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ABSTRACT — (Palynotaxonomy of Besleria L. and Napeanthus Gardn. (Beslerieae/Napeantheae — Gesneriaceae) specially
species occurring in Sdo Paulo State). This paper presents a study of the pollen grains of three species of Besleria L. (B.
longimucronata Hoehne, B. selloana Klotzsch & Hanst., B. umbrosa Mart.) and one of Napeanthus (Napeanthus primulifolius
(Raddi) Sandw.) from Sao Paulo state and Napeanthus reitzii (L. B. Sm.) B. L. Burtt ex Leeuwenb. occurring in southern Brazil.
The pollen material was acetolysed, measured, described and illustrated using light microscopy. For further details of pollen
surface and exine, non-acetolysed pollen grains were analyzed by means of scanning and transmission electron microscopy.
The pollen grains of Besleria and Napeanthus are small to medium size, isopolar, oblate spheroidal, 3-colporate, endoaperture
lolongate, psilate-perforate (B. longimucronata), rugulate (B. umbrosa) and microreticulate (B. selloana, N. primulifolius e N.
reitzii). The results demonstrated the taxonomic importance of pollen morphology studies corroborating with the subdivision
of the taxa in these tribes.
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RESUMO - (Palinotaxonomia de Besleria L. e Napeanthus Gardn. (Beslerieae/Napeantheae — Gesneriaceae) com énfase
nas espécies ocorrentes no Estado de Sao Paulo) — Foi apresentado o estudo polinico de trés espécies de Besleria L. (B.
longimucronata Hoehne, B. selloana Klotzsch & Hanst., B. umbrosa Mart.) e uma espécie de Napeanthus (Napeanthus
primulifolius (Raddi) Sandw.) ocorrentes no Estado de S@o Paulo, além de Napeanthus reitzii (L. B. Sm.) B. L. Burtt ex
Leeuwenb. que ocorre no Sul do Brasil. Os graos de pdlen foram acetolisados, medidos, descritos ¢ fotomicrografados sob
microscopia de luz. Para observar detalhes da ornamentagdo e estrutura da exina, graos de pdlen ndo acetolisados foram
analisados em microscopia eletronica de varredura e de transmissao. As medidas receberam tratamento estatistico. Os graos
de polen foram descritos como pequenos a médios, isopolares, oblato-esferoidais, 3-colporados, endoaberturas lolongadas,
psilado-perfurados (B. longimucronata), rugulados (B. umbrosa) ou microrreticulados (B. selloana, N. primulifolius e N. reitzii).
Os resultados obtidos demonstram a importancia taxondmica da morfologia polinica para corroborar a subdivisdo dos taxons
nas tribos Besleriecae e Napeantheae.

Palavras-chave - graos de polen, morfologia, taxonomia

espécies nativas em regides temperadas (Burtt & Wiehler
1995).
A familia pode ser dividida em trés grupos naturais

Introducio

Gesneriaceae com cerca de 150 géneros e mais

de 3.000 espécies (Weber 2004a), ¢ uma familia
pantropical com ampla distribui¢do em todo o Mundo,
estando bem representada nos tropicos € com poucas
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ou subfamilias, Coronantheroideae, Gesnerioideae e
Cyrtandroideae, com distribuigdo, respectivamente,
nas regides Sul Pacifica, Neotropical ¢ Paleotropical
(Wiehler 1983, Burtt & Wiehler 1995). No Brasil, a
familia é representada por 220 espécies distribuidas em 23
géneros (Chautems 1991, Chautems & Matsuoka 2003).
A maior concentragdo de tdxons se encontra na regiao
Sudeste (Barroso et al. 1986), principalmente em regides
umidas da Mata Atlantica e algumas vezes na regido
amazonica (Meirelles et al. 1999, Safford & Martinelli
2000), sendo também nativas de campos rupestres de
planalto (Chautems 1991, Chautems 2003).
Inicialmente, Gesnerioideae foi subdividida por
Wiehler (1983) em cinco tribos, Beslerieae, Episcieae,
Gesnerieae, Gloxinicae ¢ Napeantheae, todas com
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géneros neotropicais; atualmente, com base nos trabalhos
de analises moleculares, a subfamilia encontra-se dividida
em oito tribos: Beslerieae, Coronanthereae, Episcieae,
Gesnerieae, Gloxinieae, Napeantheae, Sinningicae ¢
Sphaerorrhizeae (Smith ez al. 1997, Smith 2000, Zimmer
et al. 2002, Roalson et al. 2005 a, b).

Segundo Weber (2004a), atribo Beslerieae possui sete
géneros: Anetanthus Benth., Besleria L., Cremosperma
Benth., Gasteranthus Benth., Reldia Wiehler, Resia H.
E. Moore e Tylopsacas Leeuwenb., sendo heterogénea
e fracamente definida (Smith 1996, 2000, Smith et al.
1997). Sua inflorescéncia nao possui bracteas o que difere
de todas as outras tribos em Gesnerioideae (Wiehler
1975, 1983, Skog & Jesus 1997).

Besleria L., o principal género da tribo, possui cerca
de 200 espécies, ocorrendo em todo o neotrdpico, desde
0 México, Ilhas do Caribe até a Bolivia. O género possui
como centro de diversidade os Andes da Colombia e o
Equador, com algumas espécies endémicas no sudeste
brasileiro (Wiehler 1983, 1975, Weber 2004a).

Taxonomicamente, Besleria foi subdividido por
Morton (1939) em quatro se¢des: Eubesleria (Hanst.)
Benth. & Hook., Rhynchobesleria (Hanst.) Benth.
& Hook., Gasteranthus (Benth.) Benth. & Hook. ¢
Neobesleria Morton. Atualmente o género possui trés
secoes, ja que Wiehler (1975) segregou as espécies da
secdo Gasteranthus e algumas espécies de Neobesleria
para reestabelecer o género Gasteranthus Benth., um
género descrito por Bentham (1846) que havia sido
tratado, até entdo, como parte de Besleria (Hanstein
1865, Bentham 1876, Morton 1939, Skog & Kvist
2000).

As caracteristicas do fruto ajudam no posicionamento
do género Besleria dentro de Beslerieae, pois, apesar dos
representantes de Episcieae (como Codonanthe (Mart.)
Hanst., Columnea L., Corytoplectus Oerst., Dalbergaria
Tussac, Neomortonia Wiehler, Rufodorsia Wiehler,
Pentadenia (Planch.) Hanst. e Trichantha Hook.)
também possuirem fruto baga, em Besleria a polpa do
fruto é derivada do tecido da placenta enquanto que nos
géneros de Episcieae esta provém do tecido funicular
(Wiehler 1975, 1983, Smith 2000, Weber 2004a).

Napeantheae Wiehler € uma tribo monotipica de
Gesnerioideae apresentando 30 espécies nos neotropicos.
Com base principalmente em dados moleculares,
verificou-se que Napeantheae é muito relacionada com
Beslerieae, e que estas duas tribos formam um clado
irm3o com as Gesneroideae restantes (Smith 2000,
Zimmer et al. 2002). Folhas rosuladas, auséncia de
nectario ¢ o fruto em capsula loculicida sdo alguns
dos caracteres que diferenciam Napeanthus dos outros

géneros de Gesnerioideae (Feuillet & Skog 2002, Weber
2004a).

Até o presente momento poucos autores estudaram
a morfologia polinica de espécies brasileiras de
Gesneriaceae sendo, portanto escassos os dados
palinologicos sobre a familia, principalmente sobre
a subfamilia Gesnerioideae e os géneros Besleria ¢
Napeanthus. Existem dados polinicos para Gesneriaceae
nos trabalhos de Erdtman (1952), Campos (1962),
Melhem & Mauro (1973), Salgado-Labouriau (1973),
Nowicke (1974), Howard (1975), Skog (1976), Williams
(1978), Felice et al. (1981), Fritze & Williams (1988),
Roubik & Moreno (1991), Luegmayr (1993a, b), Zhi-
Jian et al. (1995, 1997), Xifreda (1996), Schlag-Edler &
Kiehn (2001), Melhem et al. (2003), Palee et al. (2003),
Weber (2004b) e Fourny et al. (2010).

Este trabalho teve como objetivo a caracteriza¢do
da morfologia polinica dos géneros Besleria L. (B.
longimucronata Hoehne, B. selloana Klotzsch & Hanst.,
B. umbrosa Mart.) e Napeanthus Gardn. (N. primulifolius
(Raddi) Sandwith) ocorrentes no Estado de Sdo Paulo,
visando fornecer subsidio para a taxonomia da familia.
A espécie Napeanthus reitzii, embora nao ocorra no
Estado, foi introduzida no trabalho visando caracterizar
os graos de polen das duas Unicas espécies brasileiras
do género.

Material e métodos

Os materiais polinicos analisados foram retirados de
exsicatas depositadas nos Herbarios UEC (Herbario da
Universidade Estadual de Campinas) ¢ SP (Herbario do
Estado “Maria Eneyda P. Kauffmann Fidalgo™), utilizando-
se material coletado ndo s6 no Estado de Sao Paulo, como
em outros estados, quando se tratava do Ginico espécime com
botdes florais disponiveis. Um deles foi tomado como material
padrdo (assinalado com asterisco na listagem abaixo), no qual
foram efetuadas todas as medidas e observagdes necessarias
para a caracterizagdo dos graos de pélen. Os demais espécimes
foram utilizados como materiais de comparagao.

Besleria longimucronata: BRASIL. Sio PauLo:
Caraguatatuba, rumo a Sao José dos Campos, 28-VII-1983,
J.R. Pirani & O. Yano 781 (SP); Sdo Sebastido, Fazenda
Jaragua, 30-VI-1956, M. Kuhlmann & A. Trincado 3858 (SP);
Ubatuba, estagdo experimental do Instituto Agronémico, 12-
VIII-1977, PE. Gibbs & H.F. Leitdo Filho 5657 (UEC); idem,
Pontal da Lagoinha, 31-VIII-1980, E. Forero 7679 (SP);
idem, estrada Ubatuba-Sao Luiz de Paraitinga, 18-VIII-1987,
M. Kirizawa & E. leda 1866 (SP); idem, morro proximo a
praia da Enseada, 8-1X-1989, S. Romaniuc Neto & 1. Cordeiro
1053 (SP); idem, nucleo Picinguaba, 10-XI-1993, F. Barros
2843 (SP)*; idem, trilha da praia da Tabatinga, 16-1X-2000, P.
Fiaschi et al. 436 (SP). Rio DE JANEIRO: Parati, estrada Parati-
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Cunha, 20-VIII-1987, M. Kirizawa & E. leda 1892 (SP). B.
selloana: BRASIL. SAo PaurLo: Mogi das Cruzes, Serra do
Mar, 28-VII-1983, M. Kirizawa et al. 1017 (SP); idem, Serra
do Mar, 16-1X-1983, M. Kirizawa et al. 1057 (SP); Sao Paulo,
Alto da Serra, 28-VIII-1918, F.C. Hoehne 2374 (SP)*. B.
umbrosa: BRASIL. SAo PauLo: Bananal, estrada de acesso
a Reserva Florestal, 23-X-1979, W. Mantovani 154 (SP);
Pindamonhangaba, subosque mata de altitude, 11-XI-1953,
M. Kuhlmann 2903 (SP). BRASIL: Rio pE JaANEIRO: Resende,
proximo a cachoeira do Alcantilado, 24-VI-1994, L. Rossi
& O.T. Oyakawa 1532 (SP)*. Napeanthus primulifolius:
BRASIL: SAo PauLo: Cananéia, I1ha do Cardoso, 6-XII-1990,
F. Barros & J.E.L.S. Ribeiro 2100 (SP)*; Ubatuba, Estacdo
Experimental, 17-X1-1998, C. Kameyama et al. 113 (SP). N.
reitzii: BRASIL. PARANA: Morretes, Pico do Marumbi, 23-1-
1999, C. Kozera & V.A.O. Dittrich 910 (UEC)*.

Os materiais polinicos foram preparados pelo método
de acetodlise de Erdtman (1960), acrescido das modificagdes
citadas em Melhem et al. (2003) e medidos até sete dias apos
sua preparacdo (Salgado-Labouriau ef al. 1965).

No material padrdo, foram feitas 25 medidas dos
diametros dos graos de pdlen tomados ao acaso, ¢ calculadas
amédia aritmética (X), o desvio padrdo da média (s;), o desvio
padrdo da amostra (s), o coeficiente de variabilidade (V) e
o intervalo de confianga (IC) a 95%. Para as medidas dos
demais caracteres, como aberturas e camadas da exina, bem
como para os didmetros dos materiais de comparagao, foram
calculadas somente as médias aritméticas de 10 medidas. Além
do intervalo de confianga a 95%, foram feitas comparagdes das
medidas dos diametros dos graos de pdlen mediante analise
de variancia seguida do teste de Tukey, considerando-se a
diferenca minima significativa ao nivel de 5% (Vieira 1981,
Zar 1996). Para as espécies de Napeanthus foram utilizados o
intervalo de confianga ¢ o teste T (Vieira 1981). Esses dados
foram representados por graficos usando o pacote estatistico
MINITAB 10.3 for Windows (2003). Os resultados finais do
teste de Tukey foram representados por linhas horizontais
na parte superior dos graficos dos intervalos de confianca,
unindo os valores que ndo se apresentaram significativamente
diferentes.

Para a analise dos grdos de pdlen em microscopia
eletronica de varredura (MEV) foi utilizada a metodologia
descrita em Melhem et al. 2003, para griaos de poélen ndo
acetolisados. Ja a técnica de preparagao dos graos de pdlen
para microscopia eletronica de transmissao seguiu 0 proposto
por Sabatini ef al. (1963) e Haddad et al. (1998).

As fotomicrografias digitais em microscopia de luz
(ML) foram realizadas com grios de polen acetolisados
utilizando-se um microscopio optico Olympus BX50, com
camara de video (Sony Camera adaptor CMA-D2) acoplada
¢ um microcomputador PC utilizando-se o programa Image
Pro-plus versdo 3.0 for Windows. Ja para a analise de
microscopia eletronica de varredura e microscopia eletronica
de transmissdo foram utilizados, respectivamente, um
microscopio Philips XL Serie XL 20, S/W, ver. 5.21 e um
microscopio Philips em 208.

Foi utilizada a analise de componentes principais (PCA)
para avaliar se o conjunto das medidas permitia separar as
espécies entre si, tomando como base as medidas obtidas a
partir do material padrdo. Estaanalise foirealizada inicialmente
com a utilizagdo do programa FITOPAC (Shepherd 1996),
para a transformacdo das medidas métricas dos grios de
poélen pelo logaritmo natural [log (x + 1)] e, posteriormente,
do programa PC-ORD versao 7 (McCune & Mefford 1999)
para a ordenacdo a partir de matriz de covariancia.

Os termos polinicos utilizados nas descrigdes dos graos
de poélen baseiam-se nos glossarios de Barth & Melhem
(1988) e Punt et al. (2007), enquanto que as classes do indice
de area polar (IAP) seguem Faegri & Iversen (1966).

Resultados

Os géneros Besleria (figuras 1-17) e Napeanthus
(figuras 18-27) sdo caracterizados por apresentarem
graos de polen pequenos ou médios (B. selloana, tabelas
1-2), isopolares, ambito circular (figuras 1, 18, 25,) a
subcircular (Besleria selloana, B. umbrosa, figuras 6,
11); com area polar muito pequena (Besleria) a pequena
(Napeanthus); oblato-esferoidais; 3-colporados, colpos
longos (figuras 2, 7, 15, 19, tabela 2), endoaberturas
lolongadas (figura 7, tabela 2), as vezes de dificil
visualizagdo ¢ mensuragdo (Napeanthus, figura 19);
exina tectada, psilado-perfurada (B. longimucronata,
figura 4), rugulada (B. umbrosa, figuras 14-16) a
semitectada, microrreticulada, homobrocada (B.
selloana, figuras 8-9) ou heterobrocada (Napeanthus,
figuras 21-23), muros psilados, largos, retos (B. selloana)
ou sinuosos (Napeanthus primulifolius, N. reitzii, figura
23), simplescolumelados, limens arredondados. Sexina
mais espessa que a nexina (tabela 2), a qual diferencia-se
em nexina 1 e nexina 2 (figuras 5, 10, 17, 24).

Colpos longos, largos (B. selloana) a estreitos,
constritos na regido mediana (B. selloana) ou ndo, com
extremidades afiladas (B. longimucronata, Napeanthus
primulifolius, N. reitzii, figuras 1, 21) ou arredondadas
(figura 6). Sob MEV observam-se colpos e endoaberturas
com membrana ornamentada por granulos (figuras 9, 14-
15, 21). Verifica-se, na tabela 2, que os maiores valores
de colpos, comprimento de endoabertura e exina total
sdo encontrados nos graos de polen de Besleria selloana,
enquanto que os maiores valores para a largura das
endoaberturas ocorrem nos graos de polen de Besleria
longimucronata (tabela 2). Ja nas espécies de Napeanthus
(tabela 2), os graos de podlen de N. primulifolius
apresentam os colpos mais largos, enquanto que os de
N. reitzii possuem os maiores valores de endoaberturas
e comprimento dos colpos. Os valores de exina total sdo
similares para as espécies do género Napeanthus.
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Figuras 1-10. Fotomicrografias e eletromicrografias (MEV e MET) dos grios de polen de espécies de Besleria. 1-5. Besleria
longimucronata. 1. Vista polar. 2. Vista equatorial. 3. Corte optico. 4. Detalhe da ornamentagdo (MEV). 5. Detalhe da estrutura
da parede, sob MET (i = intina, ¢ = columela, nl = nexina 1, n2 = nexina 2, p = perfuragdo, t = teto). 6-10. Besleria selloana.
6. Vista polar. 7. Vista equatorial. 8. Analise de L.O. 9. Vista polar (MEV). 10. Detalhe da estrutura da parede, sob MET (i =
intina; ¢ = columela; nl = nexina 1; n2 = nexina 2; p = perfuragado; t = teto). Barra = 10 um (1-2, 6-7); 5 pm (3, 8-9); 2 um
(4); 500 nm (5); 750 nm (10).

Figures 1-10. Light, scanning and transmition electron micrographs of pollen grains of Besleria. 1-5. Besleria longimucronata.
1. Polar view. 2. Equatorial view. 3. Optical section. 4. Detail of ornamentation (SEM). 5. Detail of pollen wall structure in
TEM (i = intine, ¢ = columella, nl = nexine 1, n2 = nexine 2, p = perforation, t = tectum). 6-10. Besleria selloana. 6. Polar
view. 7. Equatorial view. 8. Analysis of L.O. 9. Polar view (SEM). 10. Detail of pollen wall structure in TEM (I = intine;
¢ = columella; nl = nexina 1; n2 = nexina 2; p = perforation; t = tectum). Bar = 10 um (1-2, 6-7); 5 um (3, 8-9); 2 pm (4);
500 nm (5); 750 nm (10).
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Figuras 11-17. Fotomicrografias e eletromicrografias (MEV e MET) dos graos de pdlen de espécimes de Besleria umbrosa.
11. Vista polar. 12. Vista equatorial. 13. Corte 6ptico. 14. Vista polar (MEV). 15. Vista equatorial (MEV). 16. Detalhe da
ornamentac¢do (MEV). 17. Detalhe da estrutura da parede da exina sob MET (t = teto; ¢ = columela; nl = nexina 1; n2 = nexina
2). Barra= 10 pm (11-12); 5 pm (13-15); 2 pm (16); 500 nm (17).

Figures 11-17. Light, scanning and transmition electron micrographs of pollen grains of Besleria umbrosa specimens. 11. Polar
view. 12. Equatorial view. 13. Optical section. 14. Polar view (SEM). 15. Equatorial view (SEM). 16. Detail of ornamentation
(SEM). 17. Detail of pollen wall structure in TEM (t = tectum; ¢ = columella; nl = nexine 1; n2 = nexine 2). Bar = 10 pm

(11-12); 5 pm (13-15); 2 um (16); 500 nm (17).

Sob MEV, percebe-se em Besleria longimucronata
(figura 4), exina levemente ondulada com perfuragoes
esparsas, enquanto que em B. umbrosa (figuras 15-17)
nota-se que a exina apresenta ondulacdes mais evidentes,
espalhadas por toda a superficie do grao de podlen,

parecendo rugulas; ja em Besleria selloana (figura 9)
e Napeanthus primulifolius (figura 21-23), observa-se
ornamentagao microrreticulada.

Sob MET, nota-se em B. longimucronata (figura
5), um teto continuo, com algumas perfuragdes, mais
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Tabela 1. Caracterizagdo morfologica dos graos de pdlen de espécies de Besleria L. ¢ Napeanthus Gardn. (P = pequeno;
M = médio; OE = oblato-esferoidal; P/E = relagdo entre o didmetro polar ¢ o didmetro equatorial).

Table 1. Morphologic characterization of Besleria L. and Napeanthus Gardn. pollen grains. (P = small; M = medium;
OE = oblate spheroidal; P/E = ratio between polar diameter and equatorial diameter).

Espécies Tamanho P/E Forma Colporos Exina

Besleria longimucronata P 0,91 OE 3 Perfurado- psilada
Besleria selloana P-M 0,99 OE 3 Microrreticulada
Besleria umbrosa P 0,91 OE 3 Rugulada
Napeanthus primulifolius P 0,93 OE 3 Microrreticulada
Napeanthus reitzii P 0,93 OE 3 Microrreticulada

Tabela 2. Dados quantitativos dos graos de pélen de espécies de Besleria L. e Napeanthus Gardn. em vista equatorial e polar.
(VE =vista equatorial; VP = vista polar; FV = faixa de variagdo; X = média; s.= desvio padrao da média; s = desvio padrao da
amostra; V = coeficiente de variabilidade; IC = intervalo de confianga a 95%; IAP = indice de area polar).

Table 2. Quantitative data of pollen grains of Besleria L. and Napeanthus Gardn. species in equatorial and polar views. (VE =
equatorial view; VP = polar view; FV = variation interval; X = mean; s. = standard error; s = standard deviation; V = coefficient
of variation; IC = confidential interval in 95%; IAP = index of polar area).

Grandezas/

Besleria

Napeanthus

. . . B. selloana B. umbrosa . N. reitzii
Espécies longimucronata primulifolius
Diametro FV (um) 19,58-23,24 21,16-26,66 19,49-23,24 16,66-18,99  16,16-22,82
Polar X £5. (um) 21,21 £0,19 24,39+ 0,27 21,59 +£0,19 17,86 £0,13 19,71 £0,32
(VE) s (um) 0,95 1,35 0,94 0,64 1,58
V (%) 4,47 5,54 4,36 3,57 8,00
IC (um) 20,82-21,60 23,83-24,95 21,20-21,98 17,59-18,13  19,05-20,37
Diametro FV (um) 21,49-26,16 21,82-26,74 21,91-25,32 17,41-20,59  18,33-22,74
Equatorial X £5. (um) 23,43 +£0,23 24,64 £ 0,28 23,68 £ 0,19 19,14+0,17 21,16+£0,20
(VE) s (um) 1,16 1,42 0,97 0,84 1,00
V (%) 4,95 5,78 4,11 4,37 4,71
IC (um) 22,96-23,90 24,06-25,22 23,29-24,07 18,79-19,49  20,75-21,57
Diametro FV (um) 20,41-25,49 21,99-26,74 20,58-25,74 16,66-20,66  18,49-22.41
Equatorial X £5. (um) 22,85 +0,26 24,60 £0,22 22,74 +£0,29 18,77+0,19 20,96 +0,21
(VP) s (um) 1,30 1,12 1,43 0,96 1,07
V% 5,69 4,56 6,31 5,14 5,10
IC (um) 22,31-23,39 24,15-25,05 22,14-23.,34 18,38-19,16  20,53-21,39
Apocolpia X (um) 5,86 5,51 5,28 5,06 6,60
IAP X (pm) 0,25 0,22 0,23 0,27 0,31
Coélporo
comprimento X (um) 17,08 19,10 17,99 13,12 14,04
largura X (um) 1,67 2,49 1,87 1,52 1,36
Endoabertura
comprimento X (um) 4,18 4,22 3,30 3,08 3,62
largura X (um) 3,22 3,07 3,09 1,92 2,56
Exina X (um) 1,15 1,21 1,17 1,29 1,29
Sexina X (um) 0,75 0,81 0,76 0,88 0,86
Nexina X (um) 0,40 0,40 0,41 0,42 0,44
Teto X (pm) 0,43 0,42 0,38 0,48 0,41




Revista Brasil. Bot., V.34, n.3, p.321-333, jul.-set. 2011 327

espesso que a nexina, e sustentado por columelas curtas e
pouco nitidas. As vezes, os espagos intercolumelares sdo
bem reduzidos ou quase ndo visualizados e ocupados por
material do tapete. A nexina ¢ diferenciada em nexina 1
(mais delgada) e nexina 2 (mais espessa). Intina espessa.
Nos graos de polen de B. selloana (figura 10), observa-se
um teto compacto, espesso, levemente ondulado, com
perfuracdes. Nexina nitidamente subdividida em nexina
1 (mais espessa) e nexina 2 (mais delgada). Camada
infratectal com columelas espessadas, de diferentes
diametros. Ja nos graos de polen de B. umbrosa (figura
17) percebe-se um teto mais ondulado, compacto,
com perfuragdes; columelas pouco nitidas devido a
presenca de material do tapete entre estas. Nexina mais
espessa que o teto e subdividida em nexina 1 (mais
delgada) e nexina 2 (mais espessa). Nas trés espécies
de Besleria a intina € quase sempre mais espessa que
a exina. Nota-se nos graos de pdlen de Napeanthus
primulifolius (figura 24) um teto descontinuo, mais
espesso que a nexina, com algumas ondulagdes tanto
na superficie externa quanto na superficie voltada para
o0 espaco intercolumelar; a camada columelar ¢ irregular,
com columelas incompletas que partem da nexina nao
atingindo o teto ou que partem do teto € ndo atingem
a nexina; as columelas inteiras apresentam diametros
diferentes. Nexina compacta subdividida em nexina 1
(extremamente delgada) e nexina 2 (quase t3o espessa
quanto o teto). Intina espessa.

Quanto ao tamanho, algumas distingdes podem ser
feitas, conforme se constata na representagdo grafica
do intervalo de confianca e do teste de Tukey (figura
28). Observa-se que os didmetros dos graos de polen
do género Napeanthus sdo menores que os de Besleria.
Nota-se, também, que Besleria selloana tem graos de
pélen significativamente maiores, enquanto que em
Napeanthus primulifolius estes sdo significativamente
menores. Em B. longimucronata e B. umbrosa os graos
de polen ndo se separam entre si, contudo em Napeanthus
reitzii estes se separam significativamente dos das demais
espécies.

Na tabela 3, observa-se que a grande maioria dos
espécimes de comparagdo aqui analisados, de Besleria
e Napeanthus, apresenta valores dos diametros em
vista polar e equatorial dentro da faixa de variag@o do
seu respectivo material padrdo, com excec¢do apenas
do espécime S. Romaniuc Neto & 1. Cordeiro 1053 de
Besleria longimucronata cujas dimensdes de todos os
diametros dos graos de polen sdo bem distintas e estao
fora da faixa de variagao.

Quanto a forma (tabela 3), os espécimes de
comparacao M. Kirizawa & E. leda 1892 e J.R. Pirani &

Tabela 3. Média aritmética (em um) das medidas dos
diametros polar (DP) ¢ equatorial (DE) em vista equatorial e
dos diametros equatorial em vista polar (EVP), dos graos de
pélen de espécies de Besleria L. e Napeanthus Gardn., dos
materiais de comparagao (n = 10). (M= valor dentro do IC do
espécime padrao; ¢ = valor fora do IC, mas dentro da FV do
espécime padrdo; A = valor fora da FV; P = diametro polar;
E = diametro equatorial).

Table 3. Mean (um) of polar diameter (DP) and equatorial
diameter (DE) in equatorial view, and equatorial diameter
in polar view (EVP) of comparison specimes of Besleria L.
and Napeanthus Gardn. species (n = 10). (B = value inside
IC of standard specimen; ® = value out IC, but inside FV of
standard specimen; A = value out FV; P = polar diameter;
E = equatorial diameter).

Espécie/material testemunho ~ DP DE EVP P/E

B. longimucronata

P. Fiaschi et al. 436 20,03* 21,76* 21,54* 0,92

E. Forero 7679 24,834 2596* 25,13* 0,95

PE. Gibbs & H.F. Leitdo ~ 21,31™ 23,10® 23,80* 0,92
Filho 5657

M. Kirizawa & E. leda 19,64* 20,064 19,734 0,98
1866

M. Kirizawa & E. leda 19,454 22.65¢ 21,72¢ 0,86
1892

M. Kuhlmann & A. 19,424 21,52¢ 21,51* 0,90
Trincado 3858

J.R. Pirani & O. Yano 781
S. Romaniuc Neto &
1 Cordeiro 1053
B. selloana
M. Kirizawa et al. 1017
M. Kirizawa et al. 1057
B. umbrosa
M. Kuhlmann 2903
W. Mantovani 154
N. primulifolius
C. Kameyama et al. 113

18,464 21,96* 20,20% 0,84
25,534 27354 28,134 0,93

22,31% 21,804 22.88¢ 1,02
22,32% 26,28* 23,73* 085

19,69¢ 21,95* 21,47* 0.9
20,94¢ 2296* 21,97* 091

16,354 17,61* 16,94* 0,93

O. Yano 781 de Besleria longimucronata e M. Kirizawa
et al. 1057 de Besleria selloana, apresentam graos de
polen suboblatos enquanto que o espécime M. Kirizawa
et al. 1017 de Besleria selloana esta na classe de graos
de pdlen prolato-esferoidais, diferenciando-se assim, dos
respectivos materiais padrao analisados.

Para a analise de componentes principais (PCA)
foram utilizadas 7 variaveis métricas dos gridos de
polen (tabela 4): Didmetro Polar e Equatorial em Vista
Equatorial (DPVE e DEVE), Didmetro Equatorial
em Vista Polar (DEVP), Comprimento e Largura do
Colpo (CCOM e CLAR), Comprimento e Largura da
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Figuras 18-27. Fotomicrografias e eletromicrografias (MEV e MET) dos graos de polen de espécies de Napeanthus. 18-24.
Napeanthus primulifolius. 18. Vista polar. 19. Vista equatorial. 20. Analise de L.O. 21. Vista polar (MEV). 22. Vista equatorial
(MEV). 23. Detalhe da ornamentacdo (MEV). 24. Detalhe da estrutura da parede da exina, sob MET (t = teto; ¢ = columela;
nl = nexina 1; n2 = nexina 2; i = intina). 25-27. Napeanthus reitzii. 25. Vista polar. 26. Vista equatorial. 27. Analise de L.O.
Barra =5 pum (18, 20-22, 25, 27); 10 pm (19, 26); 2 pm (23); 750 nm (24).

Figures 18-27. Light, scanning and transmition electron micrographs of pollen grains of Napeanthus Gardn. 18-24. Napeanthus
primulifolius. 18. Polar view. 19. Equatorial view. 20. Analysis of L.O. 21. Polar view (SEM). 22. Equatorial view (SEM).
23. Detail of ornamentation (SEM). 24. Detail of pollen wall structure in TEM (t = tectum; ¢ = columella; n1 = nexine 1; n2 =
nexine 2; i = intine). 25-27. Napeanthus reitzii. 25. Polar view. 26. Equatorial view. 27. Analysis of L.O. Bar =5 pm (18, 20-
22,25,27); 10 um (19, 26); 2 um (23); 750 nm (24)..
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Endoabertura (ECOM e ELAR). A PCA resumiu em seus
dois primeiros eixos (figura 29) 94,7% da variabilidade
total dos dados.

O primeiro eixo resumiu sozinho 84,27% da
variancia em fungdo dos valores altamente relacionados
principalmente do comprimento e largura dos colpos

dos graos de polen (figura 29). No lado esquerdo do
eixo foram ordenadas as espécies de Besleria associadas
aos altos valores das variaveis métricas de seus graos
de poélen. Diferentemente, as espécies de Napeanthus
foram ordenadas no lado direito do eixo, associadas aos
menores valores nas variaveis.

Chave polinica para espécies dos géneros Besleria L. e Napeanthus Gardn. no Estado de Sao Paulo

1. Graos de polen psilado-perfurados ou rugulados

2. Graos de polen psilado-perfurados; colpos com extremidades afiladas; endoaberturas

LOLONZAAAS ...ttt st saeesaeesaee B. longimucronata
2. Graos de polen rugulados; colpos com extremidades arredondadas; endoaberturas
SUDCITCULATES ...ttt ettt ettt et et e et et et e e mt e e st e enteenteeabeembeenteenteenneens B. umbrosa
1. Graos de polen microrreticulados
3. Microrreticulos homobrocados; muros retos; colpos largos (> 2,00 Hm) ......ccceceeeeeieniieenieennenne B. selloana
3. Microrreticulos heterobrocados; muros sinuosos; colpos estreitos (< 2,00 um) ................... N. primulifolius
N. reitzii
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Discussao

Existem poucos dados na literatura palinologica
para os graos de polen de espécies brasileiras de
Gesneriaceae, apenas os trabalhos de Campos (1962),
Melhem & Mauro (1973), Williams (1978), Felice et al.
(1981), Melhem et al. (2003) e Fourny et al. (2010).

Besleria longimucronata ¢ B. umbrosa foram
examinadas palinologicamente por Fourny et al. (2010)
ao estudarem as espécies de Gesneriaceae ocorrentes no
Estado do Rio de Janeiro. As autoras descreveram para as
espécies, graos de polen pequenos, isopolares, prolatos,

Figura 28. Representagdo grafica do intervalo de confianga
da média a 95% dos graos de polen de espécies de Besleria
e Napeanthus. A. Diametro polar em vista equatorial.
B. Didmetro equatorial em vista equatorial. C. Didmetro
equatorial em vista polar. Os limites superiores ¢ inferiores
representam o intervalo de confianga; os circulos medianos
representam a média aritmética. As linhas horizontais na parte
superior representam o resultado do teste de Tukey. (Npri =
Napeanthus primulifolius; Nrei = N. reitzii; Blon = Besleria
longimucronata; Bumb = B. umbrosa; Bsel = B. selloana).
Os valores sdo dados em pm.

Figure 28. Representation of mean confidence interval of
in 95% of pollen grains of Besleria ¢ Napeanthus. A. Polar
diameter in equatorial view. B. Equatorial diameter in
equatorial view. C. Equatorial diameter in polar view. The
higher and lower boundaries showing the confidence interval,
the average circle showing the arithmetic mean. (Npri =
Napeanthus primulifolius; Nrei = N. reitzii; Blon = Besleria
longimucronata; Bumb = B. umbrosa; Bsel = B. selloana).
The values is in pm.
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Tabela 4. Coeficientes de correlacdo de Pearson e Kendall
entre as variaveis métricas dos grdos de podlen e os dois
primeiros eixos da ordenagdo pela PCA para as espécies
estudadas de Besleria L. e Napeanthus Gardn.

Table 4. Pearson and Kendall coefficients for pollen grain
metric variables of the first two axis of PCA ordination of
Besleria L. and Napeanthus Gardn.

Componentes
Variaveis Principais
Eixol Eixo2
DEVP (diametro equatorial em vista -0,316 0,078
polar)
DPVE (diametro polar em vista - 0,350 -0,097
equatorial)
DEVE (diametro equatorial em vista -0,314 0,107
equatorial)
CCOM (comprimento do colpo) - 0,486 -0,092
CLAR (largura do colpo) - 0,406 -0,757
ECOM (comprimento da -0,268 0,309
endoabertura)
ELAR (largura da endoabertura) -0,451 0,543
Blon g
" 1z
% Nrei
[ ]
80
ELAR
DEVE ECOM
pEvpDPVE Eixo 1 (84.27%)
0 CCOM ' Bumb W ' 8‘0 '
40
CLAR
Bsel .Npri
| 0

Figura 29. Ordenagdo, pela PCA, das espécies de Besleria ¢
Napeanthus, em fungdo das variaveis métricas dos graos de
pélen [Tabela 4]. (Blon = Besleria longimucronata; Bsel = B.
selloana; Bumb=B. umbrosa; Npri=Napeanthus primulifolius;
Nrei = N. reitzii; B= Besleria; ® = Napeanthus).

Figure 29. Biplot of PCA for Besleria and Napeanthus
species, of ate pollen grain metric variables. (Blon = Besleria
longimucronata; Bsel = B. selloana; Bumb = B. umbrosa;
Npri = Napeanthus primulifolius; Nrei = N. reitzii; B =
Besleria; ® = Napeanthus).

tectado-perfurados, 3-colpados e subtriangulares em B.
longimucronata, 3-colporados e subcirculares em B.
umbrosa. Os resultados aqui encontrados divergiram
quanto a forma (oblato-esferoidal nas duas espécies), a
abertura e 0 ambito em B. longimucronata (3-colporada
e circular), ¢ a ornamentagdo em B. umbrosa. No
presente estudo os graos de pdlen desta Gltima espécie
sdo descritos como rugulados, pois foram observadas
ondulacdes conspicuas espalhadas por toda a superficie
do grao de pélen, o que também foi descrito por Fourny
et al. (2010).

Roubik & Moreno (1981) ao estudarem os graos de
pélen, sob microscopia de luz, de 10 espécies da familia
Gesneriaceaec da Ilha de Barro Colorado (Panama)
observaram em Besleria laxiflora graos de podlen
subprolatos a esferoidais, com exina psilada e diametro
variando entre 23-25 um. Das trés espécies de Besleria
aqui estudadas, somente B. longimucronata apresentou
ornamentag¢ao psilado-perfurada semelhante, portanto,
a ornamentacao encontrada para Besleria laxiflora, por
Roubik & Moreno (1991), os quais mencionam, ainda,
a presenga de membrana granular persistente no colpo;
essa caracteristica, também foi observada, nos espécimes
aqui estudados tanto de Besleria quanto de Napeanthus.
Os valores dos diametros dos graos de polen de Besleria
laxiflora, encontrados por Roubik & Moreno (1991),
sdo similares aos aqui encontrados para as espécies de
Besleria.

Williams (1978) estudou 30 espécies neotropicais da
subfamilia Gesnerioideae analisando os graos de polen
de quatro tribos, dentre as quais Napeantheae, com uma
unica espécie. O autor mencionou que os graos de polen
de Napeanthus costaricensis sdo isopolares, reticulados.
No presente estudo, os graos de polen das espécies
N. primulifolius ¢ N. reitzii também se apresentaram
isopolares, mas com ornamentacdo microrreticulada.

Com base nos resultados aqui obtidos para as
espécies dos géneros Besleria e Napeanthus (tribos
Beslericae/Napeantheae) constatou-se a variabilidade
quanto a ornamenta¢ao da exina, confirmando os dados
de literatura para a familia Gesneriaceac (Melhem &
Mauro 1973, Salgado-Labouriau 1973, Skog 1976,
Williams 1978, Roubik & Moreno 1991, Luegmayr
1993a, b, Palee et al. 2003 e Fourny et al. 2010).

Luegmayr (1993b) ao estudar 108 espécies da
subfamilia Cyrtandroideae do Velho Mundo sob
microscopia de luz, e eletronica de varredura e de
transmissdo, estabeleceu 10 tipos polinicos com base
na ornamentagdo da exina. Com a finalidade de comparar
os graos de polen de 34 espécies de Cyrtandroideae da
Tailandia e do Laos, Palee ef al. (2003) seguiram, com
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algumas modificagdes, a classificac¢@o dos tipos de exina
estabelecidos por Luegmayr (1993b), acrescentando
a estes mais cinco tipos polinicos. Desta forma,
considerando os 15 tipos de Palee ef al. (2003), pode-
se enquadrar as espécies aqui estudadas de Napeanthus:
N. primulifolius e N. reitzii, no tipo 1 (ornamentagdo
reticulado-microrreticulada, com limens heterobrocados
tanto no apocolpo quanto no mesocolpo e sem elementos
supratectais). Besleria longimucronata enquadra-se no
tipo 8 (com ornamentagdo perfurada tanto no apocolpo
quanto no mesocolpo e sem elementos supratectais),
Besleria umbrosa no tipo 10 (com rugulas tanto no
apocolpo quanto no mesocolpo) e Besleria selloana no
tipo 11 (com ornamentacdo microrreticulada e limens
homobrocados tanto no apocolpo quanto no mesocolpo,
sem elementos supratectais).

Os dados da literatura mostram que ornamentagao
microrreticulada e reticulada s3o muito comuns nos graos
de pélen da familia Gesneriaceae, podendo ocorrer nos
géneros Cyrtandra (Luegmayr 1993a, b, Schlag-Edler
& Kiehn 2001), Chirita, Didymocarpus, Streptocarpus,
(Luegmayr 1993b, Palee et al. 2003), Asteranthera,
Seemannia, Sinningia (Felice et al. 1981), Monophyllaea
(Luegmayr  1993b), Aeschynanthus, Leptoboea,
Lysionotus, Oreocharis, Rhynchoglossum, Rhynchotechum
e Stauranthera (Palee et al. 2003), Codonanthe, Paliavana
e Sinningia (Fourny et al. 2010).

Taxonomicamente, as espécies aqui estudadas do
género Besleria, encontram-se na secao FEubesleria
(Hanst.) Benth. & Hook., B. selloana e B. umbrosa na
subsegdo Elongatae ¢ B. longimucronata na subsegio
Mirificae (Morton 1939). Estas espécies, segundo
Chautems & Matsuoka (2003), apresentam morfologia
externa bastante similar, sendo separadas somente
por caracteristicas da inflorescéncia pedunculada ou
séssil/subséssil em B. longimucronata e pelo nimero
de flores por inflorescéncia, 2-3 flores em B. umbrosa
e 6-12 flores em B. selloana. Através da ornamentagao
da exina dos graos de pélen ¢ possivel distinguir as trés
espécies de Besleria evidenciando-se, dessa forma, o
carater euripolinico do género, mas as caracteristicas
que permitiram a separagdo das espécies ndao permitiram
separa-las de acordo com as subsecgdes.

A tribo Napeantheae ¢ monotipica, o Ginico género
Napeanthus, tem duas espécies nativas no Brasil:
Napeanthus primulifolius, ocorrente nos Estados de Rio de
Janeiro, Sdo Paulo e marginalmente no Parana, e V. reitzii,
nos Estados do Parana e Santa Catarina (Leeuwenberg
(1958), A. Chautems, dados ndo publicados). Com base
principalmente em dados moleculares, Smith (2000) e
Zimmer et al. (2002) verificaram que Napeantheae e

Beslerieae sio tribos muito relacionadas, formando um
clado irmao dos outros representantes de Gesnerioideae.
Apesar de somente duas espécies terem sido tratadas
neste trabalho, verificou-se que os graos de pdlen de
Napeanthus primulifolius e N. reitzii sdo muito similares
e a separacdo dessas espécies ocorreu, apenas, com base
em dados quantitativos, o que indica, possivelmente, que
a morfologia polinica seja constante no género.

Aordenagdo obtidaatravés daanalise de componentes
principais dos graos de polen das espécies de Besleria e
Napeanthus estudadas corroborou os dados quantitativos
dos graos de polen permitindo separar as espécies, em
funcdo das maiores medidas para os graos de polen de
Besleria e as menores em Napeanthus.

A diferenca morfologica para os graos de polen,
tanto em relacdo ao tamanho dos grdos de polen
quanto a ornamentagdo da exina, revelou-se um carater
importante, principalmente em nivel especifico, para
0 posicionamento das espécies. Apesar de restrito
a taxons nativos do Estado de Sdo Paulo (exceto M.
reitzii), os dados da morfologia polinica em Beslericae
e Napeantheae corroboram o reconhecimento destas
tribos como propostas por Wiehler (1983), Smith (1996)
e Smith et al. (1997), e Zimmer et al. (2002). Pode-se
concluir, entdo, que a morfologia polinica ¢ um bom
recurso para a taxonomia dos géneros de Gesneriaceae
estudados.
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