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RESUMO

Polygala € o maior género de Polygalaceae, sendo considerado cosmopolita.
Estudos filogenéticos mostram o género separado em “New Word Clade” e “Old
Word Clade”. No “NWC” estado incluidas trés sec¢des, sendo a secdo Timutua (105
espeécies no Brasil) subdividida em 10 séries. Os estudos filogenéticos recentes
mostram que Timutua precisa de ampla revisdo que reconhega apenas grupos
monofiléticos. Entretanto, as séries Ericoideae e Trichospermae foram observadas
formando um unico clado ‘Trichospermae/Ericoideae’, sendo um desafio para nova
classificagdo das séries Timutua. Além disso, as espécies do grupo apresentam
estruturas amareladas distintas nas flores. Estas estruturas sdo amplamente
descritas como ‘glandulas-créceas/amareladas’. No entanto, ndo foi confirmado se
sdo realmente glandulas. Ainda que alguns estudos tenham relatado sobre
desenvolvimento e vascularizacdo floral, as estruturas amareladas nao foram
mencionadas. Nesse contexto, foi estudada a morfologia floral das espécies, sendo
este dividido em capitulos. Capitulo 1: flores de 33 espécies e semente de 30
espécies foram analisadas para identificar caracteres morfolégicos dos clados.
Dados morfolégicos € moleculares de 24 espécies foram usados na analise
filogenética. Desta forma, o clado ‘Trichospermae’ foi reconhecido como
monofilético, sendo formado por quatro clados internos. O clado interno
‘Trichospermae | é bem suportado, sendo identificados como caracteres
diagnosticos a proporgao do unguiculo, cuculo em relagdo a carena e proporgao da
pétala sem adnacdo. Os clados internos ‘Ericoideae | e II' ndao apresentaram
sinapomorfia, mas possuem homoplasias que caracterizam suas espécies. Por fim,
no clado interno ‘Trichospermae II' ndo foram identificados caracteres diagndsticos,
sendo necessario mais estudos que contribuam na sua caracterizagao. Capitulo 2: A
espécie nova P. petrophila foi examinada e descrita. P. petrophila é préxima de P.
rigida por seus caracteres morfolégicos florais, mas pode ser distinguida pelas folhas
e alguns aspectos das pecas florais. P. petrophila tem preferéncia por habitat
rochoso e apresenta estruturas amareladas nas flores comum as outras espécies do
grupo. Capitulo 3: Analises da ‘glandula-crécea’ foram realizadas com duas espécies
do grupo. Amostras florais foram processadas seguindo técnicas usais de
microscopia de luz, fluorescéncia, eletrdbnica de varredura e transmissdo. As
glandulas amareladas presente nas flores de Polygala sdo cavidades que secretam
resina. Nenhuma estrutura que funcione como via de liberacdo da substancia para o
ambiente externo foi observada. A cavidade secretora esta presente antes mesmo
da formagdo do botdo floral. Sendo encontrada nas bracteas, no &apice da
inflorescéncia. O desenvolvimento da cavidade acompanha todo o desenvolvimento
da flor, sendo visivel primeiro nas pecas externas, seguido das pecas internas. O
ovario € a ultima peca a desenvolver a cavidade secretora, que permanece até o
amadurecimento do fruto. A diferenciacdo da cavidade é iniciada por varias divisdes
celulares, seguido por uma formagao esquizogénica com substéncia produzida em
vesiculas. A substancia sintetizada € armazenada no lumen da cavidade. Diante da
estrutura e substancia produzida, acredita-se que sua funcdo seja protecdo da flor
contra herbivoria, além de auxiliar na cicatrizacdo de lesdes. A partir desses
resultados, estudos ecoldégicos que avaliem a interagéo planta-animal em relagéao a
cavidade secretora sao recomendados.

Palavras-chave: cavidade secretora. dados morfologicos. resina. Polygalae.



ABSTRACT

Polygala is the largest genus of Polygalaceae, being considered
cosmopolitan. Phylogenetic studies show the separate genus in "New Word Clade"
and "Old Word Clade." The “NWC” includes three sections, the section Timutua (105
species in Brazil) subdivided into 10 series. Recent phylogenetic studies show that
Timutua needs extensive review that recognizes only monophyletic groups. However,
the Ericoideae and Trichospermae series were observed to form a single clade
'"TrichospermaelEricoideae’, challenging the new classification of the Timutua series.
In addition, the species in the group have distinct yellowish structures in the flowers.
These structures are broadly described as 'croceo/yellowish glands'. However, it has
not been confirmed if they are really glands. Although some studies have reported on
floral development and vascularization, yellowish structures have not been
mentioned. In this context, the floral morphology of the species was studied, divided
into chapters. Chapter 1: Flowers of 33 species and seed of 30 species were
analyzed to identify morphological characters of clades. Morphological and molecular
data from 24 species were used in phylogenetic analysis. Thus, the 'Trichospermae’
clade was recognized as monophyletic, being formed by four internal clades. The
internal clade 'Trichospermae |' is well supported, being identified as diagnostic
characters the proportion of the unguiculo, cuculo in relation to keel and proportion of
the petal without adnation. The internal clades 'Ericoideae | and II' did not present
synapomorphies, but have homoplasies that characterize their species. Finally, in the
internal clade 'Trichospermae |I' no diagnostic characters were identified, and further
studies are needed to contribute to its characterization. Chapter 2: The new species
P. petrophila has been examined and described. P. petrophila is close to P. rigida for
its floral morphological characters but can be distinguished by the leaves and some
aspects of the floral pieces. P. petrophila has a preference for rocky habitat and
presents yellowish structures in flowers common to the other species of the group.
Chapter 3: Analysis of the 'croceo-gland' was performed with two species of the
group. Floral samples were processed following usual light microscopy, fluorescence,
scanning electron, and transmission techniques. The yellowish glands present in
Polygala flowers are cavities that secrete resin. No structure that functions as a route
of release of the substance to the external environment was observed. The secretory
cavity is present even before flower bud formation. Being found in the bracts, at the
inflorescence apex. The development of the cavity follows the entire development of
the flower, being visible first on the outer parts, followed by the inner parts. The ovary
is the last piece to develop the secretory cavity, which remains until the fruit ripens.
Cavity differentiation is initiated by several cell divisions, followed by schizogenic
formation with substance produced in vesicles. The synthesized substance is stored
in the lumen of the cavity. Given the structure and substance produced, it is believed
that its function is protection of the flower against herbivory, as well as assisting in
wound healing. From these results, ecological studies that evaluate the plant-animal
interaction in relation to the secretory cavity are recommended.

Keywords: morphological data. Polygalae. resin. secretory cavity.
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INTRODUGAO GERAL

Polygalaceae Hoffmanns. & Link é uma familia cosmopolita, ausente
apenas nas regides articas e Nova Zelandia (Stevens, 2012). Inicialmente foi
descrita pertencendo a ordem Polygalales (De Candolle, 1824), mas passou
por modificacdes sistematicas desde que foi proposta. Em 1903 foi transferida
para ordem Geraniales, na classificagdo delimitada por Engler (1903). No
sistema APG (1998) foi reclassificada para ordem Fabales, onde permanece
atualmente ao lado de Fabaceae Lindl., Quillajaceae D.Don e Surianaceae Arn.
(APG 1V, 2016).

A familia compreende quatro tribos, das quais trés foram determinadas por
Chodat (1896), Xanthophylleae Baill., Diclidanthereae Reveal, Polygaleae Fr. e
uma por Eriksen (1993), Carpolobieae B.Eriksen. Entre as tribos estdo
distribuidos os 29 géneros e 1.233 espécies pertencentes a Polygalaceae
(Mota et al., 2019; Pastore comm. pess.). Entretanto, a grande maioria das
especies pertence a tribo Polygalae, com 1.099 espécies distribuidas em 21
géneros, representando quase 90% das espécies da familia (Mota et al. 2019;
Pastore, comm. pess.). Por outro lado, o género Polygala (género tipico da
familia e tribo Polygalae) abrange quase metade do total de espécies da familia
com 583 (Pastore, comm. pess.). Atualmente, Polygala compreende apenas
trés subgéneros Polygala, Chodatia Paiva e o subgénero monotipico
Brachytropis (DC.) Chodat. Entretanto, considerando o contexto filogenético
atual, o subgénero Chodatia deve ser desmembrado de Polygala como género
independente, enquanto que o subgénero Brachytropis deve ser sinonimizado
no subgénero Polygala (Pastore et al., 2019). Os outros subgéneros, que foram
reconhecidos por Paiva (1998), exceto o tipico, agora sdo tratados como
géneros independentes (Abbott 2011, Pastore 2012, Pastore & Abbott 2012,
Pastore & Moraes 2013, Abbott & Pastore 2015).

Estudos filogenéticos de Abbott (2009) e Pastore et al. (no prelo) mostram
que o género Polygala esta dividido em dois clados principais bem
sustentados, chamados de ‘Polygala New World Clade’ (NWC) ou ‘Clado do
Novo Mundo’ e ‘Polygala Old World Clade’ (OWC) ou ‘Clado do Velho Mundo’.
Sendo que nas anadlises de Pastore et al. (no prelo) estes dois clados, OWC e

NWC, aparecem como linhagens distintas
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Com 212 espécies, o chamado ‘clado do Novo Mundo’, na verdade tem
uma ocorréncia significativa no continente Africano, com nove espécies
endémicas do continente africano e Madagascar (Pastore, 2018). Neste clado
(NW) estao incluidas trés sec¢bes Clinclinia DC., Timutua DC. e Monninopsis
S.F.Blake (Pastore et al., no prelo). As espécies brasileiras (107 no total) séo
principalmente da sec¢ao Timutua (das 177 espécies), com 105 ocorrendo no
Brasil, (Pastore et al., no prelo), e duas espécies da secao Clinclinia (P.
aspalatha L. e Polygala cyparissias A.St.-Hil. & Moq.) (Pastore, 2018).

Das seg¢des que compreendem Polygala, a secédo Timutua esta
subdividida em 10 séries (Chodat, 1893, Marques 1988). De maneira geral, os
recentes estudos filogenéticos publicados por Pastore et al. (no prelo) mostram
que a delimitacdo das séries em Timutua necessita de ampla revisdo para
reconhecer apenas grupos monofilético. Neste contexto, as séries
historicamente reconhecidas Ericoideae Chodat e Trichospermae Chodat, por
caracteristicas morfolégicas externas (Fig. 1), foram recuperadas formando um
clado bem sustentado. Onde as espécies de Ericoideae formam um clado, no
qual esta imerso o clado Trichospermae (Fig. 2) (Pastore et al., no prelo). Desta
forma, o clado ‘Trichospermae/Ericoideae’ € um desafio para a nova
classificagcado das séries Timutua, para o qual temos a pergunta inicial desta
dissertagcdo: Qual seria a melhor classificacdo taxondbmica deste clado
‘Trichospermae/Ericoideae’, considerando 1) separar este clado em pequenas
unidades taxondbmicas ou 2) reconhecer o} clado inteiro

‘Trichospermae/Ericoideae’ como uma unica entidade taxonémica?
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Figura 1: Espécies das séries Trichospermae (A-B) e Ericoideae (C-D). A) P. adenophora DC.;
P. juncea A. St.-Hil & Moq_.; C) P. bryoides A. St.-Hil & Moq_.; D) P. coriacea A. St.-Hil & Moq.
Foto: H. J. C. Moreira
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Figura 2: Cladograma baseado em sequéncias de DNA das regides plastidiais (matK, rbcL,
trnL-F) combinadas com nuclear (nrITS). Os de probabilidade posterior sdo mostrados acima
dos ramos ou quando 1.0, os ramos sdo mostrados em negrito. Os valores abaixo dos ramos
sdo valores de bootstrap RaxML (esq.), parcimoénia (direita). (Fonte: Pastore et al., no prelo)
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Mesmo com questbes taxonOmicas ndo resolvidas envolvendo as
espécies do género, sdo pontuais os trabalhos que tratam de sua taxonomia.
Sendo principalmente relacionados a descricdo de novas espeécies (Marques &
Pastore, 2006; Eren et al., 2008; Ludtke et al., 2008; Siebert et al., 2010),
estudos floristicos (Ludtke et al., 2013; Pastore & Silveira, 2016) e molecular
para a familia (Persson, 2001). Ainda assim, diversas questbes sobre as
delimitagbes taxonémicas ainda ndo estdo esclarecidas. Sendo as maiores
lacunas envolvendo o género e suas categorias infragenéricas.

Outra questao interessante relacionada as espécies de Polygala sdo as
chamadas ‘glandulas croceas’, as quais sdo eventualmente observadas em
algumas pecas florais e capsulas em diferentes formas e tamanhos. Estas
estruturas ocorrem apenas em Polygala NWC (em alguns clados), sendo
inicialmente descritas por Saint-Hilaire & Moquin (1828) nos estudos classicos
que descreveram as varias espécies brasileiras de Polygalaceae, seus
aspectos biogeograficos e estruturas morfo-anatébmicas. Estruturas secretoras
em folhas (Aguiar-Dias et al.,, 2012) e caule (Aguiar-Dias et al., 2011) séo
descritas para o género, mas em flores nada foi mencionado. Os estudos que
trataram da anatomia e morfologia floral em Polygala, de Milby (1976) e Eriksen
(1993), nao analisaram as glandulas sob qualquer aspecto. Sendo estas
estruturas relatadas e ilustradas apenas em estudos floristicos (Ludtke et al.,
2008; Ludtke et al., 2013, Ferreira et al., 2017) e descrigdes de novas espécies
(Marque & Pastore, 2006; Pastore, 2018). A distribuicdo das glandulas ocorre
principalmente nas sépalas superiores externas, carena e ovario/fruto. A
posicao das glandulas pode variar, ocorrendo na base ou ao longo da peca
floral. Mesmo sendo evidentes as ‘glandulas créceas’ nao tiveram sua
anatomia e natureza do conteudo elucidada, promovendo questionamentos dos
motivos para investir recurso na formacao da estrutura e possivel producao de

substancia.

Nesta dissertacdo foram realizados os seguintes estudos que estao
divididos nos seguintes capitulos:
1) Estudo morfoldgico floral das especies do clado

‘Trichospermae/Ericoideage’;



13

2) Descricdo de uma espécie nova analisada durante o estudo do capitulo
anterior;

3) Estudo anatébmico da estrutura secretora em Polygala longicaulis Kunth
e Polygala moquiniana A.St.-Hil & Moq., clado

‘Trichospermae/Ericoideage’
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CAPITULO I - Diversidade da morfologia floral de Polygala secio Timutua série
Trichospermae e Ericoideae

(A ser submetido a Acta Botanica Brasilica)

RESUMO

Polygala se¢do Timutua (clado do Novo Mundo) estd subdividido, desde 1893 por
Chodat, em diversas séries, dentre estas Ericoideae e Trichospermae. Entretanto,
estudos moleculares recentes, recuperaram membros da série Ericoideae imersas no
clado ‘Trichospermae’ (formado por membros das séries Trichospermae+Ericoideae)
demostrando a necessidade de uma revisao taxondmica para este grupo. Neste contexto,
foi analisada a morfologia floral das espécies de ambas as séries, buscando identificar
caracteres morfologicos que ajudem a delimitar taxonomicamente os clados recuperados
na filogenia. Desta forma, 33 espécies foram dissecadas e fotografadas para comparagdo
das estruturas florais, e analise em MEV da semente de 30 espécies. Dados
morfologicos e moleculares de 24 espécies foram usados na analise filogenética. Como
resultado, as analises recuperaram o clado ‘Trichospermae’ como monofilético, sendo
composto por quatro clados internos. Mesmo com a variagao morfologica, os caracteres
identificam os grupos observados na arvore consenso. O clado interno ‘7richospermae
I’ ¢ bem suportado e identificado com sinapomorfias. O clado interno ‘Ericoideae I € 11’
mesmo nao tendo sinapomorfia, possui homoplasia que caracterizam suas espécies. No
clado interno ‘7richospermae 11’ ndo foram identificados caracteres diagnosticos, sendo
necessario mais estudos que contribuam na sua caracterizacdo. Outros estudos que
ampliem a identificacdo de caracteres diagnosticos para os grupos sao importantes.
Palavras-chave: dados morfologicos, morfologia floral, Polygala, Polygalae,

Polygalaceae
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2.1 INTRODUCAO

O género Polygala L. compreende ca. 583 espécies o que representa quase metade
do total descrito para a familia Polygalaceae (Pastore, comm. pess.), € esta incluido na
tribo Polygalae Fr. O gé€nero ¢ caracterizado pelas flores papilionoides com alas que sao
sépalas petaloides persistentes nos frutos e uma carena cristada (Chodat 1893; Marques
1979; Paiva 1998). Atualmente Polygala tem trés subgéneros, Polygala, Brachytropis
(DC.) Chodat e Chodatia Paiva, esse ultimo provavelmente sera desmembrado de
acordo com o ultimo estudo filogenético (Pastore et al. no prelo). Enquanto que o
subgénero monotipico Brachytropis deve ser sinonimizado no subgénero Polygala
(Pastore ef al. no prelo).

Polygala estd separado filogeneticamente em dois clados, OWC “Old Word
Clade” (Clado do Velho Mundo) e NWC “New Word Clade” (Clado do Novo Mundo)
(Abbott 2009), que sdo apresentados como linhagens distintas por Pastore et al. (no
prelo). O NWC possui 212 espécies, e apesar do nome este clado inclui cerca de nove
espécies Africanas, as quais nunca foram amostradas em estudos filogenéticos (Pastore
et al. 2018). Este clado ¢ integrado pelas secdes Clinclinia DC., Timutua DC. e
Monninopsis S.F.Blake (Pastore et al. no prelo), com espécies que ocorrem
principalmente da América do Norte até a América do Sul. No Brasil sdo encontras 107
espécies, das quais duas sdo da secdo Clinclinia (Pastore 2018) e 105 de Timutua
(Pastore et al. no prelo).

As espécies brasileiras da secdo Timutua foram estudas por Marques (1988), que
forneceu descrigdes morfoldgicas, além de uma chave de identificacdo para as séries.
Poucos estudos posteriores a Marques (1988) abordam aspectos da morfologia desta
secdo. Caracteristicas morfologicas das espécies sdo mencionadas, pontualmente, em
estudos floristicos como o de Liidtke et al. (2013) para o Sul do Brasil e o de Pastore &

Silveira (2016) para a Serra dos Carajas. Dados morfoldgicos também sdo encontrados
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em descrigdes de novas espécies (Marques & Pastore 2006; Liidtke et al. 2008; Pastore
2018).

A se¢do Timutua, reconhecida por apresentar um estilete arqueado com uma
cavidade pré-estigmatica, esta subdividida em 10 séries (Chodat 1893; Marques 1988).
Dentre estas estdo Ericoideae Chodat e Trichospermae Chodat, delimitadas por
caracteristicas morfologicas (Chodat 1893) e que de acordo com a tultima revisdo das
séries (Marques 1988) possuem 16 e 10 espécies, respectivamente. A série
Trichospermae ¢é caracterizada por espécies herbaceas em geral de areas imidas, folhas
com peciolo curto, sementes conicas ou ovais, dotadas ou ndo de apéndices longos ou
curtos e tem como tipo P. trichosperma Jacq. (Chodat 1893; Marques 1988). Em
Ericoideae as espécies sdo robustas, ocasionalmente adaptadas ao fogo apresentando
xilopodio, com folhas sésseis ou subsésseis, sementes oblongo-elipticas com apéndices
bem longos e tem como tipo P. pseudoerica A.St.-Hil & Moq. (Chodat 1893; Marques
1988).

Os estudos moleculares baseados em sequencias de DNA mostram membros das
duas séries Trichospermae e Ericoideae formando um tnico clado (Abbott 2009;
Pastore et al. no prelo). No primeiro estudo molecular a tinica espécie de Ericoideae
amostrada estd no mesmo clado das espécies de Trichospermae (Abbott 2009). A
posteriori, a relagdo entre as duas séries foi confirmada por Pastore ef al. (no prelo) que
com a inclusdo de mais espécies e sequenciamento das regides de plastidios (matK,
rbcL, trnL-F) e nuclear (nrITS), reconheceram membros de Ericoideae e Trichospermae
formando o clado ‘Trichospermae’, sugerindo a necessidade de uma revisdao na
delimitacao das séries.

Anadlises combinadas de dados morfolégicos e moleculares tém sido empregada

em diversos estudos de reconstrug¢do das relagdes filogenéticas (Caddick er al. 2002;
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Davis et al. 2011; Lu et al. 2012). No entanto, a aplicagdo deste tipo de abordagem em
Polygalaceae ainda ¢ incipiente (Abbott 2011; Bello et al. 2012).

O uso da analise combinada das espécies de Polygala poderia estabelecer quais
caracteres morfologicos podem ser utilizados para uma delimitacdo infragenérica
compativel com relagdes filogenéticas do grupo (reconhecimento de apenas grupos
monofiléticos) e, assim, fornecer subsidios para uma revisdo taxonomica das séries em
Timutua. Neste contexto, foram analisadas a morfologia floral das espécies das séries
Trichospermae e Ericoideae buscando identificar possiveis caracteres diagnosticos para

o clado ‘Trichospermae’ e seus clados internos.

2.2 MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 33 espécies de Polygala séries Trichospermae ¢ Ericoideae dos
herbarios CEN, CTBS, HUEFS, R ¢ RB (Thiers et al. 2019) (Tab.1). A espécie P.
cyparissias (se¢ao Clinclinia DC.) foi incluida como grupo externo. As flores foram
hidratadas, dissecadas e fotografadas com auxilio de microscépio estereoscopio com
camera fotografica acoplada e software Toup View.

Na analise de microscopia eletronica de varredura (MEV), sementes de 30
espécies foram desidratadas em série etilica, submetidas ao ponto critico, fixadas em
stubs e metalizadas com ouro. As andlises e fotomicrografias foram feitas com auxilio
de microscopio eletronico de varredura JEOL JSM 6360-LV.

A caracterizacdo morfoldgica das espécies seguiu as terminologias de Chodat
(1893), Marques (1988), Pastore (2013) e Stearn (2004). Os caracteres foram
codificados usando a metodologia de Sereno (2007).

Dados moleculares de regides de plastidio e nuclear foram disponibilizados por
Pastore et al. (no prelo). Na andlise filogenética foram incluidas 24 espécies (in group)

que tinham tanto dados moleculares quanto morfoldgicos. Foi construida uma matriz de
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caracteres morfoldgicos com auxilio do programa Mesquite 3.1 (Maddison & Maddison
2018). A andlise de maxima parcimonia foi realizada utilizando o software PAUP
4.0b10 (Swofford 2003) com valores de suporte estimado por 1.000 repeticdes de
bootstrap. A arvore de consenso-estrito recuperada foi otimizada junto aos dados

morfoldgicos no programa Mesquite 3.1.

2.3 RESULTADOS
2.3.1 Morfologia floral

A morfologia floral de Polygala ¢ constituida por um racemo simples, com bractea
e bractéolas na base do pedicelo (Fig. 1 A-C). As flores contém cinco sépalas, das quais
trés sdo externas com duas superiores € uma inferior e duas internas (Fig. 1 D-F); trés
pétalas, onde uma ¢ modificada em carena (Fig. 1 G, G’), sendo dividida em regides
(crista, cuculo e unguiculo), e as outras duas adnadas ao androceu que contém entre seis
a oito estames (Fig. 1H); o ovério ¢ bilocular, e o estilete ¢ terminado em uma cavidade
pré-estigmatica com um tufo de tricomas no apice (Fig. 11); o fruto em capsula tem
semente pubescente ou glabra (Fig. 1 J-M).

A carena ¢ morfologicamente variavel no comprimento e propor¢do do unguiculo
em relagdo ao cuculo e crista (Fig. 2). Mesmo a carena sendo varidvel as regides sdo
proporcionais em relagdo ao tamanho total na maioria das espécies de Ericoideae (Fig.
2G-¢’), Polygala sp. nov. ‘bringelii’ e P. juncea (Trichospermae) (Fig. 2 A e D). Em P.
coriacea, P. obovata, P. rigida (Ericoideae) (Fig. 2 H, L e a’) e Polygala sp. nov.
‘jataiensis’ (Trichospermae) (Fig. 2 C) o tamanho da crista ¢ maior, e nas espécies de
Trichospermae o unguiculo é¢ maior em relacdo ao comprimento das outras regides. A
quantidade de lobos na crista varia entre 4-14 para as espécies, bem como a forma do

ctculo que tem comprimento maior, menor ou igual a largura.
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As espécies possuem o numero de anteras entre 6-8. A adnacdo do androceu &
pétala nas espécies de Trichospermae € mais que a metade do tamanho total do verticilo
(Fig. 3 B-F, d’-m’), exceto em Polygala sp. nov. ‘bringelii’ (Fig. 3A) e espécies de
Ericoideae em que a adnacdo ¢ até¢ metade do tamanho total do verticilo (Fig. 3 G-¢’).

O gineceu das espécies tem cavidade pré-estigmadtica terminada em um tufo de
tricomas que ¢ pedunculado ou séssil (Fig. 4). O ovario tem o tamanho varidvel para
todas as espécies, bem como a forma, de eliptico a obovado. Entretanto, a propor¢ao do
comprimento maior que largura ¢ quase uniforme (Fig. 4).

Nas sementes o indumento varia entre pubérulo ou piloso, exceto P. saprophytica
Chodat e P. subtilis Kunth que tém sementes glabras (Fig. 5). A semente da maioria das
espécies da série Ericoideae tem um formato homogéneo, em Trichospermae varia entre
sementes triangular, ovado e eliptico. Na superficie das sementes foram observados
tricomas ornamentados (Fig. 6 A-M). A ponta destes tricomas nas espécies varia entre
concava (Fig. 6F) e lobada (Fig. 6H). A maioria das espécies de ambas as séries tem
tricomas eretos, exceto P. apparicioi Brade, P. juncea A.St.-Hil. & Moq. e P. regnelli
Chodat onde a porcao distal do tricoma possui uma curvatura (Fig. 6 I-M). A semente
glabra de P. saprophytica tem ornamentacao na cuticula (Fig. 6 N e O), enquanto que P.

subtilis ndo possui ornamentacao (Fig. 6 P e Q).

2.3.2  Andalise filogenética

Foram analisados 19 caracteres para a constru¢do da matriz morfolégica (Tab 2 e
3) e 3.276 caracteres moleculares. A andlise filogenética reconhece Polygala clado
‘Trichospermae’ como um grupo monofilético fortemente apoiado pelo suporte de
Bootstrap (BP = 100) com quatro clados internos (Fig. 7). Na otimizagdo dos dados
morfoldgicos com a arvore consenso estrito (molecular), o clado ‘Trichospermae’ e seus

clados internos ¢ representado por sete caracteres diagnosticos. Os caracteres presenca
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de glandulas amarelas na sépala superior externa (Caractere (C)= 8, estado de caractere
(E)= 1), presenca de glandulas amarelas na sépala inferior externa (C= 10, E= 1) e
cavidade pré-estigmatica em forma de foice (C= 19, E= 1) sdo indicados como
caracteres diagnosticos do grupo interno representado aqui apenas por espécies do clado
‘Trichospermae’ (Fig. 8). O clado interno ‘Ericoideae I e II’ ¢ representado pelo
caractere diagnostico persisténcia da corola no fruto (C= 11, E= 1) (Fig. 9A). No clado
‘Ericoideae I’ (P. judithea J.F B.Pastore, P. coriacea A.St.-Hil. & Moq., P. bryoides
A.St.-Hil. & Moq., P. pseudoerica A.St.-Hil. & Moq., P. obovata A.St.-Hil. & Moq., P.
stricta A.St.-Hil. & Moq., P. multiceps A.W.Benn.) sdo identificados os caracteres
bréactea, bractéola, sépala superior e inferior externa ciliada (C=4, E=1; C=5,E=1; C=
7, E=1; C= 9, E= 1), que sdo homoplasicos mas caracterizam as espécies deste grupo
(Fig. 9 B-C; 10). O habito com ramo partindo da base (C= 2, E= 0), caule ténue (C= 3,
E= 0) e adnacdo do androceu as pétalas (C= 18, E= 1), mesmo sendo homoplasico
caracteriza as espécies do clado interno ‘Trichospermae 1’ (P. longicaulis Kunth,
Polygala sp. nov. ‘michelliana’ , P. herbiola A.St.-Hil. & Moq., P. pseudovariabilis
Chodat, P. subtilis e P. adenophora DC.) (Fig. 11). Os caracteres carena propor¢ao do
unguiculo (C= 14, E= 0), propor¢ao do ctculo em relacdo a carena (C= 15, E=0) e
propor¢ao da pétala sem adnacao (C= 16, E= 0) sdo sinapomorfico para o clado interno

‘Trichospermae 1’ (Fig. 12).

2.4 DISCUSSAO

A morfologia floral das espécies ¢ informativa quanto aos caracteres identificados.
A comparagdo morfologica entre alguns verticilos florais mostra a variagao no grupo,
mas também indica a relagdo das espécies. Como na propor¢ao do tamanho das regides
da carena, em que podemos inferir que a crista grande relaciona P. rigida com P.

coriacea e P. obovata, as duas ltimas vistas no mesmo clado na filogenia (Pastore et
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al. no prelo). A carena com unguiculo longo e crista pequena, ¢ semente glabra sdo
caracteres comuns a P. subtilis e P. saprophytica o que mostra a relacdo entre as
espécies. Mesmo P. saprophytica nao amostrada na analise filogenética, os caracteres
identificados sugerem que estas sdo espécies irmas. A adnacdo do androceu a pétala
reforca a relagdo entre as espécies de Ericoideae e ¢ um caractere diagndstico dentro
desse grupo. A curvatura no tricoma da semente de P. apparicoi e P. juncea ¢
diagnostico para as espécies, que sdo indicadas como irmas em estudo filogenético
(Pastore et al. no prelo). Polygala regnelli também possui curvatura no tricoma
sugerindo uma relacao filogenética proxima a estas duas espécies.

As andlises morfologicas indicam que a delimitacdo das séries Trichospermae e
Ericoideae, como propostas por Chodat (1893), ndo podem ser facilmente reconhecidas
morfologicamente pela morfologia floral. Por outro lado, sugere que a delimitacdo de
um grupo mais abrangente, como clado ‘Trichospermae’ (= series
Ericoideae+Trichospermae) (Pastore et al. no prelo), apesar da variagdo morfoldgica
interna do grupo, seja uma delimitacdo mais consistente.

A arvore de consenso mostra o clado ‘Trichospermae’ com quatro clados internos.
Grupos internos neste clado foi mencionado em estudo molecular para o género (Pastore
et al. no prelo), mas com uma topologia da arvore consenso diferente do encontrado
aqui. Embora a diferenca na topologia em ambos os estudos, aqui € em Pastore et al. (no
prelo), possuem baixo valor de suporte (bootstrap e probabilidade posterior).

A presenca de glandulas amareladas nas sépalas externas encontrada nas espécies
do clado ‘Trichospermae’ ¢ mencionada desde Chodat (1893), constantemente descrita
nos estudos posteriores ¢ para as espécies novas (Marques 1988; Ludtike ef al. 2008;
Pastore 2013). Esta estrutura ¢ bem evidente nas espécies, mas nunca foi usada para

distinguir os grupos. As glandulas tem reconhecido valor diagndstico, pode ser
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considerado um caractere derivado e tem potencial relevancia morfofuncional para a
flor, esse ultimo serd tratado em outro estudo. A cavidade pré-estigmatica alongada em
forma de foice ¢ indicado como caractere diagndstico para o clado ‘Trichospermae’.
Uma vez que sua morfologia ¢ singular para as espécies desse clado. Outros estudos
mais abrangentes com espécies da se¢do Timutua podem indicar se este caractere
poderia ser utilizado para delimitar o clado ‘Trichospermae’.

A corola persistente no fruto ¢ comum as espécies do clado interno ‘Ericoideae I e
II’, como ja descrito anteriormente (Marques 1988), mas também foi observado em P.
pseudovariabilis e P. subtilis o que pode indicar um paralelismo no caractere. Ainda
assim a persisténcia da corola ¢ importante na identificacdo do clado interno
‘Ericoideae I e II’, sendo indicado como caractere diagnostico deste. A bractea e
bractéolas com margens ciliadas ¢ uma caracteristica presente em todas as espécies de
‘Ericoideae I’, mesmo ocorrendo em algumas espécies fora do clado tem valor
diagnostico para este grupo. As margens ciliadas também estdo presentes nos verticilos
florais, podendo ser encontrado nas sépalas superior e inferior externa. As espécies de
‘Ericoideae I’ possuem esse caractere, que também ¢é encontrado em trés espécies fora
do clado, podendo indicar paralelismo no caractere. Mesmo nao sendo exclusivo de um
unico grupo, caracteres homopldsicos sdo importantes e tem valor diagndstico nas
espécies do grupo em que ocorre.

Membros do clado ‘Trichospermae I’ possuem ramo monopodial na base, como
visto também em P. pseudoerica ¢ P. sellowiana (clado ‘Ericoideae’), assim este ¢
considerado aqui um caractere homoplésico. O caule ténue ¢ caracteristico dos membros
do clado ‘Trichospermae 1’, apesar de ocorrer eventualmente em membros de outros
clados internos de ‘Trichospermae’. Ter mais de metade da extensdo do androceu

adnado a pétala também caracteriza membros do clado ‘Trichospermae 1’, entretanto,
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ndo € um caracter exclusivo, pois ocorre também em quatro espécies do clado
‘Trichospermae 1I’. Além disso, membros do clado ‘Trichospermae I’ tém como
sinapomorfia a carena regido do unguiculo maior que a crista e cticulo, unguiculo longo
superando outras duas regides da carena, enquanto que metade ou menos da pétala ¢é
livre (sem adnagdo), este ultimo considerado também um caractere diagndstico. A
morfologia deste verticilo neste clado interno também ¢ similar, sendo importante e
indicando a proximidade destas espécies. A propor¢ao do cticulo menor ou igual Y4 em
relacdo a carena caracteriza o clado interno ‘Trichospermae I’, exceto a espécie P.
subtilis onde a propor¢do do ctculo-carena ¢ ligeiramente maior, o que poderia ser
explicado pelas flores e cristas muito reduzidas na espécie, excepcionalmente pequenas
para membros do clado ‘Trichospermae’.

A amostragem da secdo Timutua neste estudo foi insuficiente para avaliar se o
clado ‘Trichospermae’, como entidade taxondmica, seria morfologicamente
reconhecivel em comparacdo as outras séries de Timutua. Assim a solugdo taxondmica
de uma série ampla (Ericoideae 1, Ericoideae 11 + Trichopermae 1 + Trichopermae 11)
nao sera aqui discutida.

A sugestdo de reconhecer os membros de Trichospermae em duas séries
independentes ¢ suportado pelo facil reconhecimento do clado interno ‘7Trichospermae
I’, o qual ¢ reconhecivel por mais de um caractere diagndstico, dentre os quais a
morfologia do unguiculo alongado. Além disso, o clado interno ‘Ericoideae I e II,
mesmo nao sendo identificado sinapomorfia, possui o caractere homoplasico corola
persistente no fruto que relaciona suas espécies. Ter a margem ciliada nas sépalas e
bracteas ¢ comum em membros de ‘Ericoideae I’. Por outro lado, caracteristicas que
identifiquem apenas o clado interno ‘7Trichospermae 1I' e ‘Ericoideae II’ ndo foram

encontradas. A delimitagdo da série Ericoideae (Ericoideae 1 + Ericoideae 1) como
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independente seria uma solucao plausivel, pois a série pode ser monofilética. Além de
poder ser caracterizada morfologicamente e reconhecivel. Entretanto, o clado
‘Trichospermae 1I’, ndo pode ser facilmente identificado e caracterizado.

Desta forma, apesar dos estudos morfologicos ndo foi possivel sugerir uma
redelimitagdo taxonOmica para o grupo. A inclusdo de drgdos vegetativos e caracteres
anatomicos e polinicos poderiam auxiliar na delimitacdo taxonomica do clado

‘Trichospermae’ e, eventualmente, dos seus clados internos.
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Figura 1. Morfologia geral da flor de Polygala. A-M) P. bryoides. A) Inflorescéncia; B, B”) Bractea,
bractéola; C) Flor; D) Sépalas superiores externas; E)Sépala inferior externa; F) Sépala interna; G, G’)
Carena, crista da carena; H) Estames (adnado as pétalas); 1) Gineceu; J) Fruto persistente no calice; L)
Cépsula; M) Semente. Escala Imm
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Figura 2. Morfologia da carena das espécies de Polygala série Trichospermae (A-F, d’-m’) e Ericoideae
(G-¢’). A) Polygala sp. nov. ‘bringelii’, B) P. trichosperma, C) Polygala sp. nov. fataiensis’, D) P.
juncea, E) P. apparicioi, F) P. sanariapoana, G) P.judithea, H) P. coriacea, 1) P. bryoides, J) P.
pseudoerica, L) P. obovata, M) P. stricta, N) P. multiceps, O) P. paradisiaca, P) P. grazielae, Q) P.
lycopodioides, R) Polygala sp. nov.1, S) P. altomontana, T) P. franchetii, U) P. moquiniana, V) P.
sellowiana, X) P. cneorum, Z) P. regnelli, a’) P. rigida, b”) Polygala sp. nov.2, ¢’) P. subverticillata, d’)
P. adenophora, ¢’) P. longicaulis, ) Polygala sp. nov. ‘michelliana’, g’) P. herbiola, h’) P.
pseudovariabilis, 1’) P. subtilis, j’) P. saprophytica, 1) P. savannarum, m’) P. pseudosavannarum. Escala
Imm, 2mm (i’)
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Figura 3. Morfologia do androceu das espécies de Polygala série Trichospermae (A-F, d’-m’) e
Ericoideae (G-¢’). A) Polygala sp. nov. ‘bringelii’, B) P. trichosperma, C) Polygala sp. nov. fataiensis’,
D) P. juncea, E) P. apparicioi, F) P. sanariapoana, G) P.judithea, H) P. coriacea, 1) P. bryoides, J) P.
pseudoerica, L) P. obovata, M) P. stricta, N) P. multiceps, O) P. paradisiaca, P) P. grazielae, Q) P.
lycopodioides, R) Polygala sp. nov.l, S) P. altomontana, T) P. franchetii, U) P. moquiniana, V) P.
sellowiana, X) P. cneorum, Z) P. regnelli, a’) P. rigida, b”) Polygala sp. nov.2, ¢’) P. subverticillata, d”)
P. adenophora, €’) P. longicaulis, ) Polygala sp. nov. ‘michelliana’, g’) P. herbiola, h’) P.
pseudovariabilis, ") P. subtilis, j’) P. saprophytica, 1) P. savannarum, m’) P. pseudosavannarum. Escala

Imm
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Figura 4. Morfologia do gineceu das espécies de Polygala série Trichospermae (A-F, ¢’-1) e Ericoideae
(G-b’). A) Polygala sp. nov. ‘bringelii’, B) P. trichosperma, C) Polygala sp. nov. ‘jataiensis’, D) P.
juncea, E) P. apparicioi, F) P. sanariapoana, G) P.judithea, H) P. coriacea, 1) P. bryoides, J) P.
pseudoerica, L) P. obovata, M) P. stricta, N) P. multiceps, O) P. paradisiaca, P) P. grazielae, Q) P.
lycopodioides, R) Polygala sp. nov.l, S) P. altomontana, T) P. franchetii, U) P. moquiniana, V) P.
sellowiana, X) P. cneorum, Z) P. regnelli, a’) P. rigida, b’) P. subverticillata, ¢’) P. adenophora, d’) P.
longicaulis, €’) Polygala sp. nov. ‘michelliana’, ) P. herbiola, g’) P. pseudovariabilis, h’) P. subtilis, 1°)
P. saprophytica, j’) P. savannarum, 1’) P. pseudosavannarum. Escala Imm
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Figura 5. Morfologia da semente das espécies de Polygala série Trichospermae (A-F, X-g’) e Ericoideae
(G-V). A) Polygala sp. nov. ‘bringelii’, B) P. trichosperma, C) Polygala sp. nov. fataiensis’, D) P.
juncea, E) P. apparicioi, ¥) P. sanariapoana, G) P judithea, H) P. coriacea, 1) P. bryoides, J) P.
pseudoerica, L) P. stricta, M) P. multiceps, N) P. paradisiaca, O) P. lycopodioides, P) P. altomontana,
Q) P. franchetii, R) P. moquiniana, S) P. cneorum,T) P. rigida,U) Polygala sp. nov.2, V) P.
subverticillata,X) P. adenophora, Z) P. longicaulis, a’) Polygala sp. nov. ‘michelliana’, b) P. herbiola,
¢’) P. pseudovariabilis, d’) P. subtilis, €’) P. saprophytica,’) P. savannarum, g’) P. pseudosavannarum.

Escala Imm, 2mm (d’)
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(N) —|® ;- & e (D)

Figura 6. Microscopia Eletronica de Varredura da semente. A e B) P. altomontana, C e D) P. bryoides, E
e F) P. pseudovariabilis, G e H) P. rigida, 1 e J) P. apparicioi, L e M) P. regnelli, N e O) P. saprophytica,
P e Q) P. subtilis, Escala 500um (A, C, E, G, I, L, N e P), S0um (B, D, F, H, J, M, O ¢ Q), 10um
(detalhe), 200um (N e P)
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Polygala cyparissias A.St.-Hil. & Mog.
Polygala bringelii J.F.B.Pastore
Polygala trichosperma Jacq. Abbott19609
Polygala trichosperma Jacq. Harley55591
Polygala trichosperma Jacg. Harley15604 .
Polygala jataiensis J.F.B.Pastore TnChOSp ermae II
Polygala juncea A.St.-Hil. & Moq.

Polygala apparicioi Brade Batista1736

Polygala apparicioi Brade Pastore5036

Polygala judithea J.F.B.Pastore

Polygala coriacea A.St.-Hil. & Mog.

Polygala bryoides A.St.-Hil. & Mog. Bringel904
Polygala pseudoerica A.St.-Hil. & Mog. Queiroz7611
Polygala obovata A.St.-Hil. & Moq.

Polygala stricta A.St.-Hil. & Moq.

Polygala muiticeps A.W.Benn.

Polygala sp. nov. Pastore2138 . .
Polygala altomontana Liidtke & Miotto EnCO[deae I c II
Polygala franchetii Chodat

Polygala sp. nov. Pastore1082

Polygala sp. nov. Bringel§19

Polygala moquiniana A.St.-Hil. & Moq.

Polygala sellowiana A.St-Hil. & Mog. Pastore5152
Polygala sellowiana A.St.-Hil. & Moq. Pastore5157
Polygala longicaulis Kunth Pastore5042A
Polygala longicaulis Kunth Pastore3934

Polygala longicaluis Kunth Abbott19606

Polygala longicaulis Kunth Pastore5087

Polygala michelliana J.F.B.Pastore Pastore1808
Polygala herbiola A.St.-Hil. & Moq. Bringel673
Polygala herbiola A.St.-Hil. & Mog. Pastore3964
Polygala pseudovariabilis Chodat Tr iChOSpeI’ mae I
Polygala subtilis Kunth Pastore3240

Polygala subtilis Kunth Pastore1830

Polygala subtilis Kunth Pastore1920

Polygala adenophora DC. PereiraSilvad741

Polygala adenophora DC. Abbott19607

Polygala adenophora DC. Bringel878

Figura 7. Filogenia do clado Trichospermae (séries Trichospermae + Ericoideae). Dados abaixo dos
ramos sdo suporte de bootstrap parcimonia. As séries sao indicadas na frente dos clados.
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Figura 8. Otimizagdo dos estados de caracteres na arvore de consenso estrito. A seta aponta no ramo o

B) presenca de glandulas amarelas na sépala inferior externa (caractere 10), C) cavidade pré-estigmatica

clado ‘Trichospermae’. A) presenca de glandulas amarelas nas sépalas superiores externas (caractere 8),
em forma de foice (caractere 19).
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Figura 9. Otimizagao dos estados de caracteres na arvore de consenso estrito. A seta aponta no ramo os
clados internos. A) corola, persisténcia no fruto (caractere 11), B) bractea, bordo ciliado (caractere 4), C)
bractedla, bordo ciliado (caractere 5).
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Figura 10. Otimizagao dos estados de caracteres na arvore de consenso estrito. A seta aponta no ramo os

clados internos. A) sépala superior externa, bordo ciliado (caractere 7), B) sépala inferior externa, bordo
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Figura 11. Otimizagdo dos estados de caracteres na arvore de consenso estrito. A seta aponta no ramo os
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Figura 12. Otimizagao dos estados de caracteres na arvore de consenso estrito. A seta aponta no ramo os

clados internos. A) carena, propor¢ao do unguiculo (caractere 14), B) propor¢ao do cuculo em relacdo a

carena (caractere 15), C) proporc¢do da pétala sem adnacdo (caractere 16).
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Tabela 1. Lista de espécies de Polygala estudadas com as informagdes da série e voucher.

Espécies Série Voucher
Polygala cyparissias A. St.-Hil & Australes S.S. Flaviano 17 — UPCB 93991
Mog.
P. adenophora DC. Trichospermae ~ N.F.O. Motta et al. 3222 — CTBS 3413
G. Pereira-Silva 14709 — CEN 99928
P. altomontana Ludtke, Boldrini & Ericoideae J.F.B. Pastore et al. 5057 — CTBS 499
Miotto
P. apparicioi Brade Trichospermae  J.F.B. Pastore 5036 — CTBS 657
P. bryoides A. St.-Hil & Moq. Ericoideae G. Hatschbach et al. 66336 — CTBS 2585
M.A. Farinaccio et al. 96 — CTBS 627
L. Menini-Neto et al. 877 — CTBS 1474
D.S. Santiago et al. 180 — CTBS 1476
P. cneorum A. St.-Hil & Moq. Ericoideae R. Mello-Silva et al. 4056 — CTBS 3703
P. coriacea A. St.-Hil & Moq. Ericoideae H. Moreira 2012 — CTBS 1182
B.M.T. Walter 4640 — CEN 40371
G. Pereira-Silva 16854 — CEN 101575
R. Romero 2951 — CEN 49285
R. Romero 1515 — CEN 49281
G. Pereira-Silva 5613 — CEN 43900
P. franchetii Chodat Ericoideae J.F.B. Pastore 1215 — CEN 56059
J.B.A. Bringel 260 — CEN 63361
P. grazielae Marques Ericoideae E. Barbosa et al. 2039 — CTBS 2487
P. herbiola A. St.-Hil & Moq. Trichospermae  R. Romero 4239 — CEN 49257
J.AN. Batista 1569 — CEN 62134
J.F.B. Pastore 998 — CEN 54719
P. judithea J. F. B. Pastore Ericoideae G. Hatschbach et al. 36334 — CTBS 2517
P. juncea A. St.-Hil & Moq. Trichospermae ~ R.L. Volpi et al. 404 — CTBS 1918
R. Romero 4598 — CEN 49312
P. longicaulis Kunth Trichospermae  J.F.B. Pastore 5087 — CTBS 374
J.F.B. Pastore et al. 5529 — CTBS 4139
P. lycopodioides Chodat Ericoideae J.F.B. Pastore et al. 5236 — CTBS 3210
B.R. Martins et al. 14 — CTBS 3135
P. moquiniana A. St.-Hil & Moq. Ericoideae J. Cordeiro 2983 — CTBS 2633
J.F.B. Pastore et al. 5290 — CTBS 2679
P. multiceps Mart. Ex A. W. Benn Ericoideae G. Hatschbach et al. 66431 — CTBS 2584
J.E.Q. Faria 5940 — CTBS 2752
M.C.M. Marques 437 — RB 401325
P. obovata A. St.-Hil & Mogq. Ericoideae A. Schinini 7317 — RB 169788
P. pseudoerica A. St.-Hil & Moq. Ericoideae J.F.B. Pastore et al. 4100 — CTBS 3107
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P. pseudovariabilis Chodat Trichospermae  R.C. Forzza 8577 — RB 647066
A. Amaral-Santos 2379 — CEN 55285
J.F.B. Pastore 2491 — CEN 69289

P. regnellii Chodat Ericoideae 53259 R
53224 R

P. rigida A. St.-Hil & Mogq. Ericoideae N.M. Castro et al. 208 — CTBS 1696
D.I. Junqueira et al. 588 — CTBS 1278

P. sanariapoana Steyerm. Trichospermae A. Groger 812 — RB 370333

P. saprophytica Chodat ex Grondona Trichospermae ~ B.M.T. Walter 3066 — RB 436040

P. savannarum Chodat Trichospermae  A. Groger 923 — RB 370334

P. sellowiana A. St.-Hil & Moq. Ericoideae J.M. Silva et al. 7368 — CTBS 2499
J. Cordeiro 2144 — RB 469814

P. stricta A. St.-Hil & Moq. Ericoideae J.F.B. Pastore 4089 — CTBS 3094

P. subtilis Kunth Trichospermae A.A.A. Barbosa 3242 — CTBS 1785

P. subverticillata Chodat Ericoideae E. Barbosa et al. 319 — CTBS 2545

P. trichosperma Jacq. Trichospermae A.A. Roque et al. 1552 — CTBS 1515

G. Hatschbach et al. 67904 — CTBS 2561
G. Martinelli 18132 — RB 584102

Espécies inéditas

Polygala sp. nov. ‘bringelii’ J.M. Silva et al. 6869 — CTBS 2533
Polygala sp. nov. jataiensis’ J.F.B. Pastore 2349 — HUEFS 129750
Polygala sp. nov. ‘michelliana’ J.F.B. Pastore et al. 5562 — CTBS 4171

B.M.T. Walter 675 — CEN 13518
J.F.B. Pastore 1808 — CEN 64881

Polygala sp. nov. 1 J.F.B. Pastore et al. 4061 — CTBS 3097
L.M. Borges et al. 739 — CTBS 3721
Polygala sp. nov. 2 G. Hatschbach et al. 73612 — CTBS 2498

Tabela 2. Lista de caracteres morfoldgicos e seus estados das espécies de Polygala.

1. Habito: (0) ereto, (1) decumbente

2. Habito, ramos partindo da base: (0) monopodial, (1) simpodial

3. Caule: (0) tenue, (1) lignificado

4. Bractea, bordo ciliado: (0) ausente, (1) presente

5. Bracteola, bordo ciliado: (0) ausente, (1) presente

6. Pedicelo, propor¢do do comprimento: (0) até 1/3 o tamanho da flor, (1) mais que 1/3 o tamanho da
flor

7. Flor, sépala superior externa, bordo ciliado: (0) ausente, (1) presente

8. Flor, sépala superior externa, glandulas amareladas: (0) ausente, (1) presente

9. Flor, sépala inferior externa, bordo ciliado: (0) ausente, (1) presente



10. Flor, sépala inferior externa, glandulas amareladas: (0) ausente, (1) presente

11. Flor, corola, persisténcia no fruto: (0) caduca, (1) persistente
12. Flor, carena, forma do cuculo: (0) comprimento > largura, (1) comprimento < largura

13. Flor, carena, proporcao da crista em relacdo ao ctculo: (0) crista > cuculo, (1) crista < cuculo

14. Flor, carena, propor¢do do unguiculo: (0) unguiculo > crista e cuculo, (1) unguiculo < crista e

cuculo
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15. Flor, carena, propor¢ao do cticulo em relagdo a carena: (0) cuculo < % da carena, (1) ciiculo > Y4 da

carena

16. Flor, pétala, propor¢ao da regido livre sem adnagao: (0) > 50% livre, (1) <50% livre

17. Flor, pétala, face interna ciliada: (0) ausente, (1) presente

18. Flor, androceu: (0) > 50% adnado a pétala, (1) < 50% adnado a pétala

19. Flor, gineceu, cavidade pré-estigmatica forma de foice: (0) ausente, (1) presente

Tabela 3. Matriz de caracteres morfoldgicos floral de Polygala usado na otimizacdo

com a arvore consenso estrito.

g:‘;gz‘t‘zé 1 2 3 4 5 6 7 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
P. cyparissias 0&1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0
P. bringelii 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 1 1 0 0 1
P. trichosperma 0 0&1 0&1 O 0 0 0 0 1 0 0&1 0 1 1 1 0 0&1 1
P. jataiensis 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 1 1 1 0 1 1
P. juncea 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0&1 1 1 1 0 0&l1 1
P. apparicioi 0 1 0 1 1 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1 0 1 1
P. judithea 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 0 1
P. coriacea 0 1 1 1 1 0&1 1 1 1 1 0 0&1 1 1 1 0 0 1
P. bryoides 0&1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 0 1
P. pseudoerica 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 0 1
P. obovata 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 0 0 1
P. stricta 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 0 1
P. multiceps 1 1 1 0&1 0&1 1 0&1 0 1 1 0&1 1 1 1 1 0 0 1
P. altomontana 1 1 1 0 0 1 0 0 1 1 0 0 1 1 1 0 0 1
P. sellowiana 0 0 1 0 0 1 0 0 1 1 0&1 0&1 1 1 1 0 0 1
P. moquiniana 1 1 1 0 0 1 0 0 1 1 1 0 1 1 I 0 0 1
Polygala sp.
nov. 1 0 1 1 0&1 0&1 0&1 0&l1 0&1 1 1 0 0 1 1 1 0 0 1
P. franchetii 0 1 1 1 ? 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 0 1
P. longicaulis 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1
;;eudovariabilis 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0O 0 0 0 1 1
P. subtilis 0 0 0 0 ? 0 0 0 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1
P. herbiola 0 0 0 0&l 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1
P. michelliana 0 0 0 0&1 O 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1
P. adenophora 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 o0 1 1
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CAPITULO II - Polygala petrophila (Polygalaceae: subg. Polygala: ser. Ericoideae),
a new species of Polygala from Minas Gerais, Brazil
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PASTORE ET AL.: A NEW SPECIES OF POLYGALA FROM MINAS GERALIS,
BRAZIL

Abstract— Polygala petrophila, a new species from the Brazilian savanna of Serra da
Moeda, Minas Gerais, is here described. The diagnostic characters distinguishing the
new species from its closest relatives are described and discussed. Its conservation
status, distribution map, illustrations, including photos of details of the floral parts and
their comparison with those of the allied species, are provided.

Keywords—Brazilian flora, Campo rupestre, Cerrado, Ericoideae, Taxonomy
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Introduction

Polygala L. (Polygalaceae), the most numerous genus in the family, with ca. 580
species (Pastore, 2018) of herbs to subshrubs, is represented in Brazil by 107 species (of
the sections Clinclinia DC. and Timutua DC.), occurring in all of its biomes, but mostly
in the savanna regions. Most species of Polygala in Brazil belong to the section
Timutua, which is divided in a number of series. Members of the series Eriocoideae,
closely related to ser. Trichospermae (Pastore et al., in press), are characterized by short
racemes, small yellow spots on the floral parts, an often elongated style, and xylopodia
(Marques, 1988). Here we present a new species of Polygala sect. Timutua ser.
Ericoideae. The new species is described and illustrated by photos, including those of

details of the floral parts and their comparison with the allied species.

Polygala L. sect. Timutua DC. ser. Ericoideae Chodat
The series Ericoideae consists of 17 species, all endemic to Brazil, except P. obovata
A.St.-Hil. & Moq. and P. regnellii Chodat also found in Paraguay and Bolivia,

respectively. They occur in rocky to savanic vegetation, often adapted to seasonal fires.

TAXONOMIC TREATMENT
Polygala petrophila J.F .B.Pastore, sp. nov. TYPE. Brazil, Minas Gerais, Brumadinho,

Fazenda Cachoeira, 20°05'49"S, 44°01'19"W, 1158 m alt., 29 Jan. 2018, Paiva, J.A.M.,

Souza, J.A.M. & Silva, S.H.A. 1632 (holotype: CTBS[3948]!, isotype BHCB!).

Erect subshrub 20-35 cm tall, roots rigid, few to many stems arising from the base,
branching from the base, with few branched at the apex, cylindrical, striated, densely
puberulous, trichomes short-clavate, stems green, without yellowish glands forming
spots. Leaves all alternate, subsessile, chartaceous, lamina (8-)11-14 x (0.8-)1.1-1.9

mm, linear to linear-elliptical, apex acute, margin revolute, base acute, densely covered
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by short glandular trichomes. Racemes congested 0.8—1.2 X 0.9 —1.1 c¢m, 4.5 cm with
fruits fallen; bracts ca. 1 x 0.7 mm, lanceolate, apex acute, ciliate, trichomes glandular,
with one or two yellowish spots at the base, deciduous before opening of flowers, ca.
1.1 times longer than bracteoles; bracteoles lanceolate, ciliate, trichomes glandular;
pedicel 3.3-3.4 mm, puberulous, trichomes glandular. Flowers yellowish, 4.4-5.1 mm
long (without pedicel); outer sepals ciliate, trichomes glandular, with yellow spots along
the central vein; lower outer sepals 1.7-1.8 x 0.8 mm, ovate, apex acute; upper outer
sepals 2.2 x 1.1 mm, elliptic, apex acute; inner sepals (wings) 3.6 x 1.7 mm, elliptic,
apex acute, margins sparsely ciliate at base, longer than mature fruits, with yellow spots
along the central vein; lateral petals 3.1 x 1 mm, with one yellow spot; keel ca. 3.4-3.6
mm long, cristate, with yellow spots around the dorsal central vein, persistent in mature
fruits; crest 4—6-lobed; central lobes ca. 1 mm, not lobed to apex; style ca. 1 mm,
inclined, terminated by an oblique cymbiform pre-stigmatic cavity, posterior extremity
with a conspicuously crested appendage with abundant trichomes and an anterior
globose stigma. Capsules 3.2 x 1.7-1.8 mm, sub-elliptical, with several yellow spots
close to the central nerve, style caducous in fruit; seeds c. 2.1-2.2 X 0.8 mm, subconical,
pubescent, trichomes 0.3 mm, with caruncular appendages 1 %< 0.3 mm to ca. 1/3 of the

seed length. (Figs 1-2)

Additional Specimens Examined— Brazil. Minas Gerais, Brumadinho, Serra da
calcada, Retiro das Pedras. -20.093056 S -43.983611 W, 1400m, 11 Oct. 2001, Viana,
P.L. 304 (BHCB); Serra da Moeda, 20°06°54”S 43°59°29”W, 1417m alt., 07 Nov.
2107, Souza, JA.M., Correia, D.R. & Silva, S.H.A. 144 (BHCB); Serra da Moeda, 20

Feb. 1990, Porto-Paula, L.M. & Grandi, T.S.M. 8§86 (BHZB, CTBS);
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Diagnosis — Polygala petrophila by its the yellowish flowers in short racemes and
linear leaves resembles P. rigida. However, it may be easily distinguished by the
chartaceous (vs. leather-like in P. rigida) leaves, flower parts generally smaller and
distinct (see Fig. 3), bracts little longer than bracteoles (vs. more than twice longer in P.
rigida), internal sepals with a number of yellow spots close to the central nerve (vs.
without yellow spots in P. rigida), base of the style almost 'z of its length (vs. very short
base, less than 1/5 of the style length in P. rigida), keel with a few yellow spots close to
the central vein (dorsally) and short crest lobes, the central lobe ca. 1 mm long (vs. keel
with several yellow spots close to the central vein (dorsally) and long crest lobes, the

central lobe ca. 2 long in P. rigida).

Distribution and habitat—The new species was collected on Serra da Moeda in the
municipality of Brumadinho, Minas Gerais, near the Casa Branca District in the western
part of Brumadinho, close to the municipality of Nova Lima (Map 1). Polygala

petrophila occur in the campo rupestre vegetation, on sandy soils.

Conservation status—With the EOO of 4 km? and the AOO of 12 km?, the IUCN
assessment according to the criteria B: B1 and B2 a, b(iii) is Critically Endangered
(CR). The only known specimens were collected within or near the area of Serra da
Moeda. Two of these specimens were collected in legal reserve area. Polygala
petrophila also falls within the criterion b-1II of the [IUCN (2014), as the region suffers

from mining activity disturbances and from urban sprawl.

Etymology —The epithet of Polygala petrophila refers to its preference for rocky

habitat.
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FIGURE 1. Polygala petrophila J.F.B.Pastore: A raceme; B bract; C and C’ bracteoles; D two superior
outer sepals; E inferior outer sepal; F one of the two inner sepals (wings); G and G’ keel; H opened crest;
I and I’ androecium and lateral petals; J gynoecium; K fruiting calyx; L capsule; M and M’ seed [scale
bar = lmm]. All from Paiva et al. 1632 (CTBS). Photos by J. Floriano B. Pastore.
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g\ - - W

FIGURE 2. Polygala ptrophila J.F.B.Pastore: A flowers and racemes; C—D plant and habitat. Photos A—
C by Souza et al. 144 (CTBS); D by Paiva et al. 1632 (CTBS).



FIGURE 3. Comparison of floral details of P. petrophila J.F.B.Pastore and P. rigida A.St.-Hil. & Moq.:
A and A’ bract; B and B’ bracteole; C and C’ two superior outer sepals; D and D’ inferior outer sepal; E
and E’ one of the two inner sepals (wings); F and F’ keel; G and G’ opened crest; H and H” androecium
and lateral petals; I and I’ gynoecium A—I P. petrophila (Paiva et al. 1632, CTBS); A’-1’ Polygala rigida
(Oliveira et al. 6161 CTBS); [scale bar = Imm)]. Photos by J. Floriano B. Pastore.




Distrito Federal

Minas Gerais

Sao Paulo

MAP 1. Distribution map of Polygala petrophila J.F.B.Pastore.
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CAPITULO III — Estrutura e secreciio das ‘glandulas créceas’ em Polygala
(Polygalaceae)

(A ser submetido a Acta Botanica Brasilica)

RESUMO

Polygala ¢ o maior género de Polygalaceae, cuja algumas espécies apresentam uma
estrutura amarelada nas pegas florais, descritas como ‘glandula crocea’, ainda que nao
se saiba se sdo glandulas. Os estudos morfologicos florais sdo insipientes € nao
investigaram tais estruturas. Assim, flores foram processadas para microscopia de luz,
fluorescéncia, eletronica de varredura e transmissao e aplicacao de testes histoquimicos.
A cavidade secretora € visivel nas bracteas (dpice da inflorescéncia) antes da formagao
do botao floral. O desenvolvimento floral é acompanhado da diferenciagdo da cavidade,
sendo visivel primeiro nas pecas externas, seguido das pegas internas. A ultima peca a
desenvolver a cavidade é o ovario. A diferenciacdo da cavidade ¢ iniciada por divisdes
celulares, seguido por uma formacdo esquizogénica. Nesse estagio as células da
cavidade tém citoplasma denso com muitas organelas envolvidas na sintese de
substancia. Esta ¢ produzida em vesiculas, sendo secretada e armazenada no lumen da
cavidade. Nao foi observado nenhuma abertura para exsudacdo da substancia. As
cavidades nas flores de Polygala sdo secretoras de resina. A cavidade resinifera
possivelmente atua na protecdo da flor contra herbivoria e auxilia na cicatrizagdo de
lesdes. Desta forma, estudos ecologicos que avaliem a interagdo planta-animal-planta

em relagdo a estrutura glandular é recomendado.

Palavras-chave: cavidade secretora, histoquimica, flor, Polygala, resina
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4.1 INTRODUCAO

Polygala L., (ca. 583 spp.) € o maior género de Polygalaceae com cerca de 50%
das espécies, distribuidas em todos os continentes, exceto em algumas regides aridas
e/ou gélidas do mundo (Abbott 2009; Pastore comm. pess.). No Brasil, Polygala esta
representada em todos os biomas, sendo mais comum em campo de afloramentos
rochosos de grandes altitudes (Flora do Brasil 2019). O género ¢ reconhecido pelo
seguinte conjunto de caracteres: racemo simples, flores papiliondides com carena
cristada e sépalas persistentes no fruto (Pastore & Silveira 2016).

No Novo Mundo, Polygala ¢ representada por um grande numero de espécies
(ca. 200 espécies) que foram agrupadas em se¢des e séries (ver Chodat 1893; Marques
1988). Algumas espécies do Novo Mundo (de diferentes séries da se¢do Timutua DC.)
possuem uma estrutura amarelada distinta, presente nas pegas florais, frutos e, as vezes,
nas estruturas vegetativas (Liidtke er al. 2013; Pastore 2018). Essas estruturas foram
descritas precocemente por Saint-Hilaire & Moquin (1828), que mencionou estruturas
arredondadas e amareladas como glandulas em algumas espécies brasileiras de
Polygala. Posteriormente, Chodat (1893), na tinica monografia completa do género,
descreveu essas estruturas como '‘croceo-maculata' ou 'glandulosae'’. Desde entdo, essas
estruturas amareladas tém sido descritas como 'glandulas crdécea/amareladas' ou "pontos
amarelados' (ver Marques 1988; Marque & Pastore 2006; Pastore 2018; Liidtke et al.
2008; Ferreira et al. 2017). Apesar de ser amplamente descrita ndo se sabe se a estrutura
¢ realmente uma glandula.

Os estudos morfoldgicos florais do género ainda estdo restritos as informacdes
de nove espécies sobre o desenvolvimento e vascularizacao floral para a compreensao
taxonomica do grupo (Milby 1976; Eriksen 1993; Prenner 2004). As estruturas

denominadas "croceo-maculata" citadas por Chodat (1893) sdo ilustradas nas secc¢des
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dos verticilos florais por Milby (1976), mas ndo ha mengdo sobre isso ao longo deste
estudo.

Estruturas glandulares sdo externas ou internas, formadas por um tecido secretor,
sendo classificado de acordo com a substancia sintetizada (Fahn 1988). A substancia
sintetizada pode ser exsudada ou armazenada em células especializadas ou em uma
estrutura determinada (Fahn 1988). As principais estruturas secretoras florais estdo
associadas aos mecanismos de atracdo e recompensa de polinizadores (Fahn 2000),
dentre as quais, nectarios e osmoforos que sintetizam acucares, polissacarideos e
lipidios (Fahn 1988). No entanto, excepcionalmente, estruturas secretoras também
podem secretar resina em flores (Armbruster & Webster 1979; Mesquita e Franciscon
1995; Sa-Haiad et al. 2015). Primeiramente, a producdo de resina nas flores, assim
como nos 6rgdos vegetativos, ¢ conhecida como mecanismo de defesa que impede a
herbivoria (Armbruster 1997; Armbruster ef al. 1997). Porém, a secrecdo de resina nas
flores tornou-se também uma recompensa para o polinizador, como descrito para os
membros das eudicotiledoneas: Dalechampia L. (Euphorbiaceae; Armbruster 1984) e
Clusia L. (Clusiaceae; Armbruster 1984; Sa-Haiad et al. 2015) e monocotiledoneas:
Barbacenia Vand., Philodendron Schott (Araceae; Gongalves-Souza et al. 2018) e
Vellozia Vand. (Velloziaceae; Sadala-Castilho et al. 2016).

As estruturas secretoras em 6Orgaos vegetativos de Polygala foram analisadas e
descritas como ductos de mucilagem no caule (Aguiar-Dias et al. 2011) e como
cavidades secretoras foliares (Aguiar-Dias et al. 2012). Porém, estruturas secretoras
florais e as substancias sintetizadas ainda ndo foram analisadas em Polygala. As flores
em Polygala tém célice composto por cinco sépalas, trés externas e duas internas, que
sdo semelhantes a pétalas (asas). A corola tem trés pétalas, uma carena e duas laterais

(Bello-Gutierrez et al. 2010). As estruturas amareladas estdo presentes em varias
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espécies de Polygala se¢do Timutua, a maioria na carena, mas também eventualmente
presente nas sépalas e ovario/fruto.

Portanto, apresentamos aqui um estudo para: (1) identificar se as estruturas
amareladas sdo glandulas, (2) descrever a estrutura morfologica e seu desenvolvimento;

e (3) caracterizar histoquimicamente a substancia sintetizada.

4.2 MATERIAL E METODOS
Espécimes de Polygala longicaulis Kunth (Flaviano, S.S.28 — UPCB93990) e

Polygala moquiniana A.St.-Hil & Moq. (Flaviano, S.S.29 — UPCB93992) foram
coletadas no municipio de Palmeira — PR (Fig. 1 A). As amostras foram fixadas em
solucdo Karnovsky (glutaraldeido 2.5% (v/v) / formaldeido 4% (v/v) em tampao fosfato
(pH 7.4; 0,1M) Karnovsky 1965).

Flores foram processadas em Historesin Leica de acordo com as instru¢des do
fabricante. Secg¢des transversais e longitudinais foram feitas em micrétomo (Leica
RM2145, Leica Microsystem) com navalha de vidro e coradas com Azul de Toluidina
(O’ Brien et al. 1964). Testes histoquimicos foram aplicados as sec¢des em resina e a
mao livre, com os respectivos controles (Tab. 1). As andlises de microscopia de luz
foram realizadas em microscopio Olympus BX41 e fluorescéncia em microscopio
Olympus BX51 equipado com filtro UV.

Para andlise de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), flores fixadas
foram desidratadas em série etilica, submetidas a ponto critico de CO> liquido (Bal-tec
CPD030), fixada em stubs e metalizadas com ouro (Bal-tec SCD050). Analises e
registros foram feitos com auxilio de microscopio eletronico de varredura JEOL JMS
6360-LV. Para analises de Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET), as amostras
fixadas, foram pos-fixadas em tetréxido de d6smio, desidratadas em série etilica e

embebida em resina LR White. Seccdes ultrafinas foram realizadas em microtomo
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automatico Leica EM UC6 Ultracut R com navalha de diamante, coradas com acetato
de uranila e citrato de chumbo e observadas em microscopio de transmissdo JEOL JEM
1200EX-IL.

A descrigdo morfoldgica seguiu as terminologias de Milby (1976), Westerkamp

& Weber (1999) e Marques & Peixoto (2007).

4.3 RESULTADOS

No racemo floral de Polygala as estruturas amareladas sao dificeis de identificar
(Fig. 1B). A flor de Polygala ¢ diclamidea com organizacdo aciclica das pecas florias
(Fig. 1C). Estruturas amareladas foram identificadas nas pecas externas da flor (Fig. 1D,
seta). A morfologia externa de cada peca floral, mostra que as estruturas sdo glandulas
arredondadas presentes nas sépalas externas (Fig. 1E, seta), no dorso da carena (Fig. 1F,
seta), no ovario (Fig. 1G, seta) e fruto (Fig. 1H, seta).

Na sépala externa as regides glandulares sdo identificadas pela protuberancia
presente, sendo visiveis estobmatos na face externa (Fig. 1I). Na face interna da sépala a
cuticula tem deposi¢ao mais densa na regido glandular que o entorno desta (Fig. J). Na
carena € ovario a Unica caracteristica que identifica a regido glandular é uma leve
protuberancia em decorréncia da presenca da estrutura (Fig. 1 L, M). Em nenhuma das
pecas florais ¢ identificada abertura para exsudacdo de substancias.

Na inflorescéncia ocorre estrutura glandular diferenciada nas bréacteas periféricas
(Fig. 2A, seta) e estrutura glandular em diferencia¢do nas bracteas centrais (Fig. 2A,
circulo pontilhado). No botdo floral jovem, a estrutura glandular se diferencia no sentido
das pecas florais externas (Fig. 2B) para as internas (Fig. 2C). O desenvolvimento do
ovario, ultima peca formada, ¢ acompanhado pela diferenciacdo de estruturas

glandulares (Fig. 2D).
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Nos primeiros estagios de diferenciagdo da glandula as células iniciais do
meristema fundamental comegam o processo de divisdo no plano periclinal (Fig. 3A),
seguida de divisdes anticlinais e obliquas (Fig. 3B). As divisdes celulares aumentam o
tamanho da estrutura, que ¢ seguido pelo afastamento das células e consequente
formacao do limen. Esse ¢ delimitado por um epitélio de células achatadas e alongadas
periclinalmente, envolto por uma bainha epitelial (Fig. 3C). As células que constituem a
estrutura glandular nos estdgios iniciais de diferenciagdo possuem contetido
citoplasmatico denso (Fig. 3D), com presenca de mitocondrias, ribossomos, complexo
de Golgi, reticulo endoplasmaético e plastidios (Fig. 3E). O nucleo ¢ grande e o vactolo
ndo esta desenvolvido no inicio da sintese da substancia no epitélio secretor (Fig. 3F). A
substancia sintetizada no epitélio secretor e células da bainha ¢ vista em vesiculas, que
estdo proximos ou em fusdo com a membrana plasmatica, se acumulando no espago
periplasmatico (Fig. 3G).

Na estrutura diferenciada, a substancia secretada ¢ acumulada no lumen da
glandula (Fig. 3H). A substancia ao ser secretada passa pela parede celular sem
promover ruptura (Fig. 3I). No final do processo de secrecao da substancia, seu acimulo
cessa no espaco periplasmatico e as células epiteliais t€ém o conteudo citoplasmatico
reduzido a poucas organelas com vactolo central bem desenvolvido (Fig. 3J).

A estrutura glandular ndo submetida a corante ou reagente, tem a secrecdo com
coloragdo amarelo/alaranjada e aspecto viscoso (Fig. 4A). Reagdes aos histoquimicos
estdo descritas na tabela 2. Reacdes positivas com Sudan III (Fig. 4B) e reagente de
Nadi (Fig. 4C), corou de vermelho e vermelho escuro as células e limen da estrutura
glandular. A reacdo do fluorocromo Vermelho Neutro com a substancia da estrutura
glandular tem fluorescéncia azul (Fig. 4D) e amarela (Fig. 4E) em UV. Com o

fluorocromo Auramina O a emissdo de fluorescéncia em UV ¢ verde nas células do
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epitélio e bainha epitelial de estruturas que nao exsudaram substancia (Fig. 4F) e azul

quando o contetdo produzido estd acumulado no lumen (Fig. 4G).

4.4 DISCUSSAO

As estruturas amareladas encontradas nas pecas florais de Polygala, apresentam
morfologia globosa, formada por tecido secretor delimitando um limen que armazena
substancia, caracterizando a estrutura como cavidade secretora (Teixeira & Rocha 2009;
Barros et al. 2017). As cavidades encontradas produzem substancias com natureza
lipofilica, bem comum nesse tipo de estrutura (Fanh 1979). Substancia como essas tem
sido relatada para flores em varios grupos de angiospermas desempenhando funcdes na
polinizagdo sendo fonte de recompensa e de protecdo contra herbivoria (ver Armbruster
1984; Ciccarelli et al. 2001; Sa-Haiad et al. 2015).

A distribuicdo das cavidades secretoras varia de acordo com a pega floral em que
¢ encontrada, mas é comum estarem posicionadas na regido mediana dessas. A
concentragdo de cavidades ¢ diferente em cada peca floral. A tUnica caracteristica que
identifica as cavidades ¢ a protuberancia na epiderme, ndo exibindo nenhuma abertura
especial para exsudagdo. Os estdmatos presentes, ndo estdo envolvidos em uma via de
liberacao do exsudado.

A diferenciacdo das cavidades secretoras acompanha o desenvolvimento da
inflorescéncia. A cavidade esta presente nas bracteas, no dpice da inflorescéncia, antes
mesmo da formagdo do botdo floral. A diferenciacdo dessas estruturas tanto na
inflorescéncia quanto no botdo floral acontece das pecas externas para as internas e da
base para o apice. No botdo floral imaturo a diferenciacdo da cavidade acompanha a
formagao de cada peca floral, sendo as sépalas as primeiras a apresentar essas estruturas
em diferenciag¢do. Essa diferenciacdo das cavidades, segue para a carena a medida que

se desenvolve. A tultima pega floral a iniciar a diferenciacdo das cavidades é o ovario,
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que também ¢ a ultima peca a desenvolver. A diferencia¢do da cavidade, durante todo o
desenvolvimento floral, sugere que a estrutura exerce uma fun¢do de prote¢do até a
semente estar formada.

A diferenciacdo da cavidade secretora ¢ reconhecida pelo conjunto das células
iniciais com citoplasma denso e nucleo bem evidente. O afastamento das células iniciais
e a ndo desintegragdo destas, caracteriza o desenvolvimento da estrutura com um lumen.
Essas caracteristicas mostram que as cavidades se desenvolvem por esquizogénese
(Fahn 1979). Nos estagios de desenvolvimento e sintese de substancia, as células da
cavidade tém contetido citoplasmético denso, indicando alta atividade metabodlica.
Citoplasma denso ¢ comum em estruturas secretoras citadas em trabalhos que
analisaram seu desenvolvimento e secre¢do (Teixeira & Rocha 2009; Sadala-Castilho et
al. 2016).

Na sintese das substancias muitas organelas estdo presentes nas células da
estrutura glandular. A presenca de reticulo endoplasmatico, mitocondrias e plastidios €
compativel com outras estruturas secretoras que produzem substancias lipofilicas (Paiva
& Machado 2007; Sadala-Castilho et al. 2016; Gongalves-Souza et al. 2018). A
abundancia de corpos vesiculares no citoplasma e o acimulo da substancia no espago
periplasmatico, caracterizam uma secre¢ao de via granulocrina (Fahn 1979).
Posteriormente, a substancia acumulada no espaco periplasmatico ¢ secretada no limen
da cavidade, atravessando a parede celular sem que aconteca ruptura da célula. O
conteudo citoplasmatico reduzido, vactiolo grande e ndo acumulo de substancia no
espago periplasmatico indicam a completa diferenciacdo da cavidade secretora. A
cavidade diferenciada retém a substancia e a libera¢do s6 acontece em caso de lesao.

Os testes histoquimicos descartaram a presencga de amido, polissacarideos gerais,

pectinas, compostos fendlicos e proteinas na cavidade secretora. As substancias
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produzidas pela cavidade revelaram ser uma mistura de lipideos e terpenos. Nos testes
de fluorescéncia a coloracdo diferente da substincia na cavidade, sugere diferenca na
composicao lipidica (Kirk 1970). A reagdo positiva ao teste de Nadi mostrou que o
conteudo produzido na cavidade secretora € resina. Substancias de natureza terpénicas,
como a resina, ¢ associada principalmente em deter herbivoria na planta (Fahn 2002;
Armbruster et al. 1997). A resina armazenada nas cavidades secretoras de Polygala
provavelmente atuam na prote¢do contra o ataque de herbivoros e contribui na
obstrucdo de lesdo na flor. Essa funcdo ¢ sugerida pela relagdo do género com formigas
que atuam na dispersao de sementes (Forest e al. 2007). A cavidade resinifera, presente
desde o botdo floral jovem, poderia evitar a predacdo antes do amadurecimento do fruto.
A relagdo de secrecdo de resina atuando na protecao das plantas ¢ citado em trabalhos
que estudaram essas estruturas secretoras (Fahn 2002; Armbruster 1997). Ainda que a
estrutura floral fosse predada, a substancia produzida pode contribuir na cicatrizagao da
lesdo. Essa condicdo esta relacionada a solidificacdo ao atingir o ambiente externo e
propriedades antissépticas da substancia (Fahn 1979; Barros et al. 2017).

As cavidades encontradas nas flores de Polygala sdao secretoras de resina. Essa
substancia fica retida no limen da estrutura, que ndo possui uma via de liberagao para o
ambiente externo. A cavidade resinifera acompanha todo o desenvolvimento floral,
possivelmente atuando na protecdo contra herbivoros. Outro beneficio sugerido ¢ a
cicatrizagdo quando a flor ¢ predada. Desta forma, estudos ecologicos que amplie o
conhecimento da interagdo planta-animal-planta em relacao as cavidades secretoras em

Polygala é recomendado.
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Figura 1: Polygala moquiniana A. St.-Hil & Moq. (A). Morfologia e distribui¢do das cavidades
secretoras. (B) Racemo de P. longicaulis com estruturas amareladas; (C) Esquema da flor de Polygala;
(D) Flor de Polygala, setas indicam estruturas amareladas; (E) Sépala superior externa, seta indica regido
da cavidade; (F) Carena, seta indica regido da cavidade; (G) Gineceu, seta indica regido da cavidade; (H)
Fruto, seta indica regido da cavidade; MEV das pegas florais: (I) Face externa da sépala superior externa,
circulo pontilhado indica estomatos na regido da cavidade; (J) Face interna da sépala superior externa,
circulo pontilhado indica regido da cavidade; (L) Carena, seta indica protuberancia no dorso; (M) Ovario,
seta indica protuberancia proximo ao septo. Foto: Sthaylanny Silveira Flaviano
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Figura 2: Cavidade secretora durante o desenvolvimento do botdo floral de P. longicaulis em secgdo
transversal. (A) Apice da inflorescéncia, cavidade indicada por seta nas bracteas periféricas e circulo
pontilhado nas bracteas centrais; (B) Botdo floral, seta indica cavidade na sépala externa; (C) Cavidade na
carena do botdo floral; (D) Ovario em desenvolvimento, seta indica cavidade.
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Figura 3: Estagios de desenvolvimento da cavidade secretora de P. longicaulis ¢ P. moquiniana em
seccdo transversal (A, B, H) e longitudinal (C, D). (A) Primeiros estagios de divisao periclinal, seta indica
divisdo; (B) Processo de divisdo anticlinal e obliqua indicados nas setas; (C) Cavidade delimitada com
limen em formagao, seta indica bainha epitelial; (D) Cavidade em diferenciacdo, células com citoplasma
denso; (E) Ultraestrutura da cavidade, organelas distribuidas no citoplasma; (F) Ultraestrutura do epitélio
secretor com nucleo evidente e vacuolo nao desenvolvido, barra indica epitélio secretor; (G) Detalhe da
célula epitelial com corpos vesiculares, seta indica substancia liberada no espago periplasmatico; (H)
Cavidade desenvolvida com substancia armazenada no limen; (I) Detalhe da célula epitelial, seta indica
parede sem ruptura ¢ * indica secre¢do da substdncia no lumen; (J) Célula epitelial na estrutura
desenvolvida. es — epitélio secretor, g — complexo de golgi, lu — limen, m — mitocondria, nu — ntcleo, p —
parede celular, pl — plastideo, re - reticulo endoplasmatico, sp — espago periplasmatico, v — vactolo.
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Figura 4: Reacdes histoquimicas da cavidade secretora de P. longicaulis ¢ P. moquiniana. (A) Estrutura
sem corante ou reagente; (B) Estrutura com reagdo positiva a Sudan III; (C) Reacdo positiva para
substancia terpénica (Reagente de Nadi); (D, E) Fluorescéncia com vermelho neutro em filtro UV; (F, G)
Fluorescéncia com Auramina O em filtro UV.
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Tabela 1. Testes histoquimicos usados na investigacdo do conteudo sintetizado pelas
cavidades secretoras (‘glandulas croceas’).

Grupos de Metabolitos Reagentes

Sulfato Azul de Nilo (Cain, 1924
modificado)

Sudan III (Johasen, 1940)

Lipidios acidos e neutros

Lipidios
Lipidios gerais Vermelho neutro* (Kirk, 1970 modificado)

Auramina O* (Heslop-Harrison, 1977)

Terpenodides Oleos essenciais e resina  Reagente de Nadi (David e Carde, 1964)

Amido Lugol (Jensen, 1940)
Glicidios Polissacarideos gerais Periodic Acid Schiff — PAS (McManu, 1948)
Pectinas Vermelho de Ruténio (Johansen, 1940)
Fenois g;r;]sostos fenolicos Cloreto de Ferro I1I (Johansen, 1940)
Proteinas ~ Proteinas gerais Azul brilhante de Comassie (Fisher, 1968)

*fluorocromos utilizados na microscopia de fluorescéncia.

Tabela 2. Histoquimico das cavidades secretoras na flor de Polygala longicaulis e
Polygala moquiniana. SAN: Sulfato Azul de Nilo; Su: Sudan III; VN: Vermelho
Neutro; AO: Auramina O, Lu: Lugol; PAS: Periodic Acid Schiff; VR: Vermelho de
Ruténio; RN: Reagente de Nadi; ClFe: Cloreto de Ferro III; AC: Azul Brilhante de
Comassie. +: resultado positivo; -: resultado negativo

Estrutura glandular SAN Su VN AO Lu PAS VR RN CIFe AC

Células epiteliais - + + 4+ - - - + - -
Limen - + + + - - - + - -

Bainha epitelial - +  + o+ - - - + - -
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

No presente estudo foram identificados caracteres morfoldgicos florais
importantes na caracterizagdo dos grupos. A variacdo morfolégica floral
analisada relaciona os grupos de espécies. As analises mostraram que o clado
‘“Trichospermae’ € bem sustentado, sendo formado por quatro clados internos.
O clado ‘Trichospermae’ apresenta caracteres diagndsticos como glandulas
amarelas nas sépalas externas e forma da cavidade pré-estigmatica, que
identifica o grupo. O clado interno ‘Trichospermae I’ € bem caracterizado,
sendo reconhecido principalmente pelo unguiculo longo. O conjunto de
caracteres homoplasicos, margem ciliada nas bracteas e sépalas, identificam o
clado interno ‘Ericoideae I'. Os clados internos ‘Ericoideae | e II’, possuem a
corola persistente no fruto que mesmo sendo um caractere homoplasico é
comum as espécies. No entanto, caracteres que identifiquem os clados
internos ‘Trichospermae II’ e ‘Ericoideae II' nao foram encontrados. Apesar dos
caracteres identificados nao foi possivel sugerir uma delimitacdo para o grupo.
A inclusdo de outros dados morfologicos florais, vegetativos e anatébmicos
podem auxiliar na delimitagdo com caracteristicas que identifiquem o grupo.

A espécie nova descrita esta relacionada com as espécies de
Ericoideae, sendo muito préxima de P. rigida por seus caracteres morfolégicos
florais. No entanto, pode ser distinguida pelas folhas e pontualmente em alguns
caracteres florais. Por fim, a espécie tem preferéncia por habitat rochoso,
sendo referenciado no epiteto.

A analise das estruturas amareladas nas flores de Polygala foram
identificadas como estruturas glandulares que secretam resina. A estrutura esta
presente nas sépalas externas, carena e ovario/fruto. Nao foi identificado
abertura especial para exsudacdo de substancia na analise de MEV. A
estrutura resinifera esta presente nas bracteas, no apice da inflorescéncia,
antes do desenvolvimento do botao floral. O desenvolvimento do botao floral é
acompanhado pela diferenciacdo da estrutura glandular, que é visivel primeiro
nas pecas externas. A estrutura se diferencia por seguidas divisdes celulares,
que por esquizogénese forma a estrutura glandular. As células que compde a
estrutura séo ricas em organelas, comum nesse tipo de estrutura secretora. A
substancia produzida em granulos € secretada e armazenada no lumen. Os

testes histoquimicos revelaram que o conteudo tem natureza lipofilica. Diante
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dessas caracteristicas acredita-se que a fungao da estrutura glandular é atuar
na protegcdo contra herbivoria, bem como auxiliar na cicatrizacdo de lesdes.
Desta forma, outros estudos que investigue a relagédo ecologica de interacao

planta- animal relacionando com as estruturas glandulares sdo recomendados.



