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Resumo

Em Poaceae, as ligulas sdo um dos melhores caracteres vegetativos para identificacéo, variando
principalmente quanto a sua posicao e morfologia. Todavia, ainda ndo ha um consenso quanto
a sua natureza e diversidade em um contexto evolutivo em Poaceae. Assim, o trabalho teve
como objetivos: (i) realizar uma revisdo para melhor compreender as variagdes morfoldgicas,
conceituais e de diversidade estrutural das ligulas em gramineas; (ii) compreender a evolucao
deste carater em Poaceae; (iii) analisar, sob o ponto de vista morfoldgico e anatémico, ligulas
de diferentes morfologias e em diferentes subfamilias; e (iv) avaliar o desenvolvimento de
diferentes morfologias das ligulas na busca de um melhor entendimento sobre seu
conceito/definicdo. No que concerne a revisdo, além da clareza para 0s termos
homoligulado/heteroligulado e vascularizado ou ndo, podendo ser heterovascularizado, foram
identificadas cinco hipdteses para a definicdo de ligulas. Com base nos dados do GrassBase
observamos que 92,56% dos representantes da familia tém ligulas ventrais homoliguladas,
0,96% ndo exibem ligula, 4,73% nado apresentam dados na base de dados; 1,75% tém ligulas
ventrais heteroliguladas. Ligulas ventrais membranosas sdéo comuns em Puelioideae e no clado
BOP, membranosa-ciliada em Pharoideae, e ligulas ciliadas em Anomochlooideae e clado
PACMAD, sendo Panicoideae a subfamilia com a maior diversidade morfoldgica de ligulas.
Embora as ligulas ventrais homoliguladas e ciliadas sejam consideradas estados ancestrais mais
provavel nas Poaceae, varias reversdes ocorreram dentro das subfamilias. Ja as ligulas dorsais
sdo comuns em Puelioideae e Bambusoideae. Para as analises morfoldgicas e anatémicas, por
meio de microscopia Optica e de varredura, foram selecionadas 18 espécies com diferentes tipos
de ligulas e em diferentes subfamilias; 16 destas foram também analisadas quanto a ontogenia
foliar. Onze, das 18 espécies, apresentam alteracdes na tipologia da ligula registrada na
literatura. Morfologicamente, o tipo de insercdo da ligula também revela potencial diagndstico,
com seis diferentes tipos de padrfes, dos quais 0 arco convexo assimétrico foi o tipo mais
comum observado. A anatomia de ligulas desenvolvidas varia quanto a(o): regido abaxial e
marginal da ligula, nimero de camadas de parénquima, presenca ou auséncia de espacos
intercelulares no parénguima, presenca de esclerénquima e sistema vascular. Os dados de
ontogenia revelam que, independentemente do tipo de ligula, o desenvolvimento ocorre em trés
estadios: (i) pré-ligula, caracterizado por divisdes anticlinais e periclinais da epiderme; (ii)
inicial, demarcada estruturalmente por uma constri¢do na porgédo superior e divisdes anticlinais
e periclinais da regido subepidérmica; e (iii) tardio, que é a fase de crescimento e
individualizacdo da ligula que ocorre concomitantemente ao alongamento da bainha. A
auséncia de primordio revela que, nas espécies analisadas, a ligula mostra-se como uma
expansdo da porcdo superior da bainha, o que ndo descarta o fato de que morfologicamente
pode ser considerado como uma estrutura a parte das demais regides foliares devido ao seu
valor diagndstico. Vale destacar ainda que a auséncia da ligula em Streptochaeta spicata
(Anomochlooideae), além de apresentar valor taxondmico, mostra-se com importante
implicacdo evolutiva. Com este estudo das ligulas ventrais em Poaceae por meio de diferentes
abordagens foi possivel obter uma maior clareza sobre sua definicdo na familia, ampliar o
conhecimento sobre a diversidade morfologica e anatdmica e corrigir certas incongruéncias
observadas na literatura. Todavia, dada a amplitude da temética outros estudos acurados deste
carater ainda se fazem necessarios.

Palavras-chaves: Anatomia foliar, base foliar, desenvolvimento foliar, graminea, morfologia
da ligula.



Abstract

In Poaceae, ligules are one of the best vegetative characters for identification, varying
especially in their position and morphology. However, there is still no consensus about its
nature and diversity in an evolutionary context in Poaceae. Thus, the objectives of this work
were: (i) to perform a review to better understand the morphological, conceptual and structural
diversity variations of the ligules in grasses; (ii) to understand how this character evolved in
Poaceae; (iil) to analyze, under the morphological and anatomical point of view, ligules of
different morphologies and different subfamilies; and (iv) to investigate the development of
ligules having different morphologies, in order to better understand its concept/definition. Data
obtained in the review clarified the terms homoligulated/heteroligulated and vascularized or
not, which may also be heterovascularized, five hypotheses have been identified for the
definition of ligules. Based on data gathered from GrassBase we observed that 92.56% of the
representatives of the grasses, have homoligulated ventral ligules, 0.96% have no ligule, 4.73%
have no data in the database; 1.75% have heteroligulated ventral ligules. We also found that
membranous ventral ligules are common in Puelioideae and the BOP clade, membranous-
ciliated in Pharoideae, and ciliated ligules in Anomochlooideae and PACMAD clade.
Panicoideae is diagnosed as the subfamily with the greatest morphological diversity of ligules.
Homoligulate and ciliated ventral ligules were reconstructed as plesiomorphic in the Poaceae,
several reversals have occurred within subfamilies. Dorsal ligules are common in Puelioideae
and Bambusoideae. For morphological and anatomical analyses, by means of light and
scanning microscopy, 18 species with various types of ligules and in different subfamilies were
selected; 16 of these proceeded to the analyses of leaf ontogeny. 11, of the 18 species, presented
types of ligule that differ from information in the literature. Morphologically, the type of ligule
insertion was found to be a potential diagnostic character with six different patterns, of which
the asymmetrical convex arch was the most common type. The anatomy of developed ligules
varied with respect to: abaxial and marginal region of the ligule, number of parenchyma layers,
presence or absence of intercellular spaces in the parenchyma, presence of sclerenchyma, and
vascular system. Ontogetic data revealed that, regardless of the type of ligule, development
occurs in three stages:(i) pre-ligula, characterized by anticlinal and periclinal divisions of the
epidermis; (ii) inicial, structurally demarcated by a constriction in the upper portion and
anticlinal and periclinal divisions of the subepidermal region; and (iii) final, which is the phase
of growth and individualization of the ligule that occurs concomitantly with the elongation of
the sheath. The absence of a primordium reveals that, at least in the species analyzed, the leaflet
shows itself as an expansion of the upper portion of the sheath, which does not discard the fact
that morphologically it can be considered as a separate structure from the other leaf regions due
to its diagnostic value. It is important to emphasize that the absence of the ligule in
Streptochaeta spicata (Anomochlooideae), besides presenting taxonomic value has important
evolutionary implications. This study of the ventral ligules in Poaceae, using different
approaches, clarified the definition of this character in the family, improved the knowledge on
its morphology and anatomy, and corrected certain inconsistencies observed in the literature.
However, given the broadness of the theme, further accurate studies of this character are still
necessary.

Key words: leaf anatomy, leaf base, leaf development, grasses, leaf morphology.
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Introducao Geral

Caracteres morfologicos geralmente fornecem a maior parte da informacdo usada na
identificacdo de espécies vegetais, a partir de suas estruturas reprodutivas ou vegetativas (Judd
et al., 2009). No tocante as estruturas vegetativas, as folhas sdo as que exibem as mais extensas
variedades de formas e estruturas (Vidal & Vidal, 1992).

Neste aspecto, diversos caracteres da lamina foliar sdo importantes na taxonomia de
determinados grupos como: formato, divisdo do limbo, tamanho, tipo de margem, formato do
apice e da margem da lamina foliar, venacao, filotaxia (Bell & Bryan, 2008; Ellis et al., 2009),
além de caracteristicas da base foliar como: presenca e arranjo do peciolo, bainha, estipulas,
Ocrea, auriculas e ligulas (Arber,1925; Bell & Bryan, 2008).

O termo ligula é comumente empregado em certos grupos de licéfitas (Selaginella e
Isoetes) e em monocotiledoneas (Alismastales, Zingibelares e Poales). Contudo, esta
terminologia deve ser usada com cuidado uma vez que ndo representam estruturas homologas
nesses grupos taxondmicos (Rudall & Buzgo, 2002).

Em Poales este carater surgiu pelo menos duas vezes, sendo encontrado em seis diferentes
familias: Juncaceae, Cyperaceae, Flagellariaceae, Joinvilleaceae, Ecdeiocoleaceae e Poaceae
(Stevens, 2001). Destas familias, a que apresenta maior variagdo da estrutura é Poaceae
(Metcalfe, 1960), distinguindo-se, principalmente, pela: vascularizagdo (Mauseth, 1988),
posicao (p.ex. dorsais e ventrais) (McClure, 1966; Mitideri, 1992; Longhi-Wagner et al., 2001),
morfologia (Neumann, 1938; Metcalfe, 1960; Soreng & Davis, 1998; Longhi-Wagner et al.,
2001; Clayton et al., 2006; Oliveira et al., 2016), tamanho (Dahlgren et al., 1985; Klapp, 1987),
consisténcia, indumento, cor, forma e margem (Looman, 1982; Klapp, 1987; Mitidieri, 1992;
Clayton et al., 2006; Gandhi et al., 2016; lbrahim et al., 2016). Devido a esta variacdo é
considerada por muitos autores como um carater de grande valor taxonémico (Clifford, 1969;
Webster & Reyna, 1988; Hubbard, 1992; GPWG et al., 2001; Longhi-Wagner et al., 2001;
Michelangeli et al., 2003; Das et al., 2008), especialmente na distin¢do entre as tribos (Tzvele,
1989).

Embora mais de um tipo de ligula possa ocorrer nas subfamilias de Poaceae (Watson &
Dallwitz, 1992; Longhi-Wagner et al., 2001), Kellogg (2015) cita que ligulas dorsais
membranosas predominam entre os membros do clado BOP (Bambusoideae, Oryzoideae e
Pooideae), enquanto as ciliadas nas subfamilias do clado PACMAD (Panicoideae,

Avristidoideae, Chloridoideae, Micrairoideae, Arundinoideae e Danthonioideae).
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Todavia ndo se sabe como ocorre, de fato, a distribuicdo das ligulas nas diferentes
subfamilias, especialmente referente as ligulas membranosas-ciliadas. Alguns autores sugerem
que as ligulas pilosas sdo resultado da reducdo de ligulas membranosas ocorrida durante a
evolucdo do carater no grupo, e que, portanto, as ligulas membranosas-ciliadas seriam um
estadio intermediério entre as duas (Metcalfe, 1960; Gould, 1968; Hubbard, 1992; Chaffey,
2000).

Historicamente, muitos autores tentaram definir o que € ligula em Poaceae, tendo cinco
hipdteses principais: (i) extensdo da bainha, (ii) regido distinta da bainha e lamina foliar da
folha de gramineas, (iii) uma estipula, ou tipo de estipula, (iv) extensdo da base da lamina foliar,
e (v) uma fusdo de diferentes estruturas, como sera explorado em mais detalhes no capitulo 1.
Todavia, tais definicdes tomam como ponto de partida principalmente estudos sobre a
morfologia de ligulas membranosas.

Anatomicamente, dos trés tipos morfologicos de ligulas existentes, as ligulas
membranosas foram as que detiveram mais atengdo (Arber, 1923; Philipson, 1935; Chaffey,
1982, 1983, 1984, 1985a, 1985h, 1985c, 1985d, 1985e, 1994, 2000; Sylvester et al., 1990;
Rudall & Buzgo, 2002; Szabd et al., 2006).

Tal estrutura é descrita por Chaffey (2000) como apresentando um sistema de
revestimento constituido por uma epiderme unisseriada, com face adaxial e abaxial distintas; a
face adaxial da epiderme apresenta apenas células longas, enquanto a face abaxial é composta
por diversos elementos estruturais (p.ex. tricomas do tipo espinho e ganchos). Outras diferencas
marcantes entre as duas faces da epiderme, destacadas por este autor, referem-se a espessura
da cuticula e da parede tangencial externa, bem como caracteres ultraestruturais.

Uma vez que as ligulas demarcam a juncao entre a bainha e a ldmina, sua ocorréncia tem
sido usada como marcador estrutural nos estudos de desenvolvimento foliar (Rudall & Buzgo,
2002; Foster & Timmermans, 2009). Para Freeling et al. (1988) o desenvolvimento da regido
ligulada, na qual estdo presentes ligula e auricula, envolve uma coordenacao precisa de varios
processos complexos que ocorrem em diferentes tecidos. Do ponto de vista micromorfol6gico,
o desenvolvimento de ligulas foi estudado para Zea mays L.; nesta espécie, uma banda pré-
ligular, constituida por uma faixa linear de células quadradas entre a lamina foliar e a bainha,
surge no terceiro plastocrono (P3); posteriormente, as células da banda pre-ligular dividem-se
periclinalmente e alongam-se para produzir a ligula membranosa (Sylvester et al., 1990). O
mesmo processo descrito para Z. mays (Panicoideae) foi observado por Fahn (1990) em Oryza

sativa L. (Oryzoideae), duas espécies que apresentam ligula membranosa. Portanto, faltam
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estudos que foquem nas demais morfologias de ligulas e que utilizem diferentes metodologias
para compreensdo da ontogenia da estrutura.

Do ponto de vista morfoanatémico, o desenvolvimento foliar das angiospermas continua
menos compreendido em relacdo ao de outros 6rgdos (Cruz, 2013). Das partes da folha, de
forma mais especifica de folhas de Poaceae, a ligula é a regido mais negligenciada diante da
grande variedade de tipos morfolégicos (Szabo et al., 2006), sendo necessaria uma analise mais
aprofundada destas estruturas em um contexto anatémico e de desenvolvimento, especialmente
das ligulas presentes no clado das comelinideas (Rudall & Buzgo, 2002), no qual se insere a

familia.

Estrutura geral da tese

O trabalho esté dividido em trés capitulos; o primeiro trata de uma revisdo que objetiva
apresentar as variagdes estruturais da ligula, bem como a diversidade de conceitos em mais de
dois séculos de estudos envolvendo gramineas. Além disso, traz também a variacdo na
morfologia da ligula nas 12 subfamilias de Poaceae, bem como o entendimento de como
ocorreu essa variagao por meio da reconstrucao de estados ancestrais.

No segundo capitulo sdo apresentados os aspectos morfoldgicos e anatémicos de ligulas
membranosas, membranosas-ciliadas e ciliadas em 18 espécies de oito subfamilias de Poaceae.
Além de um maior entendimento sobre as ligulas das espécies selecionadas do ponto de vista
morfoldgico e anatdbmicos, procurando ampliar o conhecimento destes caracteres na familia.

Por fim, o terceiro capitulo, por meio de uma abordagem ontogenética em 16 espécies de
oito subfamilias com diferentes morfologias de ligula, procura conceituar as ligulas em
Poaceae, bem como apresentar novas implicacfes para a a histdria evolutiva deste carater na

familia.
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Consideracgoes finais

As ligulas de Poaceae mostram-se como uma importante estrutura diagnostica, podendo
ocorrer na por¢do ventral (mais comum) ou dorsal das folhas (folhas do colmo ou folhas do
ramo). Morfologicamente, ha 3-4 tipologias comuns encontradas na literatura: membranosa,
membranosa-ciliada (que pode se dividir em ciliolate membrane e ciliate membrane) ou
ciliada. As espécies ainda podem ser definidas como homoligulada ou heteroligulada e
vascularizada e ndo vascularizada, podendo apresentar dimorfismo quanto a vascularizagdo. As
demais caracteristicas morfologicas encontradas na literatura (p.ex. tamanho e formato da
margem) sdo mais frequentes para ligulas membranosas.

Quanto a representatividade dos tipos de ligula na familia, foi diagnosticado que do ponto
de vista quantitativo, as ligulas ventrais membranosas sdo as mais comuns especialmente no
clado BOP, Pharoideae mostra-se como Unica subfamilia em que ha predominéancia de ligulas
membranosas-ciliadas; as ligulas ciliadas sdo mais comuns em Anomochlooideae e no Clado
PACMAD. Ligulas dorsais sdo comuns em Pharoideae e Bambusoideae (Bambusae e
Arundinarieae). Considerando a grande variacdo estrutural, desde o ano de 1800 foram
propostas cinco diferentes hip6teses para tentar definir a ligula em Poaceae, destas as mais
frequentes foram: (i) ligulas como extensdo do apice da bainha, e (ii) ligula como uma regiao
especifica das folhas de gramineas.

As andlises ontogenéticas realizadas com espécies de diferentes morfologias e em
distintas subfamilias corrobora a ideia de que a ligula é uma extensao do &pice da bainha foliar,
uma vez que: (i) ndo apresenta separacdo na fase de primordio foliar, (ii) apresenta uma
constricdo na porc¢do superior das ligulas em estadio inicial, e (iii) a separacao/individualizacado
de fato ocorre no estadio tardio concomitante ao alongamento da bainha. Todavia, do ponto de
vista morfoldgico pode ser considerada como uma estrutura peculiar devido apresentar diversas
caracteristicas com valor diagndéstico para a taxonomia de Poaceae.

Além dos aspectos morfolégicos comumente descritos na literatura, observamos que a
insercdo da ligula na bainha pode apresentar, pelo menos, seis padrdes diferentes que também
poderiam auxiliar a distinguir as espécies. Tais padrfes tém relagdo direta com a formacéo e
crescimento da ligula. A analise morfologica também identificou, para algumas espécies, certas
incongruéncias dos tipos de ligulas observados com o relatado na literatura, demonstrando que
este carater precisa ser verificado com mais detalhes nas espécies, inclusive para ter uma

melhor compreenséo da sua histéria evolutiva na familia.
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No que concerne a reconstrugdo do carater ancestral das ligulas de Poaceae, com base
nos dados do GrassBase, observamos que o0 ancestral de gramineas apresenta homoliguladas e
ciliadas; no entanto, ha mudandas de estado de carater para ligulas membranosas
(predominantemente no clado BOP) com inversdes pontuais no grupo. O clado PACMAD
mantém a caracteristica ancestral com revers@es para o tipo membranoso, especialmente em
Panicoideae. Ndo h&a uma linearidade entre as mudancas nos estados de carater. Em Poaceae,
ao contrario do que ocorre em outras familias de monocotiledoneas, a caracteristica de ligula
ausente aparentemente é derivada. Todavia, estudos morfologicos, anatbmicos e ontogenéticos
de Streptochaeta spicata (Anomochlooideae) demostram que esta espécie ndo apresenta ligula
evidente, nem ligula latente, caracterizando-a como ligula ausente. Esta informacéo, além de
apresentar valor taxondmico, mostra-se com importante implicagdo evolutiva uma vez que
pode caracterizar que o ancestral de Poaceae nao apresentava ligulas (como ¢ comum em outras
Poales) e que este carater se diversificou grandemente dentro da familia, ja nas primeiras
linhagens.

Anatomicamente, diferente do que € comumente relatado em alguns trabalhos, as ligulas
apresentam grande variagdo estrutural, principalmente no que se refere a(o0): bordo, indumento
da face abaxial e da regido marginal, nimero de camadas do parénquima de preenchimento,
presenca ou auséncia de espacos intercelulares no parénquima e a presenca de esclerénquima e
sistema vascular.

Considerando que estudos morfoanatomicos e ontogenéticos da regido ligular das folhas
de Poaceae ainda sdo incipientes, este trabalho trouxe, por meio de diferentes abordagens, uma
melhor defini¢do deste carater na familia, bem como também ampliou o conhecimento sobre a
diversidade morfoldgica e anatomica das ligulas de gramineas; ao mesmo tempo que corrige
certas incongruéncias observadas na literatura. Todavia, também instigam muitas perguntas,
algumas das quais estdo expostas ao longo do texto, que igualmente deveriam ser respondidas
0 quanto antes para a melhor compreensao dessa estrutura, de modo que outros estudos

acurados da ligula ainda se fazem necessario.
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ontogenética. Para este estudo realizou diversas expedi¢fes para coletas de gramineas em
ambientes bem distintos do Ceard, Brasilia e S8o Paulo. Os resultados deste trabalho estdo
apresentados nesta tese. Atualmente, € Coordenador do Ndcleo de Especialistas em Anatomia
Vegetal da Sociedade Botanica do Brasil (2021-2023), bem como também compde a equipe
organizadora do canal do YouTube AnatoEncontros e a moderagdo da pagina

anatomiavegetal _sbb no Instagram.



