foram analisadas em microscopia de luz e fotografadas nos
fotomicroscopios Olympus BX 41 e Zeiss Axioplan.

Para a microscopia de varredura, as amostras foram coladas em suportes de
aluminio e cobertas com ouro. As amostras foram examinadas em um microscépio eletronico

de varredura Zeiss EVO MA100 e as imagens foram obtidas digitalmente.



Os resultados foram descritos ontogeneticamente seguindo Johri et al. (1992) para
a embriologia e Corner (1976) para o desenvolvimento seminal. Para o pericarpo adotou-se
sua defini¢do lato sensu (Roth 1977). A terminologia adotada para as projecdes das cerdas do

papus foi adaptada de Hickey (1979).

Resultados

As anteras de Wunderlichia senaeii sdo tetrasporangiadas e bitecas (Fig. 1a). Na
fase jovem, o esporangio é formado pela protoderme, por uma camada parietal primdria que
se divide dando origem as camadas parietais secunddrias externa e interna (Fig. 1b). Estas,
por sua vez, dividem-se periclinalmente formando outras duas camadas cada. A camada
parietal secundéria externa origina uma camada de endotécio e uma camada média. A camada
parietal secunddria interna da origem a uma camada média e uma camada de tapete, este mais
interno caracterizando o desenvolvimento da antera como do tipo bdsico. Internamente a
parede da antera, pode-se observar a célula mae de micrésporo (Fig. 1c).

As células da epiderme e do endotécio possuem parede delgada, sdo levemente
alongadas no sentido anticlinal e possuem tamanhos semelhantes. As células das camadas
médias sdo alongadas periclinalmente. As células do tapete sdo mais volumosas quando
comparadas as células dos demais estratos (Fig. 1c). A divisdo da célula mae de micrésporo
para formar a diade € seguida por formacdo de parede, caracterizando a citocinese sucessiva
(Fig. 1d—e).

Ao longo do desenvolvimento, as camadas médias sdao comprimidas pelo
crescimento das demais camadas e as células do tapete apresentam citoplasma denso. Nesta
fase, observa-se a formacdo de tétrade de formato tetraédrico (Fig. 1f). Cristais podem ser

vistos no conectivo e no endotécio (Fig. 1g). Posteriormente, as células do tapete perdem as
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paredes, mas se mantém circundando o léculo da antera até seu consumo total (Fig. 1g—h).
Este tipo de desenvolvimento do tapete é chamado glandular.

As anteras se abrem por fenda longitudinal entre os dois esporangios de cada teca
(Fig. 1h—i). O grao de podlen é liberado contendo duas células, uma vegetativa e uma
generativa (Fig. 1i). Na fase de abertura da antera, o endotécio adquire espessamento
espiralado. O grao de pdlen € tricolporado (Fig. 1h-1).

O gineceu de Wunderlichia senaeii € bicarpelar, unilocular contendo um 6vulo de
placentacdo basal. Apresenta carpopddio pouco distinto. O évulo € andtropo, unitegumentado,
tenuinucelado (Fig. 2a-b).

A epiderme ovariana externa € unisseriada e apresenta tricomas dispersos, que sao
bisseriados na base e unisseriados na extremidade (Fig. 2c). As células sdo achatadas
radialmente e sao menores quando comparadas as da epiderme interna, as paredes sdo
delgadas e os nucleos evidentes. O mesofilo ovariano apresenta células de formatos
irregulares, paredes delgadas e niicleos evidentes. Em algumas células, foram observados
cristais. A epiderme interna apresenta células de formato cuboide e parede delgada (Fig. 2b).

Ao longo do desenvolvimento ocorrem intensas divisdes anticlinais nas epidermes
externa e interna do ovdrio. As células da epiderme interna tornam-se alongadas no sentido
anticlinal. As células do mesofilo dividem-se em varios planos, alongam-se e acumulam
cristais (Fig. 2d).

As células do 6vulo também apresentam divisdes anticlinais e periclinais e
durante seu desenvolvimento ocorre acimulo de cristais (Fig. 2d). Na regido do funiculo, as
células da epiderme se diferenciam formando o obturador, tornando-se alongadas em dire¢cdo
a micrdpila e o citoplasma passa apresentar coloracdo diferenciada das demais células. (Fig.

2f-g).
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No nucelo, observa-se inicialmente uma unica célula arquesporial com o nicleo
evidente (Figs. 2f—3a). Essa célula da origem a célula-mae de megasporo (Fig. 3b) que por
sua vez, passa por meiose dando origem a uma tétrade linear. Trés megasporos voltados para
regido micropilar sdo reabsorvidas restando apenas o micrésporo calazal que se desenvolve
para formar o megagametofito (Fig. 3c—d).

O megasporo desenvolve-se e apds passar por mitoses incompletas (Fig. 3e) d4
origem a um megagametofito maduro com sete células e oito nucleos: trés antipodas dispostas
linearmente (Fig. 3f), uma célula central (Fig. 3g), duas sinérgides (Fig. 3g-h) e a oosfera
(Fig. 3i—j). Logo apds a fecundagdo (Fig. 31), observam-se as antipodas em degeneracdo, a
célula central com nucleo bastante proeminente, € o zigoto ainda indiviso (Fig. 3k).

No fruto de W. senaeii, o carpopddio € simétrico e lignificado (Fig. 4a-b) e o
papus (Fig. 4c—d) € persistente. Na base, o pdpus € laminar e possui as projecdes das cerdas
em suas margens. O pericarpo € parenquimdtico e abriga aproximadamente dez feixes
vasculares na regido das costelas e outros dois acompanhando o tecido de transmissao (Fig.
4e). Observa-se o espessamento das células do exocarpo e deposicdo de cuticula na face
periférica, alongamento anticlinal das células do mesocarpo que é composto por cerca de sete
camadas de células. Nessa fase, as células da semente ainda ndo se diferenciaram, apresentam
paredes delgadas e em algumas delas ha cristais (Fig. 4f).

Em um estigio mais avancado do desenvolvimento, a diferenciacio mais
significativa da parede do fruto ocorre no mesocarpo (Fig. 4g, i—j), onde sdo formadas fibras
bastante espessadas e ao redor delas ha deposi¢do de fitomelanina (Fig. 4i—j).

A testa também passa por intensa diferenciacdo. A exotesta apresenta uma fina
cuticula na parede periclinal externa e espessamento nas faces anticlinais das paredes
celulares formando contornos espiralados (Fig. 4i-k). A mesotesta € composta por seis a sete

camadas de células e apresentam pequenos espacos intercelulares. Pode-se observar alguns
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cristais. A endotesta € multiestratificada com células achatadas no sentido anticlinal que vao
sendo consumidas ao longo do desenvolvimento da semente. O endosperma € persistente,
sendo constituido por duas ou trés camadas (Fig. 4h, k). Observa-se que, na semente madura,
o embrido tem eixo embriondrio curto, dois cotilédones plano-convexos e plimula

indiferenciada (Fig. 4h).

Discussao

Wunderlichia senaeii apresenta tanto caracteristicas comuns quanto pouco
ocorrentes em Asteraceae. O desenvolvimento dos estratos parietais da antera corresponde ao
tipo bdsico, relatado até o momento em apenas mais um integrante da familia, Flaveria
bidentis (L.) Kuntze (Tageteae) (Liu et al. 2011), grupo filogeneticamente distante de
Wunderlichia. O tipo dicotiledoneo € mais comum na familia (Davis 1966; Johri et al. 1992).

Ao longo do desenvolvimento o endotécio torna-se espessado, passando a ser
chamado de endotécio fibroso, o que é comum na familia (Davis 1966). Segundo Maheshwari
(1950) o espessamento do endotécio é importante para o processo de deiscéncia da antera, o
que pode ser reforcado pelo fato de que, em plantas que t€ém abertura da antera por poros
apicais ou que nao se abrem, ndo possuem endotécio espessado.

Segundo a classificacdo proposta por Dormer (1961a), o espessamento do
endotécio de W. senaeii corresponde ao tipo radial, que se desenvolve no sentido periclinal
das células. Dormer (1961a) mencionou que o tipo de espessamento do endotécio mais
comum na tribo Mutiseae € o polarizado, que se forma no sentido anticlinal da célula. No
entanto, Abid & Qaiser (2004) usaram a classificacdo proposta por Dormer (1961a) em
estudos no género Inula L. (Inuleae) e observaram que hd uma significativa variacdo no tipo

de espessamento do endotécio dentro do género. Dessa forma, sdo necessarios estudos com as
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demais espécies do género Wunderlichia para verificar a importancia taxondmica dessa
caracteristica.

O tapete em W. senaeii é do tipo secretor, sendo este 0 mais comum em
Asteraceae. A natureza do tapete € caracteristica diagndstica na maioria das familias de
Angiospermas (Johri et al. 1992).

A presenca de cristais no endotécio é comum na familia e também foi observada
em Ambrosia trifida (Heliantheae), na qual os cristais ocorrem no tapete (Lersten & Curtis
1990). Em Helianthus annuus, eles aparecem no endotécio (Gotelli et al. 2008) e em
Helianthus tuberosus (Heliantheae) estdo presentes no endotécio e tapete (Meric & Dane
2004).

A microsporogénese € do tipo sucessiva na espécie estudada. Esse tipo de
citocinese também ocorre em Ambrosia artemisiifolia (Heliantheae) (Liu et al. 2011), Conyza
stricta (Astereae) e Erigeron bonariensis (Astereae) (Sharma & Murty 1978). Em Vernonia
cinerea (Vernonieae), ocorrem os dois tipos de citocinese, sucessiva e simultanea (Dakshini
& Dadlani 1978). A tétrade € tetraédrica observada em W. senaeii, € o mais comum para a
familia (Davis 1966; Johri et al. 1992).

O grio de poélen € bicelular em W. senaeii. O grao de pdlen bicelular € uma
condic¢do rara na familia, tendo sido descrita apenas para Lecocarpus decaisne (Heliantheae)
(Johri et al. 1992) e Flaveria bidentis (Tageteae) (Zeng et al. 2009).

Wunderlichia senaeii apresenta caracteristicas que estdo de acordo com o descrito
para a familia Asteraceae no que se refere ao nimero e fusdao de carpelos, nimero de 16culos,
posicdo do 6vulo, nimero de tegumentos, nimero de camadas do nucelo e quantidade de
Ovulos por 16culo (Johri et al. 1992).

Cristais foram observados no ovério e 6vulo, sendo em menor quantidade no

ovério. Essa caracteristica estd presente em outros representantes da familia como: no
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carpopddio de cinco espécies dos gé€neros Aster, Solidago € Machaeranthera (Astereae)
(Sundberg 1985), em Dimorphoteca sinuata no 6vulo (Ahlstrand 1985); em Podolepis
jaceoides (Gnaphalieae) (Davis 1961). Segundo Davis (1961), os cristais surgem em P.
Jaceoides apenas apds o 6vulo estar maduro sugerindo que as substancias precursoras dos
cristais estariam anteriormente sendo utilizadas no metabolismo para o desenvolvimento do
ovulo e do megagametofito.

Franceschi & Horner (1980) fizeram uma extensa revisdo sobre a ocorréncia de
cristais em plantas e relataram que eles ocorrem em cerca de 160 familias em 6rgdo como
caule, raiz, na antera, ovdrio, 6vulo, semente e frutos. Os autores atribuiram diversas funcdes
para os cristais como: excrecdo de excesso de cdlcio na forma téxica da planta, auxilio no
metabolismo de nitrogénio, reserva de cédlcio para fungdes metabdlicas e protecdo contra
animais.

Dormer (1961b) discutiu a relevancia da presengca de cristais na familia,
ressaltando que se assume que sdo formados por oxalato de cdlcio, que t€ém as mais variadas
formas e que ha desacordo entre os estudiosos sobre a presenca dos cristais nos tecidos serem
apenas uma consequéncia do metabolismo da planta, formados a partir de idioblastos ou se
caracteriza como uma caracteristica taxondmica. Nesse trabalho, Dormer (1961b) estudou os
cristais presentes no ovario de Centaurea scabiosa (Inuleae), Silybum marianum e Carthamus
tinctorius (Cardueae) levando em conta o formato dos cristais, bem como a quantidade e local
de ocorréncia e concluiu que essas caracteristicas sdo particulares para alguns grupos, se
configurando como valida para a taxonomia.

Em W. senaeii, as células do funiculo ddo origem ao obturador. Na familia, o
obturador também foi relatado em Ainsliaea aptera (Pertyeae) Kapil & Sethi (1962), em
Prenanthes brunoniana Wall. (Cichorieae) (Sood & Thakur 1985); em Lactuca dissecta

(Cichorieae), também formado a partir do funiculo (Sood et al. 2000) e em Taraxacum
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tenuifolium (Hoppe & Hornsch.) (Musial er al. 2013). Essa estrutura geralmente se forma a
partir do funiculo e, nos 6vulos sésseis, pode se formar a partir da placenta (Maheshwari
1950; Bouman, 1984). Independente da origem, sua funcdo € facilitar ou guiar a entrada do
tubo polinico na regido da micrépila (Maheshwari 1950; Bouman 1984).

Segundo Bouman (1984) & Tilton et al. (1984), as células do obturador se
diferenciam das demais por conter muitos dictiossomos que realizariam uma funcdo
quimiotdtica para guiar o crescimento do tudo polinico. O obturador é observado em vdrias
familias de dicotiledoneas como Magnoliaceae, Ulmaceae, Linaceae, Lamiaceae,
Acanthaceae, Rubiaceae e desempenha essa mesma funcao (Dahlgren 1991).

A diferenciacdo de uma unica célula arquesporial por 6vulo como ocorre em W.
senaeii, ¢ 0 mais comum na familia (Davis 1966). A diferenciacdo de uma célula arquesporial
foi relatada em estudos com vérias tribos como Astereae (Sharma & Murty 1978), Inuleae
(Pullaiah 1979), Heliantheae (Pullaiah 1981), Senecioneae (Pullaiah 1983).

O desenvolvimento de tétrade linear, sendo o megasporo calazal o funcional,
resultando em um megagametofito do tipo Polygonum, como ocorrem em W. senaeii, é o tipo
de desenvolvimento mais comum em Asteraceae. Esse mesmo desenvolvimento também
ocorre em Cichorium intybus L. (Cichorieae) (Chehregani et al. 2011); Leontodon autumnalis
(Yurukova-Grancharova 2004), em Crepis bithynica (Yurukova-Grancharova 2006) e
Helianthus annuus (Gotelli et al. 2008). No entanto, ocorrem variacdes em diversos grupos,
por exemplo, em Rudbeckia bicolor Nutt. o tipo Fritillaria (Maheshwari & Srinivasan 1944),
em Tridax trilobata se desenvolve megagametofito do tipo Polygonum e Allium (Pullaiah
1981), Oenothera ocorre em Flaveria bidentis (Jiang et al. 2011).

Em W. senaii, apés a fecundagdo antipodas e sinérgides degeneram, sendo que
nao hé evidencias de funcdo haustorial nesta espécie. A funcdo haustorial de antipodas e

sinérgides € relatada em vdrias espécies da familia como em Lactuca dissecta na qual as
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antipodas sdo persistentes apos a fecundagdo e apresentam fungdo haustorial (Sood et al.
2000). Nesse trabalho os autores correlacionaram a ocorréncia da func¢do haustorial das
antipodas e das sinérgides com o suprimento de demanda nutricional para o embrido.

A ocorréncia de mais de trés antipodas e de mais um nicleo ndo € incomum na
familia (Maheshwari 1950). Em Podolepis jacoides, Davis (1961) descreveu a ocorréncia de
mais de 51 antipodas. Segundo Maheshwari (1950) a presenca de mais de um nucleo nas
antipodas e sua fun¢@o haustorial d4 um indicativo que de estas podem desempenhar papel
semelhante ao das células do tapete na antera.

O endosperma em W. senaeii é celular assim como em Ambrosia artemisiifolia L.
e Ambrosia trifida L.(Chen et al. 2014), em Taraxacum brandenburgicum Hudziok (Ptachno
et al. 2014), dentre outros. No entanto, na familia os dois tipos, celular e nuclear sdo
representativos.

A cipsela apresenta carpopddio simétrico e lignificado. Sundberg (1985) em seu
trabalho sobre caracteres importantes para taxonomia de Asteraceae fez uma breve abordagem
sobre as caracteristicas do carpopddio como formato das células, relatando ser comum
carpopddio assimétrico como também foi observado em Porophyllum ruderale e Tridax
procumbens (Heliantheae) (Frangiote-Pallone & Souza 2014). Sundberg (1985) menciona
também a presenga de drusas no capopddio, como ocorre em Vernonia platensis (Galastri &
Oliveira 2010). As células do carpopddio também sdo lignificadas em Campuloclinium
macrocephalum e Chromolaena stachyophylla (Marzinek & Oliveira 2010). Segundo
Robinson & King (1977), o carpopddio nas tribos Eupatorieae e Senecioneae pode ser usado
para delimitar géneros.

Em W. senaeii, ha deposicdo de fitomelanina no pericarpo. Este € o primeiro
relato de fitomelanina em cipselas de espécies basais. A fitomelanina é substincia preta e

insoldvel, provavelmente secretada pelas fibras que compdem o pericarpo (De-Paula et al.
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2013) e tem sido relacionada a protecdo do fruto contra predadores (Johnson & Beard 1977).
Sua presenca € relatada na maioria dos géneros da Alianga Heliantheae (Anderberg et al.
2007), um dos clados mais derivados de Asteraceae (Pandey et al. 2014). Além disso, esta
presente também no género Heterocoma (Vernonieae) (Loeuille et al. 2013).

A ocorréncia de fitomelanina restrita a esses grupos configura-se como uma
caracteristica de grande importancia para estabelecer correlacoes entre Eupatorieae e
Heliantheae (Pandey & Singh 1994; Pandey & Dhakal 2001). Alguns autores como Pandey et
al. (2014) e Tadesse & Crawford (2014) usaram o modo de deposi¢do de fitomelanina para
estabelecer padroes de distribuicdo em pericarpos de faxa relacionados da Alianca
Heliantheae.

Freitas et al. (2015) sugerem trés tipos bdsicos de deposicdo de fitomelanina
relacionados com a estrutura dos frutos. O padrdao Eupatorieae de deposi¢do de fitomelanina é
encontrado somente na tribo Eupatorieae e caracteriza-se pela formacdo de espaco
esquizdgeno entre 0 mesocarpo externo (parenquimdtico) e interno (esclerenquimatico e
parenquimatico) que, posteriormente, é preenchido por fitomelanina. O padrao Heliantheae
ocorre na tribo Heliantheae e difere do padrao Eupatorieae por ndo haver formacao do espago
esquizdgeno acima descrito. A fitomelanina € depositada no espaco intercelular do
parénquima e esclerénquima do mesocarpo. J4 o padrdo Vernonieae ocorre no género
Heterocoma e neste caso, o mesocarpo externo € esclerenquimdtico e o interno ¢é
parenquimdtico, sendo a fitomelanina depositada nos espacos intercelulares entre
esclerénquima e parénquima.

Em W. senaeii, diferente do encontrado nas espécies de pericarpo com
fitomelanina ja relatadas (Misra 1964, Misra 1972, Pandey & Singh 1982, Stuessy & Liu
1983, Pandey et al. 1989, Pandey & Singh 1994, Pandey 1998, Marzinek & Oliveira 2010,

Freitas et al. em preparacdo) ndo ha uma delimitacdo clara da regido parenquimadtica e
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esclerenquimética do pericarpo. O pericarpo € composto por conjuntos de fibras dispostas
entre as células do parénquima e os feixes vasculares. A fitomelanina é depositada ao redor
das fibras e como sugerido por De-Paula et al. (2013) tembém € provavel que neste caso as
fibras sejam responsdveis pela secrecdo de fitomelanina. Mais espécies de Wunderlichia
precisam ser estudadas para verificar se a organizagao observada em W. senaii contitui padrao
para o género ou esta € uma caracteristica exclusiva dessa espécie.

A exotesta da semente de W. senaeii possui espessamento espiralado,
corroborando o proposto por Grau (1980), que classificou as sementes de Mutisieae com
énfase nas caracteristicas testais. O autor observou o mesmo tipo de espessamento em
espécies de Dinoseris, Hyaloseris, Holocheilus, Lycoseris, Jungia, Trixis € na espécie
Wunderlichia crulsiana. Moura (dados nao publicados) também observou o espessamento
espiralado em W. mirabilis. Provavelmente, esta é uma caracteristica do género Wunderlichia.

Frangiote-Pallone & Souza (2014) fizeram uma correlagdo da lignificacdo da testa
com a protecdo do embrido, fun¢do que seria oferecida pela presencga de fitomelanina nas duas
outras espécies estudadas. Costa & Oliveira (2011) observaram testa parenquimadtica e
auséncia de fitomelanina em Dasyphyllum brasiliense (Spreng) Cabrera (Barnadesioideae).
Em Schlechtendalia luzulifolia (Barnadesioideae) também foi encontrado o mesmo padrdo
(Mello et al. 2009).

Na mesotesta foram observados alguns cristais, o que € bastante comum na
familia (Corner, 1976). A presenca de cristais na testa também foi observada em P. jaceoides
(Davis 1961). Segundo Meric (2009), que observou cristais em algumas espécies da tribo
Inuleae, eles contribuem para protecdo do embrido contra herbivoros e para o enrijecimento
da testa.

O endosperma é persistente e escasso, sendo essa a condi¢do que geralmente

ocorre em Asteraceae (Corner 1976). Em W. senaeii, restam somente duas camadas, mas,
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aparentemente esse numero restrito € o que ocorre na maioria das espécies a exemplo de
Vernonia platensis em que persistem também duas camadas (Galastri & Oliveira 2010). Em
Podolepis jaceoides (Davis 1961), resta somente uma cada de endosperma, assim como nas
espécies do género Acourtia estudadas por Cabrera (2002), nas do género Lactuca L.
(Lactuceae) estudas por Zhu et al. (2006), em Dasyphyllum brasiliense (Costa & Oliveira
2011), em Crepis japonica, Porophyllum ruderale e Tridax. procumbens (Frangiote-Pallone
& Souza 2014).

Algumas caracteristicas encontradas neste trabalho sdo pouco relatadas para
Asteraceae, como o grdo de pdlen bicelular e a presenca de obturador que podem ser
caracteristicas plesiomorficas para a familia; entretanto mais espécies precisam ser
investigadas para tal confirmacgdo. O trabalho também relata, pela primeira vez, a presencga de
fitomelanina em espécie basal de Asteraceae. Tal composto, anteriormente, s6 era descrito
para a Alianca Heliantheae e o gé€nero Heterocoma, tribo Vernonieae. Mais espécies de
Wunderlichia precisam ser estudadas para verificar se € uma caracteristica exclusiva da

espécie ou seria uma sinapomorfia para o género.
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Figura 1 — Seccdes transversais e longitudinais de flores de Wunderlichia senaeii
mostrando o desenvolvimento da antera e do grao de pdlen. a. Aspecto geral da flor. b.
Detalhe da antera e esporangio jovem, notar divisdo da camada parietal primdria. c.
Detalhe de um esporingio, observar os estratos parietais formados, uma camada de
endotécio, duas camadas médias e o tapete; no interior do 16culo estd célula mae de
micrdsporo. d. Detalhe de um microsporangio mostrando célula mae de micrésporo
com nucleo em divisdo formando uma diade. e. Detalhe de um microsporangio com
estratos parietais formados, notar tapete com células multinucleadas e internamente uma
diade. f. Vista geral da antera, notar tapete com citoplasma denso e no interior do 16culo
tétrade de micrésporos. g. Antera com cristais (setas) no conectivo e endotécio, tapete
com paredes periclinais e anticlinais ausentes e micrésporos individualizados. h. Grao
de pélen com duas células, uma vegetativa e uma generativa. i. Antera em antese com
endotécio espessado (ponta de seta) e grdo de pélen tricolporado. an: antera, ar:
arquesporio, ca: célula mae de micrésporo, ce: camada parietal secunddria externa, cg:
célula: generativa, ci: camada parietal secunddria interna, cv: célula vegetativa, di:
diade, en: endotécio; ep: epiderme; es: estilete, gp: grao de pdlen; pa: papus, pe: pétala,

ta: tapete, te: tétrade.






Figura 2 — Oviério e 6vulo de W. senaeii em secg¢des longitudinais (a, c—d, f—g) e
transversais (b, e). a-b. Vista geral do ovdrio. ¢. Detalhe do tricoma na parede do
ovario, notar que na base é bisseriado. d. Detalhe da parede ovariana, notar cristais
presentes nesta fase (ponta de seta). e. Detalhe do ovario e 6vulo sob luz polarizada.
Notar que nesta fase os cristais ocorrem somente no 6vulo. f. Detalhe do évulo jovem,
evidenciando a regido do funiculo com obturador no inicio da diferenciacao. g. Detalhe
da regido micropilar com obturador maduro, notar que mais de uma camada de células
se tornam diferenciadas. ar: célula arquesporial, ca: carpopddio, ep: epiderme, fu:
funiculo, me: mesofilo, oa: parede ovariana, ob: obturador, ov: 6vulo, ponta de seta:

cristais, tr: tricoma.






Figura 3 — Desenvolvimento do megagametofito de Wunderlichia senaeii em secgdes
longitudinais. a. évulo em estdgio inicial do desenvolvimento, notar uma unica célula
arquesporial subepidérmica. b. Detalhe do nucelo, endotélio e célula-mae de
megasporo. ¢—d. Microsporo funcional, notar os microsporos nao-funcionais em
degeneracdo. e. Formacdo da diade (ponta de seta). f—j. Megagametofito maduro. f.
Detalhe das trés antipodas em disposicdo linear. g. Detalhe mostrando a célula central e
o nucleo de uma das sinérgides (ponta de seta). h. Detalhe destacando o nicleo da
segunda sinérgide (ponta de seta). i. Penetracdo dos dois gametas. j. Notar nicleo da
oosfera. k. Detalhe da primeira célula do endosperma e zigoto. an: antipoda, ca: célula
arquesporial, cc: célula central, ed: endotélio, em: endosperma, ma: célula mae de
megdasporo, mf: micrésporo funcional, ne: gameta, nu: nucelo, 0oo: oosfera, si: sinérgide,

zi: zigoto.






Figura 4 — Cipsela de Wuderlichia senaeii em microscopia eletronica de varredura (b—
d) e em cortes transversais (e, g, i—j, 1) e longitudinais (a, f, h). a. Detalhe da regido do
carpopédio, notar lignificagdo. b. Detalhe do carpopddio simétrico. e. Apice do papus.
d. Base do pépus. e. Fruto jovem e semente, notar feixes coincidentes com as costelas. f.
Pericarpo evidenciando o espessamento da parece periclinal externa do exocarpo, o
consumo de endocarpo e a semente contendo cristais. g. Vista geral do fruto e semente
evidenciando os cotilédones. h. Vista geral o do fruto e semente, notar a radicula e
plimula indiferenciada. i. Regido de costela do fruto maduro e testa semente, notar
detalhe da vascularizacdo com vasos bastante espessados. j. Detalhe do pericarpo, notar
exocarpo espessado, a deposi¢do de fitomelanina no mesocarpo (ponta de seta) e o
endocarpo sendo consumido (ponta de seta). Ainda nessa foto, notar espessamento das
paredes anticlinais externas da exotesta (asterisco). k. Detalhe da semente madura, notar
espessamento da exotesta (asterisco), mesotesta com pequenos espagos intercelulares e
cristais em algumas células (ponta de seta), endotesta sendo consumida, além de
camadas persistentes do endosperma o embrido. ca: carpopddio, co: cotilédone, ea:
exotesta, ed: endosperma, em: embrido, en: endocarpo, eo: endotesta, ex: exocarpo, fv:
feixe vascular, fu: funiculo, mo: mesocarpo, ms: mesotesta, ao: ovdrio, pa: papus, pe:

pericarpo, se. semente, te: testa.
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