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RESUMO
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CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DA EMBRIOLOGIA EM TILLANDSIA
AERANTHOS (LOIS.) L. B. SM. (TILLANDSIOIDEAE-BROMELIACEAE)
AUTORA: CRISTIELE SPAT
ORIENTADOR: JOAO MARCELO SANTOS DE OLIVEIRA
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Bromeliaceae possui grande diversidade de espécies na regido neotropical, compreendendo
cerca de 3140 espécies, sendo 551 do género Tillandsia. O presente trabalho teve como
objetivo descrever o desenvolvimento da antera e do rudimento seminal, além da
caracterizacdo da espogénese e gametogénese, com a finalidade de auxiliar na taxonomia e
filogenia da familia, ainda em fase de mudanca. Tillandsia aeranthos, apresenta flores com
estames em numero de seis e ovario supero, tricarpelar. Na antera, o desenvolvimento dos
estratos parietais é do tipo “misto”, formado por epiderme, endotécio, camada média e tapete.
A epiderme é papilada e o tapete é do tipo secretor. A microsporogénese é sucessiva com
clivagem do tipo centrifuga, onde s&o formadas tétrades isobilaterais e decussadas. Apos a
liberacdo do andrdspro da tétrade, ocorre a primeira divisdo do grdo de pdlen e é precedida
por vacuolacdo. Ap6s mitose, é formada a célula generativa e a célula vegetativa, separadas
por uma parede de calose. O androfito é liberado bicelular. O rudimento seminal de Tillandsia
aeranthos é anatropo, bitegumentado e crassinucelado, com placentacdo axial. O rudimento
seminal tem origem na camada subdérmica da placenta. Os tegumentos sdo de origem
dérmica. A inicial arquesporial da origem & célula méae de ginésporo (CMG). A CMG sofre o
primeiro ciclo meidtico que origina uma diade de gindsporo com presenca de calose ao redor.
O segundo ciclo meidtico da origem a tétrade linear de gindsporo, tornando-se o ginésporo
calazal funcional. O ginosporo funcional diferencia-se em um gametofito uninucleado que
ap6s mitoses origina um gametofito bi e tetranucleado. Esse tipo de desenvolvimento do
ginéfito é do tipo monospdrico e Polygonum, onde o ginofito apresenta sete células e oito
ndcleos, com a presenca de duas sinérgides, uma oosfera, formando o aparelho oosférico e
trés antipodas. Os nucleos polares de fusionam antes da fecundacao.

Palavras-chave: antera, androsporogénese, andréfito, ginofito, embriologia.
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Bromeliaceae owns a huge diversity of species in the Neotropical region, comprising about
3140 species, in which 551 consist of the genus Tillandsia. The article aims the descritption,
of the anther development and ovule as the esporogenesis and gametogenesis characterization
as well, in order to make easier both the taxonomy and philogeny of the family, which is still
in process of change. Tillandsia aeranthos (Lois.) L. B. Sm. contains six stamens flowers;
superior, tricarpellate and trilocular ovary. The pattern of development of the anther wall is
characterized as mixed-type. Androsporangium is formed by epidermis, middle layers,
endothecium and tapetum. The tapetum is the secretor-type. Meiosis is the successive-type
with cleavage of the centrifugal type. The tetrads formed are decussate or isobilateral. The
first division of the pollen is preceded by vacuolation, it is assymmetric and produce both
generative and vegetative cells. The two cells formed are separated by a callose wall. The
mature grain pollen is bicelullar. The ovule of Tillandsia aeranthos is anatropus, bitegmic and
crassinucellate, with axial placentation. The ovule originates in the subdermal layer (zone II)
of the placentae. The integument nucellar epidermis is originated by divisions in the dermal
layers. One to three ginospore mother celss, which are originated by divisions in archesporial
cell, undergo meiotic divisions development a linear tetrad, with presence callosic wall. Only
the chalazal ginospore becomes functional. The functional ginospore differs in that a
gametophyte uninucleate after mitosis and yields a two-nucleate and four-nucleate
gametophyte. The female gametophyte has a monosporic origin and a Polygonum-type
development. The female gametophyte consists of two synergids, an egg cell, three antipodes
and two polar nuclei. Polar nuclei fuse prior to fertilization.

Keywords: anther, androsporogenesis, grain pollen, female gametophyte, embryology.
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INTRODUCAO

Bromeliaceae € uma familia de grande diversidade da regido neotropical, ocupando
uma variedade de habitats, desde ambientes montanhosos até a mata atlantica,
compreendendo comportamento terrestre e epifito.

As bromélias apresentam folhas alternas e espiraladas, em geral formando uma roseta
basal em forma de cisterna que acumula dgua e matéria organica criando um meio favoravel a
manutencdo de fauna propria (Tomlinson 1969). Esta familia é muito conhecida pelo seu
grande potencial ornamental. Além de seu uso ornamental, muitas espécies sdo utilizadas pelo
homem como fonte de fibra para manufaturas, na medicina e na alimentacéo.

As populacbes naturais de bromélias, de maneira geral, vém sendo destruidas e
ameacadas, estando varias espécies presentes na lista vermelha publicada pelo ITUCN (The
World Conservation Union - www.iucnredlist.org/), a qual a Tillandsia aeranthos esta
incluida. Dois motivos principais estdo envolvidos na ameaca as espécies de Bromeliaceae: o
extrativismo ilegal das plantas e a destruigdo e fragmentacdo de seu habitat. A Mata Atlantica,
a qual constitui um dos principais centros de diversidade da familia, € um dos biomas com
maiores indices de destruicdo do planeta (Heringer & Montenegro, 2000), ocorrendo a
fragmentacdo das populacdes.

Esse contexto gera o declinio, em populagdes naturais, de grande parte do seu material
genético. Assim, informacgdes sobre o desenvolvimento embrioldgico do pdlen e da antera
permitem a melhor caracterizacdo das espécies com aplicacdo tanto em taxonomia quanto em
programas de conservacao.

Os caracteres reprodutivos sdo mais estaveis que 0s caracteres vegetativos e propiciam
maior confiabilidade as relagdes filogenéticas, as quais se encontram ainda em fase de
mudancas na familia Bromeliaceae. De maneira geral, os estudos anatdmicos envolvendo
6rgdos reprodutivos em plantas sdo realizados em algumas espécies apenas, cujos resultados
permitem apenas generalizacGes sobre processos embrioldgicos nos grupos taxondmicos
considerados. Associado ao usual reduzido nimero de trabalhos embriologicos, se observa
que tais trabalhos ndo contemplam todos os aspectos da esporogénese e/ou gametogénese e,
principalmente, ndo contemplam a formacao inicial dos esporangios a partir dos meristemas
florais. Tal contexto se aplica a Bromeliaceae, assim, sdo necessarios esforcos para estudos
sobre aspectos estruturais dos processos reprodutivos, 0s quais podem apresentar aplicacfes

diversas como refinamento da circunscricdo taxondmica e/ou filogenética ou ainda ser
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utilizados em estratégias de conservacdo com a aplicacdo de tais resultados na propagacgéo
clonal com a intengdo de oferta de mudas comerciais, minimizando o impacto predatorio
sofrido por espécies vegetais notoriamente ornamentais, tipicas em Bromeliaceae, e/ou
medicinais.

Portanto, o presente estudo faz parte do esforco de producdo de conhecimento
estrutural sobre a ontogénese do androsporangio e do ginosporangio, androsporogénese e
ginosporogénese, androgametogénese e ginogametogénese em Tillandsia aeranthos. Foram
abordados aspectos da embriologia na espécie, visto que esses dados ainda ndo foram
extensivamente abordados na familia, podendo, portanto revelar aspectos importantes sobre o

desenvolvimento das espécies pertencente a familia Bromeliaceae.

1. OBJETIVO GERAL

Descrever a ontogenia da antera e do rudimento seminal de Tillandsia aeranthos.

1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Distinguir o padrdo de formacédo dos estratos parietais das anteras;

e Explicar a formacéo inicial do rudimento seminal a partir da placenta,

e Reconhecer citologicamente 0s estratos parietais das anteras ao longo do
desenvolvimento;

e Descrever o padrao de formacao dos andrdsporos e gindsporos;

e Caracterizar a esporoderme;

Caracterizar o androfito e o ginofito;
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2. BROMELIACEAE

2.1 ASPECTOS TAXONOMICOS

Bromeliaceae contempla, atualmente, cerca de 3400 espécies distribuidas em 58
géneros (Givnish et al., 2011). Sua distribuicdo geografica é tipicamente neotropical (Smith &
Downs, 1974), com excecdo da espécie Pitcairnia feliciana (A. Chev.) Harms & Mildbr
(Jacques-Felix, 2000), nativa do oeste da Africa.

As especies de Bromeliaceae sdo encontradas em uma grande variedade de habitats.
As mesofitas prevalecem em ambientes com alta umidade, como em florestas tropicais,
enquanto as xerofitas com metabolismo acido das crassulaceas (CAM) sdo capazes de habitar
ambientes secos, como em savanas, campos rupestres, ambientes desérticos e mesmo sobre
rochas nuas (Linder & Rudall, 2005).

Atualmente, segundo APG Il (2009), Bromeliaceae, juntamente com outras 16
familias, pertencem a Poales. A monofilia de Poales é bem sustentada por caracteres
moleculares (Linder & Rudall, 2005). A ordem Poales compreende 7% de todas as
Angiospermas e 33% das monocotiled6neas, incluindo taxons importantes economicamente e
ecologicamente (Givnish et al., 2010). Bromeliaceae, ocupa uma posic¢do basal em relacdo as
demais familias, representando, assim um clado de divergéncia precoce dentro da ordem
(Linder & Rudall, 2005, Givnish. et al. 2010).

Os estudos filogenéticos sustentam a monofilia de Bromeliaceae (Barfuss et al., 2005,
Givnish et al., 20011). Tradicionalmente sdo reconhecidas trés subfamilias de Bromeliaceae:
Pitcairnioideae, Tillandsioideae e Bromelioideae (Smith & Downs, 1974), separada pela
morfologia das flores, dos frutos e das sementes. Bromelioideae apresenta ovario infero,
frutos bactaceos e sementes ditas nuas; Pitcainioideae apresenta sementes aladas (ou
raramente nuas), fruto capsular deiscente e ovario supero; Tillandsioideae apresenta ovario
stpero e sementes possuidoras de apéndices plumosos (Smith & Downs, 1974, 1977, 1979).

Por estudos moleculares o nimero de subfamilias foi ampliado para oito, sendo essa
uma classificacdo mais natural: Brocchinioideae, Lindmanioideae, Tillandsioideae,
Hechtioideae, Navioideae, Pitcairnioideae, Puyoideae e Bromelioideae (Givnish et al., 2007).
O trabalho de Givnish et al.,, (2007) confirmou a monofilia de Tillandsioideae e

Bromelioideae e resolveu a parafilia de Ptcairnioideae com a proposi¢cdo de cinco novas
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subfamilias a partir da mesma. Em recentes estudos moleculares, estas oito subfamilias estéo
bem suportadas, sendo ainda sugerido por estes autores o abandono da classificacdo
tradicional em trés subfamilias. As subfamilias que ocorrem naturalmente no Brasil sdo
Tillandsioideae, Bromelioideae e Pitcairnioideae (Smith & Downs 1974, 1977, 1979;
Haussen, 1992).

As subfamilias Tillandsioideae e Bromelioideae apresentam problemas de
circunscricdo de géneros e espécies (Smith & Downs 1977, 1979; Barfuss et al., 2005).
Apesar da importante contribuicdo de diversos autores a sistematica dessas duas subfamilias
(Terry et al., 1997a,b; Horres et al., 2000; Barfuss et al.; 2005), as relacdes sistematicas ainda
permanecem muito artificiais dentro da familia. Mesmo apds alguns avanc¢os na classificacdo
das subfamilias de Bromeliaceae resultando na formacdo de agrupamentos naturais, a
delimitacdo de géneros tem sido bastante discutida (Givnish et al.; 2011), incluindo
Tillandsia, que representa um género parafilético. Assim, a persisténcia desses problemas
taxonémicos e sistematicos demonstra necessidade de continuar os trabalhos filogenéticos e
investir na busca por novas abordagens, como trabalhos em morfologia comparada, para

estabelecimento dessas relagdes.

2.2 ASPECTOS REPRODUTIVOS

Na familia ocorre a combinacdo de dois modos de reproducdo, um por via de produc¢ao
de sementes e outro por propagacéo clonal (Benzing, 2000). No processo reprodutivo através
de sementes, hd o processo que envolve a fusdo de gametas. A propagacdo clonal pode ser
suficiente para manter o crescimento da populacdo, quando o outro modo se torna ausente,
sendo esta uma importante estratégia para a disseminagdo das espécies (Vosgueritchian &
Buzato, 2006). A maioria das espécies de Bromeliaceae possui flores completas, porém ocorre
dioicia (Benzing. et al., 2000; Forzza, 2001) e a andromonoicia (Ramirez, 2001).

Muitas espécies possuem atrativos para os polinizadores (Vosgueritchian & Buzato,
2006), sendo as inflorescéncias um desses atrativos. As bromélias apresentam uma grande
diversidade de tipos de inflorescéncias, podendo ser simples ou compostas, geralmente
indeterminadas, com presenca de bracteas coloridas e vistosas (Benzing, 2000). As flores
apresentam perianto heteroclamideo, trimero, sendo as pecas florais livres entre si ou

fusionadas de diferentes formas. No androceu, os estames sdo em nimero de seis, com 0S
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filetes livres ou fusionados entre si ou epipétalos. O gineceu € tricarpelar e ovarios superos,
exceto Bromelioideae que possui ovéario infero. Os frutos sdo do tipo capsula ou baga,
exclusivo de Bromelioideae. As sementes podem ser nuas, aladas ou plumosas (Smith &
Downs, 1974, 1677, 1979; Reitz, 1983).

2.3 ASPECTOS ECOLOGICOS

As espécies de Bromeliaceae apresentam folhas simples alternas ou espiraladas com
entrends extremamente curtos, apresentando aspecto de roseta; o contexto que envolve a
morfologia foliar, filotaxia e estrutura caulinar permite que tais individuos acumulem &gua, a
semelhanca de uma cisterna, também usualmente definida como um tanque. Além da agua,
matéria organica e inorganica se acumulam na cisterna criando um micro-habitat para uma
fauna variada (Tomlinson, 1969, Reitz, 1983). Tal fato torna as bromélias componentes
importantes nos ecossistemas tropicais e subtropicais.

As bromélias apresentam uma tolerancia excepcional para ambientes com restricdo
hidrica e uma capacidade para desenvolver-se em substratos pobres em nutrientes, possuindo
varias caracteristicas que configuram essa adaptacdo. Uma das caracteristicas estruturais é
definida pela formagdo da cisterna, promovendo parte da tolerdncia ao estresse. O
metabolismo CAM, presente em espécies de bromeliaceas, comum em espécies terrestres e
epifiticas, promove a economia de 4gua, 0 que ajuda muitas populacGes a sobreviver em secas
sazonais (Benzing, 1974; Crayn et al., 2000). Esse tipo de metabolismo faz com que a perda
de agua por transpiracdo seja reduzida, pois absorve CO2 a noite, sendo essa uma eficiente
estratégia dessas plantas para 0 uso da agua, uma vantagem adaptativa em ambientes secos
(Quezada, 2011).

As folhas das bromélias, inclusive de Tillandsioideae, apresentam escamas peltadas
que tem a funcdo de absorcdo de dgua e nutrientes, caracteristica muito importante na familia
(Tomlinson, 1969; Benzing, 1980). Alem de reduzir a transpiracéo e a fotoinjaria, serve como
barreira para predadores e patdgenos, alem de atragdo para polinizadores (Benzing, 2000). A

raiz, nesse contexto, € responsavel pela fixagdo do individuo em uma dada superficie.
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3. TILLANDSIOIDEAE

Tillandsioideae é a maior subfamilia com, aproximadamente, 1100 espécies
distribuidas em nove géneros: Alcantarea (16 spp.), Catopsis (21 spp.), Pitcairnia (2 spp.),
Guzmania (176 spp.), Mezobromelia (9 spp.), Racinaea (56 spp.), Tillandsia (551 spp.),
Vriesea (188 spp.) e Werauhia (73 spp.) (Till, 2000).

Essa subfamilia compreende ervas rosuladas caracterizadas por tricomas peltados
dispostos na margem da folha, presenca de ovario supero e frutos do tipo capsulas que contém
sementes com apéndices plumosos (Till, 2000). As flores de Tillandsioideae sdo sempre
trimeras, pentaciclicas e heteroclamideas, com desenvolvimento acropeto na inflorescéncia
(Till, 2000). A dispersdo dos frutos é feita pelo vento na maioria de espécies de
Tillandsioideae (Mondragon et al., 2006). As inflorescéncias raramente sdo sésseis (Till,
2000) e compreendem desde as mais simples até as mais complexas inflorescéncias em
Bromeliaceae, onde se pode encontrar reducdo a uma unica flor, caracteristica exclusiva em
Tillandsia (Benzing, 2000).

Este género inclui cerca de 550 espécies de arquitetura altamente variavel, com
individuos variando de 1m de altura a pequenos epifitos de cerca de 3 cm de altura (Till,
2000).

As espécies sdo encontradas em toda area de distribuicdo de Bromeliaceae e Tillandsia
é o responsavel pela grande amplitude geografica desta familia (Benzing, 2000). Algumas
espécies que possuem modo de reproducdo autogdmico contribuiram com a formagdo e
manutencdo de pequenas populacdes, permitindo, segundo Benzing et al., (2000), a ampla
distribuicdo, ajudando este género atingir seu atual estado no na América do Sul. Dois sdo 0s
principais centros de diversidade de Tillandsioideae, sendo eles o norte dos Andes e as
Antilhas. Além de centros secundarios de riqueza de espécies localizado na América Central e
sudeste do Brasil (Till, 2000).

3.2 TILLANDSIA AERANTHOS (LOIS.) L. B. SM.

E uma espécie epifita, com folhas espiraladas em grande nimero que cobrem o caule,

as quais se desenvolvem espiraladas ao longo do mesmo. A inflorescéncia apresenta de 5-20
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flores, com bracteas roseas ou purpureas, sépalas roseas ou avermelhadas e pétalas violaceas.
Estames em numero de seis (trés menores e trés maiores), anteras amarelas, lineares e
basifixa. Os androéfitos sdo eliptico, sulcados e reticulados (Reitz, 1983). O ovario € supero,
tricarpelar e trilocular. A estrutura caulinar, filotaxia e morfologia foliar, como ja descritos
anteriormente, permitem aos individuos sobreviver em ambientes secos, pois possibilitam a
absorcdo de agua e nutrientes (Tomlinson, 1969, Benzing, 1980). Os dados fenoldgicos

indicam que a floracdo ocorre de julho a dezembro (Reitz, 1983).

4. EMBRIOLOGIA NA FAMILIA E NO GENERO/ESPECIE

Bromeliaceae tem sido bastante descrita em relacdo a anatomia vegetativa,
principalmente anatomia foliar, podendo ser citados trabalhos de Tomlinson (1969), Pita &
Menezes (2002), Arruda & Costa (2003), Aoyama & Sajo (2003), Segecin & Scatena (2004),
Proenca & Sajo (2004), Sousa et al. (2005), Scatena & Segecin (2005), Proenca & Sajo
(2007), Proenca & Sajo (2008) e Dettke & Millaneze-Gutierre (2008). Estudos abordando a
morfologia das escamas peltadas, presentes nas folhas de espécies de Bromeliaceae, também
foram feitos, como os de Strehl (1983), Varadarajan & Gilmartin (1987) e Mantovani &
Iglesias (2005).

Porém, em relacdo a morfologia e anatomia dos 6rgdos reprodutivos da familia,
poucos estudos foram realizados. Em relacdo ao androceu, sdo poucos os trabalhos relevantes
que descrevem a ontogenia dos estratos parietais, a androsporogénese e a androgametogénese.
Dentre estes, podemos dar maior destaque para estudos sobre a androsporogénese
(Lakshmanan, 1967, Rao & Wee, 1979) e sobre a andro- e ginogametogenese (Conceic¢do
2005, Sartori, 2008). Podemos citar ainda estudos sobre a morfologia do androfito de varios
taxons (Erdtman & Praglowski, 1974; Zavada, 1983; Halbritter 1992; Sousa, 1997; Moreira et
al., 2005). Estudos sobre a viabilidade polinica também foram realizados dentro da familia,
como os trabalhos de Wendt et al. (2001) e Vervaeke et al. (2004), além de estudo sobre a
formacdo do tubo polinico (Vervaeke et al. 2005) e sobre a fertilidade (Vervaeke, 2002; Paggi
et al., 2007). Além destes, vale ressaltar o de Sajo et al. (2005) que abrange caracteristicas da
androsporogénese e androgametogénese de varias espécies de Bromeliaceae. No entanto,
tratando do detalhamento da esporoderme, a comparacao dos estratos de parede do androfito e

0s aspectos da citologia em desenvolvimento ainda sdo escassos.
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Cabe salientar, os estudos relativos aos aspectos de desenvolvimento da antera no
género Tillandsia, podendo ser citado o estudo sobre a ultraestrutura das organelas durante a
androsporogénese em Tillandsia pallidoflavens (Hess, 1991), sobre mudancas ultraestruturais
ocorridas na unidade germinativa de Tillandsia caput-medusa (Brighigna et al., 1981) e o
desenvolvimento do androfito em Tillandsia seleriana (Eva et al., 2006). Além disso, merece
destaque os estudos sobre a ultraestrutura do tapete em Tillandsia albina (Brighigna & Papini,
1993).

Segundo Barfuss et al. (2005) sementes, nectarios e rudimentos seminais propiciam
dados comparativos dentro de Tillandsioideae. Além disso, o estudo do desenvolvimento do
rudimento seminal pode indicar potenciais sinapomorfias entre tdxons. Investigacfes sobre
estes aspectos sdo escassas dentro desta familia.

Em se tratando da anatomia do rudimento seminal, poucos sdo os trabalhos que
abordam a familia e o género, podendo ser citados os trabalhos de Papini et al. (2010), que
fizeram um estudo sobre a morte celular programa dos gindsporos durante a esporogénese em
Tillandsia aeranthos, e sobre a morte celular programada nas celulas do nucelo de Tillandsia
meridionalis e T. ixioides (Brighigna et al., 2006). Além desse, foram realizados estudos com
varias espécies de Bromeliaceae sobre o desenvolvimento do rudimento seminal (Sajo et al.
2004a). Mais recentemente, pesquisa sobre o desenvolvimento do fruto com espécies
representantes das trés tradicionais subfamilias, incluindo Tillandsia aeranthos, foi realizado
no intuito de subsidiar novos estudos a partir de caracteres importantes do desenvolvimento
do fruto e deicéncia de Bromeliacae (Fagundes & Mariath, 2010).

Outros, com enfoque filogenético e taxondmico, destacam-se os estudos sobre
nectarios septais (Sajo et al., 2004b), sobre os tipos de estigmas (Brown & Gilmartin, 1984,
1989) e apéndices petalares (Brown & Terry, 1992). Muitos foram os trabalhos que
contribuiram para a sistematica das subfamilias, como os de Terry et al. (1997), Horres et al.
(2000), Barfus et al. (2004), alem dos que abordam aspectos anatémicos e a filogenia de
Bromeliacea e suas relagdes com as monocotiledoneas (Gilmartin & Brown, 1987) e com as
Poales (Linder & Rudall, 2005, Givnish et al., 2010).

Trabalhos que merecem destaque, por abordarem aspectos anatémicos sdo 0S
apresentados por Billings (1904), que caracterizou o desenvolvimento do ginofito, fecundacao
e semente em Tillandsia usneoides, por Birge (1911) que descreveu o ginofito, semente e
germinacdo de Tillandsia recurvata e por Sajo et al. (2004b) que analisaram 0s nectarios

septais, morfologia dos estigmas e apéndices petalares em seis espécies representantes das trés
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subfamilias, incluindo Tillandsia. Neste ultimo estudo, os autores estabeleceram relacOes
sistematicas usando tais caracteristicas.

Deve-se considerar que o grande nimero de caracteres diagndsticos facilita o estudo
de comparacdo embrioldgica e sdo significantes para consideracGes taxondmicas (Davis,
1966). A analise comparada de grande numero de caracteres embriologicos facilita o estudo
com énfase taxonémica, além de tornar evidente quais sdo diagndsticos para um dado taxon.
Nesse contexto e conforme vem sendo abordado até entdo, torna o estudo dos aspectos
embriolégicos em Bromeliaceae muito relevante, considerando que poucos sdo os trabalhos
desenvolvidos até o presente momento. A contribuicdo da embriologia para a sistematica é
considerado muito significante e varias sdo as caracteristicas embrioldgicas (caracteres) que
tém sido tradicionalmente, e muito freqlientemente, aplicados em problemas taxondmicos.
Dentre eles, aspectos do desenvolvimento da antera, do andréfito e do ginofito séo utilizados.
Varios autores contribuiram nesse sentido, podendo ser citados obras como Davis (1996),
Palser (1975), Johri et al. (1992) e Dahlgren et al.(1985).
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Resumo — Desenvolvimento da antera, androsporogénese e androgametogénese em Tillandsia
aeranthos (Lois.) L. B. Sm. (Tillandsioideae-Bromeliaceae). Tillandsia aeranthos apresenta
flores com estames em nimero de seis, 0s quais apresentam filete e antera. O padrdo de
desenvolvimento dos estratos esporangiais foi caracterizado como do tipo misto. Os estratos
parietais no esporangio sdo epiderme, endotécio, camada média e tapete. Células tapetais com
até trés nucleos foram observadas. O tapete é do tipo secretor. A meiose € sucessiva com
clivagem do tipo centrifuga. As tétrades formadas sdo decussadas ou isobilaterais. Apos, ha
liberacdo dos andrésporos no fluido locular, que se expandem simultaneamente ao
desenvolvimento da exina. A primeira divisdo para formacdo do androéfito é precedida por
polarizacdo do ndcleo através de vacuolagdo. A primeira divisdo do poélen € assimétrica e
ocorre na zona equatorial oposta a abertura do polen, formando a célula generativa lenticular,
e a célula vegetativa. As duas células formadas estdo separadas por uma parede caldsica.
Durante a gametogénese ocorre o inicio do deposito da intina, a qual é mais espessa na regiao

da abertura. O androfito é liberado bicelular e sem grédos de amido.

Palavras-chave: androsporogénese, androgametogénese, esporangio, tétrade, androfito.

Abstract - Anther ontogeny, androsporogenesis and androgametogenesis in Tillandsia
aeranthos (Lois.) L. B. Sm. (Tillandsioideae-Bromeliaceae). Tillandsia aeranthos presents
flowers with stamens six, which presents filament and anther. The developmental pattern of
the sporangial layers was characterized as mixed. The parietal layers in the sporangium are
epidermis, endothecium, middle layers and tapetum. Tapetal cells with up to three nuclei were
observed. The tapetum is secretory. Meiosis is successive with cleavage of the centrifugal
type. The tetrads formed are decussate or isobilateral. Thereafter, occurs androspore release to
the locular fluid, and then the androspores expands during exine development. The first pollen
mitosis wore preceded of nucleus polarization by vacuole formation. The first division of the
pollen is asymmetric and occurs in the equatorial zone opposite the aperture of the pollen
forming the generative, initially with a lens shape, and the vegetative cells. The two cells
formed are separated by a callosic wall. During gametogenesis the intine develop itself, being

ticker in the aperture region. The androphyte is released bicellular and without starch grains.

Keywords: androsporogenesis, androgametogenesis, sporangia, tetrad, androphyte.
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Introducéo

Bromeliaceae possui, atualmente, cerca de 3400 espécies distribuidas em 58 géneros
(Givnish et al. 2011). Sua distribuicdo geografica é tipicamente neotropical (Smith & Downs
1974), com excecdo da espécie Pitcairnia feliciana (A. Chev.) Harms & Mildbr, nativa do
oeste da Africa (Jacques-Félix 2000).

Atualmente, segundo o APG Il (2009), Bromeliaceae pertence a Poales, sendo grupo
irmd das demais familias (Givnish. et al. 2010). Embora a monofilia de Poales seja bem
sustentada (Horres et al. 2000, Barfuss et al. 2005, Givnish et al. 2011), a origem e as
relacdes filogenéticas ainda se encontram em fase de mudangas. Além disso, delimitagdes de
género e espécie ainda esta sendo bastante discutido pelos autores (Givnish et al. 2011).

Tradicionalmente eram reconhecidas trés subfamilias de Bromeliaceae: Pitcairnioideae,
Tillandsioideae e Bromelioideae (Smith & Downs 1974). Pdrem, por recentes estudos
moleculares e por representar uma classificagdo mais natural, o numero de subfamilias foi
ampliado para oito: Brocchinioideae, Lindmanioideae, Tillandsioideae, Hechtioideae,
Navioideae, Pitcairnioideae, Puyoideae e Bromelioideae (Givnish et al. 2007). Esse arranjo
proposto confirmou a monofilia das subfamilias Tillandsioideae e Bromelioideae e resolveu a
parafilia de Pitcairnioideae com a proposi¢do das cinco novas subfamilias. Em recente estudo
sobre filogenia de Bromeliaceae, Givnish et al. (2011) sugere que seja abandonado o uso das
trés tradicionais subfamilias, porém, no Brasil, as subfamilias que ocorrem naturalmente sdo
Tillandsioideae, Bromelioideae e Pitcairnioideae (Smith & Downs 1974, 1977, 1979; Haussen
1992).

Tillandsioideae é a maior com aproximadamente 1100 espécies dividido em nove
géneros, sendo que o género Tillandsia L. compreende o maior nimero de espécies (Barfuss
et al. 2005). As espécies desta subfamilia sdo encontradas em toda area de distribuicdo de
Bromeliaceae e o género Tillandsia é o responsavel pela grande amplitude geografica desta
familia (Benzing 2000). Inclui bromelias epifitas, adaptadas a ambientes secos e possui forma
de crescimento altamente especializada para esse ambiente, com escamas epidérmicas foliares
que sdo capazes de absorver dgua e nutrientes (Tomlinson 1969; Benzing 1978; Benzing
1980) e tendo a raiz com a func¢éo principal de fixacdo. Segundo Brighigna & Victoria (1990),
as escamas que possibilitaram a adaptacéo das bromeliaceas ao habitat epifito.

Estudos embriol6gicos tém sido utilizados para resolver problemas taxonémicos e
filogenéticos dentro da familia, porém, ainda sdo escassos. Em relacdo ao androceu de

Bromeliaceae, sdo poucos os trabalhos relevantes que descrevem a ontogenia dos estratos
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parietais, a androsporogénese e a androgametogénese. Dentre estes trabalhos, podemos dar
maior destaque para estudos sobre a androsporogénese de Lindmania pedunliflora
(Lakshmanan 1967) e de Ananas comosus (Rao & Wee 1979), sobre a androsporogénese e
androgametogénese em Dyckia pseudococcinea (Conceicdo 2005) e de Aechmea recurvata
(Sartori 2008). Podemos citar ainda estudos sobre a morfologia do androfito de varios taxons
(Erdtman & Praglowski 1974, Halbritter 1992, Zavada 1983, Halbritter & Hesse 1993,
Moreira et al. 2005). Estudos sobre a viabilidade polinica também foram realizados dentro da
familia, podendo ser citados os trabalhos de Wendt et al. (2001), além de estudo sobre a
formacdo do tubo polinico em Aechmea fasciata (Vervaeke et al. 2002, 2005) e sobre a
fertilidade de Vriesea gigantea (Paggi et al. 2007, Palma-Silva 2007).

Além destes estudos, vale ressaltar o0s que abrangem caracteristicas da
androsporogénese e androgametogénese de varias espécies de Bromeliaceae, como o de Sajo
et al. (2005).

Estudos que registram o numero cromossdmico também foram realizados em
Bromeliaceae, podendo ser citados os trabalhos de Lindschau (1933), Weiss (1965), Gauthé
(1965), Palma-Silva et al. (2004), Louzada et al. (2010), e além destes, foram realizados
estudos de citogenética em espécies de Vriesea e Aechmea, a qual foi utilizado célula-mée de
polen para contagem dos cromossomos (Palma-Silva 2004), e estudos sobre a viabilidade do
po6len em espécies de Bromeliaceae (Palma-Silva et al. 2008).

Tillandsia aeranthos, a espécie aqui analisada, pertencente a Tillandsioideae,
apresenta forma de vida epifitica. Adaptada a ambientes secos ela possui uma forma de
crescimento altamente especializada, com escamas epidérmicas foliares que sdo capazes de
absorver agua e nutrientes (Tomlinson 1969; Benzing 1978).

Cabe salientar, que poucos sdo 0s estudos sobre aspectos de desenvolvimento da
antera no género, podendo ser citado o estudo sobre a ultraestrutura das organelas durante a
androsporogénese em Tillandsia pallidoflavens (Hess 1991), sobre mudangas ultraestruturais
ocorridas na unidade germinativa de Tillandsia caput-medusa (Brighigna et al. 1980, 1981) e
o desenvolvimento do androéfito em Tillandsia seleriana (Eva et al. 2006). Além disso,
merece destaque 0s estudos sobre a ultraestrutura do tapete em Tillandsia albina (Brighigna &
Papini 1993).

O desenvolvimento do pdlen envolve varios eventos, como divisdo e diferenciacdo
celular e varios tipos de células contribuem para a maturacdo do andrdéfito (Scott et al. 2004).
Os esporangios sdo formados por estratos parietais como epiderme, endotécio, camada média

e tapete (Davis 1966, Batygina 2002) que envolvem o tecido esporogénico. Uma



23

caracteristica que possui valor taxondmico € o desenvolvimento dos estratos parietais, onde
Davis (1966) classifica quatro tipos de desenvolvimento: basico, monocotileddneo,
dicotileddneo e reduzido.

Dentre os estratos esporangiais, 0 tapete merece uma especial atencdo, pois possui
varias funcdes diretamente relacionadas com o desenvolvimento normal de andrdsporos e
androfitos (Pacini et al. 1985). Como exemplo, pode ser citado que nas células tapetais sdo
produzidos precursores de esporopolenina que constroem a exina. Outra caracteristica
importante que deve ser levada em consideracdo € o padrdo de organizacdo das tétrades,
carater de grande valor taxondmico dentro do grupo. Em Angiospermas, dois tipos basicos de
androsporogénese sdo reconhecidos, o simultdneo e o sucessivo, embora tipos intermediarios
ocorram (Furness et al. 2002).

Detalhamentos da ontogenia dos 6rgéos reprodutivos tém sido utilizados nas anélises
filogenéticas, pois apresentam maior estabilidade (Tucker 1997). Nesse sentido, ha trabalhos
que utilizam descricdes morfoldgicas do desenvolvimento do estame a fim de auxiliar na
resolucdo de questbes taxondmicas (Endress & Stumpf 1991; Endress 1996; Tucker 1996,
1997). Em Bromeliaceae, poucos sdo estes estudos, por isso, este trabalho busca descrever a
ontogenia e anatomia da antera e do androfito de Tillandsia aeranthos, fornecendo dados para

o0 conhecimento da espécie e assim auxiliar na taxonomia e filogenia da familia.

Material e métodos

Foram coletadas inflorescéncias com botdes florais em diferentes estadios do
desenvolvimento de Tillandsia aeranthos (Fig. 1A), a qual apresenta flores com trés bracteas,
seis sepalas, seis pétalas, seis estames e trés carpelos, cujo ovario é trilocular. Os estames sao
basifixos e a deiscéncia da antera é rimosa. As coletas ocorreram nos municipios de Santa
Maria e Sdo Sepé, RS, no periodo de junho a agosto dos anos de 2010 e 2011. Material
testemunho foi depositado no Herbario SMDB do Departamento de Biologia da Universidade
Federal de Santa Maria sob 0 12.950.

Os botdes florais, antes de fixados, foram dissecados sob microscopio estereoscopio
Olympus SZH10, sendo preservados apenas 0s ovarios e estames. O material foi fixado em
glutaraldeido 1% e paraformaldeido 4% em tampdo fosfato de s6dio (McDowell & Trump

1976). Ap6s a fixacdo, o material foi submetido a vacuo por 6 horas.

Preparacdo para microscopia de Luz
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Apos a retirada do vacuo, o material botanico, foi lavado em tampéo fosfato de sodio
0,1M pH 7,2 (Gabriel 1982) duas vezes, por 15 minutos cada etapa. Apds, foi lavado uma vez
em agua destilada e uma vez em Tween 20 2ml/L por 15 minutos. Posteriormente, foi
desidratado em série etilica, seguido de lavagens do material em solucBes de cloroférmio e
etanol absoluto (1:3, 1:1, 3:1, 1:1, 1:3), finalizando com uma etapa de desidratacdo em etanol
absoluto. O material foi pré-infiltrado com uma solucdo de hidroxietilmetacrilato (Gerrits &
Smid 1983) e etanol absoluto durante o periodo de 12h, seguido de infiltracdo em
hidroxietilmetacrilato por cerca de 12h e emblocado com esta resina em suporte de Teflon até
sua polimerizacdo (Gerrits & Smid 1983). As seccdes, nas espessuras de 3 a 6um, foram
feitas em microtomo de rotagdo Leica RM2245. O corante padrdo utilizado foi Azul de
Toluidina O 0,05% pH 4.4 em tampao de benzoato de sdédio (O’Brien & McCully 1981). As
observaces e fotomicrografias foram realizadas em microscopio Leica DM2000 com camera
digital de imagem DFC 295 com LAS para captura.

Para analise do espessamento do endotécio, anteras maduras em pré-antese foram
dissociadas em solugcdo aquosa de acido latico 60% e posterior montagem das laminas em
glicerina alcodlica (Manning 1996). As analises foram realizadas com luz polarizada em

miroscopio Leica DM2000.

Testes histoquimicos

Testes histoquimicos foram realizados com Acido Periddico - Reativo de SCHIFF (PAS)
para deteccao de polissacarideos (O’Brien e McCully 1981); lugol para detec¢do de amido
(Johansen 1940); Sudan I11 para lipidios; Azul de Anilina, na concentragdo 0,1% em tampédo
fosfato (pH 8,5), para detecgdo de calose (Martin 1959), Calcofluor White 0,01% em solugéo
aquosa, para detecgdo de celulose (Pacini et al. 1999), Azul de Alcido (8GX) para detecgdo de
polissacarideos na esporoderme (Lillie 1965), Azul de Coomassie para proteinas totais
(Southworth 1973) e Fuscina Bésica para coloracdo da esporoderme (Saad 1963).

As observacdes e fotomicrografias para o teste de Azul de Anilina e Calcofluor
foram realizadas em microscopio Leica DMR-HC com cdmera DFC e uso do sofware LAS
(Leica), no Laboratério de Anatomia Vegetal do Instituto de Biociéncias da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). As demais analises foram realizadas no microscépio
Leica DM2000, no Laboratério de Botanica Estrutural do Departamento de Biologia da

Universidade Federal de Santa Maria.
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Material para Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

O material botanico destinado a MEV foi submetido aos mesmos procedimentos
metodologicos citados acima, porém, apos desidratacdo em etanol absoluto o material
botanico foi colocado em acetona e, posteriormente foi submetido a secagem através do
método de ponto critico (Gersterberger & Leins 1978) com uso do equipamento Balzers 030.
O material, ap6s o ponto critico, foi aderido ao suporte de aluminio com auxilio de fita
carbono. Logo em seguida, passou pelo processo de metalizagdo com ouro no metalizador
modelo Balzers 050. As eletromicrografias foram realizadas no microscopio JEOL 6060, sob

20kV, no Centro de Microscopia Eletronica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Resultados e Discussdo

1. Aspectos gerais da flor madura

As flores de Tillandsia aeranthos apresentam-se compostas de seis estames e trés
carpelos, sendo que cada antera é, no estame, tetrasporangiada (Fig. 2A), considerado tipico
em Angiospermas (Davis 1966, Bhandari 1984) e padrdo observado nas espécies de
Bromeliaceae ja analisadas (Sajo et al. 2005, Johri et al. 1992).

O filete é achatado dorsalmente e as suas células possuem um aspecto parenquimatico,
o feixe € do tipo colateral e a epiderme apresenta células pequenas alongadas radialmente. O
filete em secdo transversal possui contorno triangular, cujo apice é ventral. O tecido
fundamental é parenquimatoso e o tecido vascular é composto por um Unico feixe colateral.

O conectivo também possui células parenquimaticas e a epiderme apresenta células
alongadas radialmente, muito similares a encontrada no filete, porém, na regido que inicia o
contorno do esporangio, apresenta-se com tamanho menor e isodiamétrico, persistindo assim

em todo esporangio.

2. Diferenciacdo inicial da antera

A seccgdo transversal mediana, do primdrdio estaminal, revela uma estrutura com os

sitios histoldgicos dérmico, subdérmico e central (Fig. 2B). Neste estadio, os primordios
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possuem formato trapezoidal o qual & mascarado pela curvatura do primordio, que acaba, em
secdo, apresentando a concavidade voltada para a regido ventral.

Em estadios seguintes de desenvolvimento, a antera apresenta um formato bilobado
(Fig. 2C). A camada dérmica, que se diferencia em epiderme, apresenta divisdes anticlinais e
ao longo do desenvolvimento acompanha o crescimento em volume do primoérdio estaminal.
Na camada subdérmica, o crescimento celular é diferenciado, sendo este mais acentuado e no
sentido radial, nas células que ocorrem nos contornos dos primérdios, sendo denominadas em
tal regido celulares iniciais subepidérmicas de acordo com Pozner (2001); na regido dorsal o
crescimento é acentuado e homogéneo e na regido ventral, o crescimento celular é
relativamente menos acentuado (Fig. 2B, 2C). Apds o crescimento radial descrito para as
células dos contornos dos primdrdios, ocorrem divisdes periclinais nas mesmas (Fig. 2C), o
que vai definindo os futuros esporangios. As células dorsais e ventrais da camada subdérmica
e parte das células centrais apresentam uma gradiente de crescimento dorsiventral peculiar,
mais acentuado em direcdo dorsal, que acaba gerando a curvatura dos primordios citada
anteriormente (Fig. 2C). Na regido central da antera se observa células do tecido pro-vascular
relativamente menores em tamanho e com citoplasma denso.

Pozner (2001) em seu estudo sobre desenvolvimento esporangial revisa as premissas
que envolvem esse desenvolvimento e propfe quatro etapas gerais para o desenvolvimento
dos androsporangios, sendo a primeira descrita acima e, portanto, também ocorrendo em T.
aeranthos. Assim ¢é o desenvolvimento por divisdes periclinais, principalmente das células
subdérmicas, dentre um grupo de células que sdo similares e exibem caracteristicas
meristematicas que caracteriza o desenvolvimento inicial dos esporangios.

Na sequiéncia do desenvolvimento, observa-se uma antera tetralobada, com divisdes na
camada subdérmica formando a camada parietal primaria (CPP) e a inicial esporogénica
(Fig.2D -2E)

Logo apos, quando os esporangios estdo bem delimitados observa-se a camada parietal
primaria (CPP) dividindo-se periclinalmente formando a camada parietal secundaria externa
(CPSe), voltada para a epiderme e a camada parietal secundaria interna (CPSi) (Fig.2F). Tal
descricdo se adequa ao descrito por Pozner (2001), quando generaliza para oS
androsporangios nas Angiospermas a formacdo dos mesmos a partir da camada subdérmica,
descrita como ‘iniciais subdérmicas’. Nessa fase inicial apenas pela posi¢cdo que ocupam em
funcdo das divisdes celulares que lhe deram origem.

No estadio subseqliente de desenvolvimento, na porcdo ventral e dorsal da antera,

observa-se as CPSe e CPSi se dividindo periclinalmente (Fig.2G). A divisdo da CPSe resulta
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no endotécio e em uma camada média e a divisdo da CPSi forma uma camada média e tapete.
Esse tipo de desenvolvimento é considerado por Davis (1966) como basico.

Na posicéo lateral do esporangio, observa-se o desenvolvimento em CPSe e CPSi da
mesma forma que nas regides dorsal e ventral do esporangio, porém, no decorrer do
desenvolvimento apenas a camada a CPSi se divide (Fig.2H) e, suas derivadas se diferenciam
em camada média e tapete (Fig. 2H-2I), sendo observado que as células da CPSe se
diferenciam em endotécio (Fig. 21). Esse tipo de desenvolvimento caracteriza o padrdo
monocotileddneo de desenvolvimento dos estratos parietais (Davis 1966). Assim, com 0
namero de estratos esporangiais formados, se observa epiderme, endotécio, camadas medias
(2-3) e tapete (Fig. 3A).

Nesta fase, em cada um dos esporangios, as células esporogénicas (Fig. 2F), sofrem
divisbes mitdticas, aumentando o nimero de células do tecido esporogénico (Fig. 2H). Tais
células esporogénicas irdo se diferenciar em célula-mde de andrésporo, onde apresentam
células relativamente mais volumosas, em cada esporangio, além de citoplasma denso, nlcleo
e nucléolo bastante proeminente. Pozner (2001), com base nessas caracteristicas, classifica
essas células como célula - mée de androsporo (meiocito) (Fig. 3A, 4A, 4B). Porém Pozner
(2001) coloca que essas células apenas possuem um indicativo de diferenciacdo pré-meiética
(PCD), ou seja, sdo considerados como indicadores do provavel destino meiético. As células
que possuem esse indicativo pré-meidtico somente adquirem desenvolvimento meidtico
quando atingem a fase G2 pré-meioética, e uma vez, nessa fase, o destino para célula-mae de
androsporo se torna irreversivel. A determinacdo, portanto, de quais células ira sofrer meiose
é genética, porém, ndo é possivel observar morfologicamente quando a célula entra em fase
G2 pré-meidtica, apenas as caracteristicas de PCD, que definem um futuro meiotico.
Caracteristicas observadas nas células esporogénicas nesse presente estudo.

Seguindo os padrbes de classificacdo de Davis (1966) para desenvolvimento dos
estratos parietais, ndo foi possivel classificar apenas um tipo de desenvolvimento em T.
aeranthos, pois, pelo que foi apresentado no presente trabalho, existem dois padrdes de
desenvolvimento em um mesmo esporangio, o qual, portanto, é definido pela ndo ocorréncia
de uma mitose na CPSe. Assim, se prop0e a classificacdo para este tipo de padrdo como do
tipo misto. Esse tipo de classificagdo mostra que o ponto determinante para adogdo de uma
classificacdo se encontra na ocorréncia, ou ndo, de divisdes mitdticas nas células das camadas
parietais secundarias. O padrdo de desenvolvimento dos estratos parietais também foi

discutido por Teryokhin et al. (2002) e que apresentam dois tipos: o centrifugo, referente ao
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Monocotileddneo de Davis (1966) e o Centripeto, referente ao Dicotiledoneo de Davis (1966),
0s quais podem sofrer variagao.

Para a maioria das monocotileddneas ja estudadas, o padrdo de desenvolvimento € do
tipo monocotileddneo (Davis, 1966; Johri et al. 1992; Palser 1975; Dalgren et al. 1985), assim
como para a maioria das Poales (Sajo et al. 2005; Nakamura et al. 2010), sendo considerado
também um padrdo comum em Bromeliaceae (Davis, 1966; Sajo et al. 2005). Contudo, 0s
padrdes basico ou reduzido também ja foram descritos em monocotiledéneas (Davis 1966,
Johri et al. 1992; Sajo et al. 2007; Sajo et al. 2009). Um aspecto importante do
desenvolvimento observado em T. aeranthos é a ndo ocorréncia de divisdes periclinais nas
células que compBem a camada parietal secundaria externa nas regides laterais dos
esporangios. Caracteristica similar por Oliveira (2001), em Spondias mombin, onde se
observou dois padrdes para a formacdo dos estratos parietais, também relativo, ou
influenciado, as posicdes laterais e dorsi-ventral. Hermann & Palser (2000), em seu estudo
com Ericaceae, também definiram mais de um tipo de desenvolvimento de desenvolvimento
esporangial para as espécies estudas, demonstrando, portanto, que no referido grupo
taxondmico, n&o é possivel definir um so tipo de desenvolvimento.

Dentro de Bromeliaceae ndo ha registro de dois tipos de desenvolvimento esporangial
no mesmo esporangio em uma mesma antera. Davis (1966) caracteriza um padrdo como misto
quando tipos diferentes de desenvolvimento ocorrem em um dado grupo taxondmico,
condicdo em que poderia ser enquadrada Bromeliaceae, pois ha registros de espécies que
apresentam padrdo basico e espécies que apresentam padrdo monocotileddneo e ainda, como
ja citado, espécies com padrdo reduzido (Davis 1966; Johri et al. 1992; Palser 1975; Dalgren
et al. 1985; Conceicdo 2005; Sajo et al. 2007; Sartori 2008; Sajo et al. 2009). Assim, se
propdem que o padrédo de desenvolvimento considerado como legitimamente misto deveria
ser atribuida, apenas, e a exemplo do observado para T. aeranthos, no presente estudo, ou
para S. mombin (Oliveira & Mariath 2001), em funcdo do desenvolvimento. Nesse contexto,
se sugere retirar a definicdo mista (0), de Davis (1966), quando refletir variabilidade
morfolégica em um taxon, que melhor caracteriza, em verdade, apenas a ocorréncia de
diversidade de padrdes de desenvolvimento.

No presente trabalho, se propde que a ocorréncia de padrdo misto em T. aeranthos, se
deve ao tempo de desenvolvimento dos estames em verticilo em uma dada flor, associado,
portanto, ao espaco interno da mesma, pois nas porcoes laterais, de contato entre estames é
que ndo ocorre a formacdo de um quarto estrato esporangial. Em se considerando o verticilo

como o acumulo de células em um circulo, 12 camadas celulares seriam somadas ao diametro
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do mesmo. Acredita-se que a curvatura observada ainda nos estames em estadios primordiais
também seja associada a organizacdo do terceiro verticilo e economia de espaco na flor que
pode estar associada a organizac¢do, ou arquitetura da prépria inflorescéncia.

O padrédo tipo monocotiledéneo é considerado um carater plesiomorfico em Poales
(Sajo et al. 2005; Nakamura et al. 2010), porém, o tipo basico, foi descrito para Mayacaceae
(Venturelli & Bouman, 1986) e Rapateaceae (Venturelli & Bouman, 1988), familias proximas
a Bromeliacae (Linder & Rudall, 2005). Este mesmo padrdo ja foi descrito em Bromeliaceae
para Vriesea carinata (Sartori, 2008) e Dyckia pseudococcinea (Congei¢cdo 2005). Em Ananas
comosus foi observado a o desenvolvimento da camada parietal primaria e formacédo da inicial
arquesporial, porém, o tipo de padrdo de formacdo dos estratos ndo foi estabelecido (Rao &
Wee 1979).

3. Epiderme

A epiderme € caracterizada por apresentar apenas um estrato de células em todas as
porcdes da antera, porém as celulas apresentam alteracdes na sua forma. Inicialmente,
apresentam-se isodiamétrica, e ao longo do desenvolvimento, tornam-se levemente papilada
(Fig. 3B), sendo persistente em todo desenvolvimento da antera, assim como nas
Angiospermas em geral (Bhandari 1984). Observa-se a presenca de rafides na epiderme da
antera (Fig. 7A). Na regido estomial, as células apresentam tamanho relativamente menor
quando comparada a regido esporangial (Fig. 3C). Caracteristica também encontrada em
outras espécies de Bromeliaceae como Dyckia pseudoccocinea, e algumas espécies de

Poaceae (Nakamura et al. 2010).

4. Endotécio

Em Tillandsia aeranthos este se apresenta uniestratificado, como ja descrito para
algumas bromeliaceas (Sajo et al. 2005; Conceicdo 2005; Sartori 2008). Durante o
desenvolvimento, as células do endotécio aumentam o seu volume, tornando-se alongadas
anticlinalmente e apresentam espessamento composto de celulose (Fig. 3B), na antera
madura, como na maioria das Angiospermas (Bhandari 1984; Batygina 2002).

Em Tillandsia aeranthos observa-se espessamento do endotécio em forma de ‘U’ (Fig.
3D, 3E), com a parede tangencial interna mais delgada (Fig. 3E), 0 mesmo descrito para

Dyckia brevifolia (Manning 1996). Em Vriesea carinata o tipo em ‘U’ também foi
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encontrado, além dos tipos helicoidal e anelar (Sartori 2008) e em Dyckia pseudococcinea o
tipo helicoidal foi observado (Concei¢do 2005), assim nenhum tipo foi estabelecido como
padrdo. Em Ananas comusus (Rao & Wee 1979) e Lindmania penduliflora (Lakshmanan
1967) foi citada a presenca de espessamento fibroso em uma camada da parede da antera,
porém, ndo foi especificado que tipo de espessamento. Dalgren et al. (1985) coloca que na
maioria das Poales ocorre o tipo circular. Em Poaceae ocorre o tipo em forma de U ou anelar
(Manning 1996).

O endotécio é considerado como promotor na ruptura do estbmio por contracdo
diferencial das células, o que leva a abertura da antera e uma adaptacdo significativa, neste
caso, sao os padrbes de espessamento do endotécio. Vale ressaltar, que nem sempre ha uma
relacdo direta entre o tipo de deiscéncia da antera e o padrdo de espessamento, confirmado
nos estudos de Gerenday & French (1988), onde foram examinados o padrdo de espessamento
de varias familias de monocotiledéneas que apresentavam o mesmo tipo de abertura e varios
foram os padréo de espessamento parietais encontrados.

O espessamento do endotécio € amplamente distribuido dentro das Angiospermas e
varios sdo os tipos de espessamento parietal, podendo ter forma helicoidal, reticulado, em
forma de ‘U’ e anelar (Manning 1996). Em monocotiledéneas ha predominio do tipo
espessamento em forma de U e helicoidal (Manning 1966). Porém, segundo Dahlgren &
Glifford (1982), o tipo espiral é o mais encontrado, exceto alguns grupos que apresentam o
tipo circular, sendo o tipo em espiral um carater plesiomorfico e o circular um tipo derivado
gue apresenta uma sinapomorfia.

Cabe salientar também que o tipo de espessamento parietal pode apresentar
funcionalidade para duas condi¢Bes distintas dentro da antera/esporangios e, portanto,
apresentar espessamentos caracteristicos. Assim, 0 momento da formacdo do espessamento e
a sua localizacdo no esporangio pode determinar seu arranjo morfoldgico final. Assim, caso o
espessamento surja quando os esporangios ainda estdo crescendo, através do alongamento de
suas células, sera mais adequado apresentar espessamentos anelares ou helicoidais. Além do
desenvolvimento, o local de transicdo entre o esporédngio e o conectivo, pode, em termos
funcionais, servir como ponto de articulacdo, sendo, portanto, mais adequado tipos de
espessamento anelar ou helicoidal. Caso ndo ocorra mais crescimentos dos esporangios ou a
célula ocorre delimitando o esporangio, a ocorréncia de uma parede com espessamento
continuo pode funcionar mantendo a forma do esporangio, servindo como uma regido de
amortecimento, permitindo retorno da forma, além de local, grande resisténcia e fonte de

pressao sobre a linha estomial durante a deiscéncia.
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Alguns autores utilizaram o padrdo de espessamento para considerac¢des filogenéticas,
como Manning & Linder (1990) que estudaram 10 familias de monocotileddneas e para
estudos sistematicos (Franch et al. 1985; Manning & Goldblatt 1990). Algumas familias
demonstram-se conservadas no padrdo de espessamento do endotécio, porém, outras
apresentam maior variabilidade.

Freudenstein (1991) faz uma correlacdo entre a diminuicdo do espessamento do
endotécio e o habito da planta, demonstrando que epifitas sdo caracterizadas por uma relativa
reducdo no espessamento nas células endoteciais. Porém Manning (1996) coloca que essa
relacdo é filogenética e ndo ecoldgica.

Enfim, o padrdo de espessamento do endotécio pode ou ndo variar dentro das familias,
algumas podem ser caracterizadas por apenas um tipo ou por varias tipos. Porém, em se
tratando de género, o espessamento do endotécio € usualmente conservado (Manning 1996),
podendo ser, entdo, utlizado para consideragdes taxonomicas. Em Bromeliaceae poucos
estudos foram realizados e, nas espécies ja estudadas, observa-se que hd uma variagdo, porém

o tipo em U’ foi encontrado na maioria.

5. Camada média

Durante o desenvolvimento da antera, as células da camada média mudam sua
morfologia, apresentando-se alongadas tangencialmente na fase de CMA (Fig. 3A, 4B). O
namero de camadas médias pode variar dentro das Angiospermas (Bhandari 1984), sendo que
em T. aeranthos ela varia de 2-4 camadas, dependendo da localizagdo. Observa-se que esse
naimero de camada também surge por divisdes das proprias camadas médias.

Na antera madura essa camada se degenera, restando apenas a epiderme e endotécio,
caracteristica comum para esse tipo de tecido (Bhandari 1984; Johri et al., 1992; Batygina
2002) e 0 mesmo ja descrito para Bromeliaceae (Sajo et al. 2005). Segundo Bhandari (1984),
as camadas médias possuem a funcdo de reserva de carboidratos, lipidios e proteinas, sendo

observada presenca de amido nas camadas médias em T. aeranthos.

6. Tapete

Algumas células se destacam pela sua forma ou por sua funcdo na formacgdo e no

desenvolvimento do esporo, sendo o tapete o tecido que merece uma grande atencdo devido a

sua posicdo. O tapete € uma camada de células em contato direto com as celulas arquesporiais
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que tem como funcgdo principal fornecer nutrientes para o desenvolvimento do pélen (Pacini
1997; Pacini et al. 1985, Pacini & Franchi 1991; Kamelina 2002).

As células do tapete em T. aeranthos ndo apresentam um arranjo regular ao longo do
desenvolvimento da antera, apresentando morfologias diferentes. No inicio do
desenvolvimento, eles apresentam-se alongadas tangencialmente, as quais passam a
apresentar diversidade de formas posteriormente.

Inicialmente, as células tapetais sdo uninucleadas, passando a bi e trinucleadas em
funcdo de mitoses acitocinéticas (Fig. 3F, 3G, 3H), resultando nucleos poliploides (Fig. 3G).
Divisdes celulares sdo observadas no tecido tapetal até a fase de tétrades. Fusdes nucleares
também foram observadas nas células do tapete. Essa caracteristica das células do tapete
apresentarem mais de um nucleo ou serem polipléides € comum para Angiospermas (Echlin
1973). Cabe salientar que, de maneira geral, naquelas células em que se observa apenas um
nacleo, o mesmo é volumoso (Fig. 3F), podendo ser resultante de fusdes nucleares, ja
descritas.

Rudall et al. (1997) colocam que o nimero variavel de nacleos das células tapetais
dentro das espécies de monocotiledoneas depende do estddio de desenvolvimento que se
encontram e deve-se levar em conta que o tapete apresenta uma intensa atividade metabdlica
na fase de meiose (Shivanna 2003).

Em T. aeranthos, algumas mitoses acabam sendo citocinéticas, com a construgdo de
paredes longitudinais tangenciais, ou obliquas, o qual acaba gerando, em alguns locais,
estratos com duas a trés camadas celulares. Assim, com um maior volume celular localizado,
acaba ocorrendo a projecdo de tais células tapetais para o interior do l6culo, organizacédo esta
que persiste até a degeneracdo do tapete (Fig. 3H, 31). Durante a fase que antecede a meiose,
as celulas do tapete permanecem adjacentes a parede do l6culo, circundando-o, ndo tendo sido
observado a liberacdo do seu conteudo, incluindo as células que se projetam para o interior do
loculo.

Durante o estadio de meiose, onde a parede de calose nos meidcitos é evidente, as
células do tapete apresentam-se com maior densidade citoplasmatica que na fase anterior, as
células se tornam mais volumosas e se projetam para dentro do léculo, porém a parede celular
permanece intacta, ndo havendo liberagdo do conteudo citoplasmatico (Fig. 3H). Também ha
persisténcia de vaclolos com substancias pécticas em seu interior. Nesta fase de
desenvolvimento, sdo observadas células tapetais com até trés nucléolos (Fig. 3H).

Durante o estadio de tétrades as células do tapete apresentam retracdo citoplasmatica

junto a face locular. Nesta fase de desenvolvimento, as células do tapete se projetam ainda
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mais para dentro do loculo (Fig. 31) por apresentarem uma morfologia mais alongada, porém,
ndo se observa células tapetais entre 0s meidcitos e as paredes celulares ainda persistem, o
que evidencia que ndo ha liberacdo do seu contetido celular para dentro do léculo. Assim,
independente de toda variacdo ocorrida ao tecido tapetal, é possivel definir o tapete como do
tipo secretor.

Na fase de andrésporo livre, as células do tapete permanecem junto ao loculo, porém
ja estd em aspecto degenerativo (Fig. 3J). Echlin (1973) descreve que o estadio maximo de
desenvolvimento de parede do pélen coincide com o estadio de degeneracao tapetal no tapete
tipo secretor. Essa fase de atividade do tapete é culminante com a liberacdo do material que
formara o pollenkit, sendo que a liberacao e transferéncia de precursores de esporopolenina é
uma atividade verdadeiramente secretora.

A degeneracdo das células tapetais € um processo que esta relacionado a atividade
secretora destas células (Hesse & Hess 1993) podendo ocorrer em diferentes momentos de
desenvolvimento da antera, como no estadio de tétrades ou no estagio de andrésporo livre
(Heslop - Harrison 1968). Em Tillandsia aeranthos, as células tapetais mostram sinais de
degeneracdo na fase de andrdsporo livre. Hesse & Hess (1993) colocam que a melhor
metodologia empregada para a analise do desenvolvimento do tapete é o método de
criofixacdo, pois ha gquestionamentos se, muitas vezes, a degeneracdo das células do tapete
ndo esta relacionada ao uso de fixadores quimicos.

Sao dois os principais tipos de tapete conhecidos, o secretor e o plasmodial (Echlin
1973; Pacini & Franchi 1991). Entretanto, um tipo intermediario, o ciclico invasivo foi
descrito por Furness & Rudall (1998, 2001a) como “invasivo nao-sincial”, no qual as células
invadem o léculo porém, ndo formam o plasmodio, como no tipo plasmodial, sendo
considerado um terceito tipo. Porém, Pacini (1997) cita 0 nome invasivo como sinénimo de
ameboidal. O tapete descrito neste estudo apresenta células que tendem a invadir o léculo na
fase de tétrades, porém, ndo se observou células livres no interior do I6culo, em contato com
os androsporos, como descritos para algumas espécies de bromélias. No tapete secretor, o
fluido locular representa um meio de diferenciacdo do gametofito gerado pelo espordfito. Esse
fluido é extremamente reduzido em volume ou pode ser ausente no tipo plasmodial (Pacini et
al. 1895).

O critério mais confiavel para a classificacdo dos tipos de tapete é aquele que leva em
consideracdo a morfologia das células, sendo a mudanca de posicdo das células e a posicdo
das mesmas, a principal distin¢do entre eles (Pacini & Franchi 1991). Esse critério parece ser

0 mais adequado, pois considera a ontogenia da antera e ndo apenas uma caracteristica de uma



34

determinada fase. Sajo et al. (2005) descreve que as células do tapete em Bromeliaceae se
comportam como tipo secretor e tipo intermediario, sendo o tipo intermediario provavelmente
derivado do tipo secretor.

O tipo secretor, aqui descrito, € o tipo mais simples de tapete (Pacini & Franci 1991) e
é predominante na maioria das plantas terrestres, inclusive em Angiospermas basais (Furness
& Rudall 2001a). Em monocotileddneas os trés tipos ocorrem (Furness & Rudall 1998) e
Pacini et al. (1985) cita que o tipo ameboidal ocorre na maioria das monocotiledoneas, porém
cita a ocorréncia do tipo secretor em algumas familias como Zingiberaceae. Em
Bromeliaceae, o tipo secretor € o mais encontrado (Davis, 1966; Johri 1992). Em Vriesea
carinata (Sartori 2008) e em Dickya pseudococcinea (Concei¢do 2005) foi encontrado o tipo
invasivo. Em Ananas comosus (Rao & Wee 1979) Lindmania peduliflora (Lakshmanan
1967), Tillandsia albina (Brighigna & Papini 1993) e T. pallidoflavens (Hess 1991) ha
ocorréncia do tipo secretor. Nas espécies estudadas por Sajo et al. (2005) foram encontrados
tapetes do tipo secretor e invasivo. Porém, em Typhaceae, familia basal préxima a
Bromeliaceae, o tipo de tapete encontrado é plasmodial (Asplund 1972) como também em
algumas Zingiberales (Furness & Rudall 1998).

Essas observacdes em T. aeranthos e os tipos encontrados em monocotiled6neas,
como o invasivo por Rudall & Furness (1998) e Sajo et al. (2005), permite dizer que estudos
mais detalhados sobre aspectos ontogenéticos das células do tapete se fazem necessario, pois

representa um grande valor taxonémico.

7. Androsporogénese

Em seccdo transversal da antera, o tecido esporogénico apresenta células de formato
poligonal ocupando todo espaco locular com citoplasma denso e nucleos grandes (Fig 4A).

Antes do inicio da meiose, as células esporogénicas apresentam-se vacuoladas assim
como as células dos demais tecidos. Logo ap0s, as células apresentam um citoplasma denso,
nicleo que ocupa grande parte de célula com um nucléolo também denso se diferenciando
assim em CMA (Fig. 4B). Estas por sua vez aumentam de volume durante este processo,
alcancando o seu tamanho maximo.

Observa-se, antes do inicio de meiose, a presenca de canais citomiticos entre as CMA
(Fig. 4C) que permite um sincronismo no desenvolvimento das células-mde. Com a total

deposicdo da calose, esses canais sdo interrompidos.
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O depdsito de calose inicia pelos vértices até envolver totalmente as células-mae de
androsporos, caracteristica que marca o0 inicio da meiose (Fig. 4D). Com o aumento de
deposicdo de calose entre as CMA, os meidcitos se tornam mais isolados. A deposicdo de
calose ocorre entre a membrana plasmatica e parede celular celuldsica (Bhandari 1984).

Durante o0 estadio de meiose observa-se que ha um sincronismo de fases | e Il (meiose)
dentro do esporangio e entre as anteras, sendo observado diferentes fases de meiose em uma
mesma antera, como a profase, metafase e tel6fase (Fig. 4E, 4F, 4G).

O final da meiose | é marcada pela clivagem centrifuga do citoplasma da célula-mae
(Fig. 4H) e observa-se a presenca de diades com parede de calose separando as células-filhas
(Fig. 41). Esse tipo de observacao revela que a meiose ocorrida é do tipo sucessiva. Apés a
meiose 1l ha formacdo de quatro andrésporos que estdo organizados em tétrades com arranjo
isobilateral ou decussado (Fig. 4J, 4K). H& presenca de calose ao redor da tétrade. E segundo
Bhandari (1984), a presenca de calose ao redor dos andrsporos proporciona uma autonomia
no desenvolvimento das células gametofiticas haploides.

A seguir, ocorre a dissolugdo da parede de calose e observa-se que em uma mesma
antera ha esporangios com tétrades com calose em dissolucdo e outros esporangios com
androsporos livres.

Nas Angiospermas, sdo reconhecidos dois tipos basicos de citocinese meitética, a
sucessiva e a simultdnea, sendo que a simultanea é considerada apomdrfica em relacdo a
sucessiva (Davis 1966). Além desses dois tipos, um tipo intermediario tambeém ja foi
registrado (Bhandari 1984; Furness et al. 2002; Sanier et al. 2006). O padrdo intermediario
estd associado a formacdo de tétrades irregulares (Furness & Rudall 2001; Furness et al.
2002).

A meiose do tipo sucessiva € predominante entre as monocotileddneas (Dalgren et al.
1985, Johri et al. 1992, Furness & Rudall 1999; Furness & Rudall 2001; Nadot et al. 2008).
Porém, em Asparagales ocorre o tipo simultdneo. Em Arecaceae 0s dois tipos de citocinese
foram registradas, contrastando com a uniformidade encontrada em monocotileddneas
(Sannier et al. 2006). E segundo Furness et al. (2002) a meiose simultanea surgiu
independentemente em varios grupos de monocotileddneas.

Em Poales, os dois tipos de androsporogénese ocorrem (Furness & Rudall 2001). O
tipo sucessivo é encontrado em Mayacaceae (Venturelli & Bouman 1986) e Typhaceae
(Furness & Rudall 2000), mas ndo ha registros para Rapateaceae, a qual possui o tipo
simultaneo (Venturelli & Bouman 1988) e em Streptochaeta e Ecdeiocolea, duas espécies de

Poaceae, foi registrado androsporogénese simultanea e sucessiva, respectivamente (Sajo et al.
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2009). Em Bromeliaceae, todas as espécies estudadas apresentam este mesmo padréo
(Lindschau 1933; Gauthé 1965; Lakshmanan 1967; Hess 1991; Sajo et al. 2005; Furness &
Rudall 1999; Nadot et al. 2008; Sartori 2008).

Nadot et al. (2008) em seus estudos filogenéticos através da androsporogénese
examinam ndo somente o tipo de divisdo celular mas também o tipo de formacdo da parede
entre os esporos e o tipo de tétrade formada. Nesse sentido, eles colocam que as tétrades
formadas sdo muito variadas dentro de monocotiledéneas e o tipo de tétrade, geralmente, esta
relacionada ao tipo de citocinese. Estudos indicam que o padrdo de formacéo da abertura, ou
seja, a forma, estrutura, niamero e distribuicdo da abertura do androfito, também estd
relacionado com o tipo de androsporogénese (Ressayre et al. 2005). Em monocotileddneas
tétrades tetraédricas sdo geralmente produzidas quando a citocinese é simultdnea e a
isobilateral e decussada quando for do tipo sucessiva (Furness & Rudall 1999, 2001; Nadot et
al. 2008).

A formacdo da parede na citocinese do tipo sucessiva é centrifuga, enquanto que na
citocinese do tipo simultdneas, a formacao da parede centripeta ou centrifuga pode ocorrer,
como observado em Tillandsia aeranthos.

A presenca de calose ao redor dos andrdsporos proporciona uma autonomia no
desenvolvimento das células haploides, ou seja, estabelece uma barreira seletiva entre as
células haploides (Bhandari 1984). Corraboram tal consideracdo, exemplos de esterelizacdo
dos meidcitos em fungdo da dissolucdo precoce da calose, causando, muitas vezes, o aborto
do polen. A calose, entdo, é essencial para o correto desenvolvimento do pélen.

Antes da dissolugdo total da parede de calose percebe-se o inicio da formacgdo da
primexina no andrésporo (Fig. 5A). Depois de dissolvida essa parede, uma fina exina se
evidencia e a intina é depositada (Fig. 5B). A esporoderme do andréfito maduro apresenta
exina reticulada (Fig. 5C, 6D, 6E).

9. Androgametogénese

Apo6s a liberagdo dos androsporos no fluido locular ocorre um conjunto de
modificagdes, como aumento do volume do androporo, amilogénese, vacuolacdo e aumento
do espessamento da exina. Estes vacltolos tornam-se maiores, formando um sé vacutolo. Este
vactolo formado desloca o nicleo do esporo em direcdo a esporoderme, polarizando-o (Fig.

5D). Momento que marca o inicio da gametogénese.
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O androfito quando entra em contato com o fluido locular se expande e desenvolve
uma parde mais espessa. A parede do androfito é constituida de intina, composta de duas
camadas, uma celuldsica e outra péctica (Fig. 5B, 6F), e exina (Fig. 5C, 5E, 6D, 6E). A parte
mais externa da exina, a sexina, é reticulada (Fig. 5C, 6D, 6E) e a intina € mais espessa na
regido de abertura. Os testes histoquimicos revelaram a presenca de lipidios e proteinas na
exina (Fig. 6C, 6G e 6H). Foi observada presenca de polissacarideos pécticos e proteinas na
intina (Fig. 6B, 6F e 6H).

Logo em seguida, ocorre a primeira mitose no androfito. Essa divisdo é assimétrica,
formando a célula generativa e a célula vegetativa (Fig. 5F). A célula generativa €
inicialmente de formato lenticelar e de localizacdo periférica, com tamanho relativamente
menor, sendo comprimida pela célula vegetativa. A posi¢do da celula generativa é oposta a
abertura do esporo. A célula vegetativa recebe a maior parte do citoplasma do androfito
uninucleado, apresentando um nucleo esférico e de posicdo central. As duas células formadas
estdo separadas por uma parede constituida de calose (Fig. 5G).

Foi possivel observar o momento em que a célula generativa € englobada pelo
citoplasma da célula vegetativa, na regido central do androfito (Fig. 5H, 51). Apo6s o
englobamento ter encerrado, a célula generativa migra em direcdo ao nucleo da célula
vegetativa. Essa aproximacéo caracteriza a formacdo da unidade germinativa masculina (Fig.
6A).

A presenca de grdos de amido, em grande quantidade, foi detectada no citoplasma da
célula vegetativa, logo apés a primeira divisdo mitética (Fig. 6B). A célula generativa nao
desenvolve amiloplastos. Teste para lipidios foi realizado nesta fase, evidenciando lipidios
apenas na esporoderme (Fig. 6C). Nesse sentido, Franchi et al. (1996) sugere que o amido do
polen forma sacarose, a qual protege a membrana do pélen contra dissecacéo. Zona (2001) em
seu estudo qualitativo sobre estoque de amido no androfito em monocotiledéneas mostra que
em Bromeliaceaceae, as espécies estudadas nas trés subfamilias tradicionais, apresentam
amido no androfito, exceto em espécies de Aechmea e Pitcairnia. Todas as espécies estudadas
de Tillandsioideae apresentaram amido no androéfito, inclusive em Tilandsia hildae. O
androfito de T. aeranthos é liberado na forma bicelular e sem presenga de amido. Dahlgren et
al. (1985) consideram que o androfito bicelular representa uma caracteristica
plesiomorfica nas Angiospermas em geral, como nas monocotiledéneas. Cabe salientar que o
androfito tricelular ocorre em monocotiledéneas e dicotiledéneas, porém, as maiorias das

familias consistem de pdlen bicelular (Brewbaker 1967).
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A exina em T. aeranthos é formado por uma sexina reticulada. Esse tipo de exina é
encontrada na maioria das espécies de Bromeliaceae ja estudadas (Zavada 1983; Halbritter
1992; Sartori 2008). Porém em Tillandsia caput-medusa a exina é tectada-columelada
(Brighigna et al. 1981).

O androfito de T. aeranthos apresenta um Unico tipo de abertura em forma de sulco
que fica no polo distal (Fig. 7A, 7B).

O androfito das Angiospermas, em geral, apresenta uma morfologia altamente
diversificada, desde a textura e estrutura da parede, como a ornamentacdo e a forma da
abertura. As aberturas possuem um papel muito importante na germinacdo do polen e podem
variar em forma, nimero e localizacdo. Em Angiospermas basais ocorre frequentemente o
polen monosulcado (Zavada 1983) assim como nas monocotileddneas (Halbritter & Hesse
1993; Furness & Rudall 1999a). Esse tipo de padrdo de abertura, o monosulcado, é
considerado um carater plesiomorfico em monocotiledéneas e nas angiospermas basais
(Furness & Rudall 1999). Em Poales a condicdo predominate é abertura sulcada, exceto em
Thypaceae que ocorre o tipo porado (Linder & Rudall 2005).

Em Bromeliaceae, trés tipos de abertura ocorrem: o porado, a qual é restrito a
Bromeliodeae; o inaperturado; e o sulcado (Zavada 1983; Halbritter 1992). Sendo este Ultimo
0 tipo predominante na familia, assim como em Tillandsioideae, porém, os trés tipos podem
ocorrer na nesta subfamilia (Till 2000). J& Ehler & Schill (1973) coloca que Pitcarnioideae e
Tillandsiodeae sdo caracterizados por apresentarem poélen colpados. Varias espécies de
Bromeliaceas foram estudadas no que diz respeito ao tipo de abertura, principalmente o tipo
sulcado, que pode apresentar variacOes (Halbritter 1992; Halbritter & Hesse 1993). Dentre
essas espécies, podemos citar Aechmea conglomerata, Quesnelia edmundoi e Orthophytum
vagans que apresenta abertura porada, sendo esta uma caracteristica restrita a Bromelioideae
(Halbritter 1992). Andrdfito inaperturados foram descritos para algumas Tillandsioideae
(Guzmania) e muitas Bromelioideae, incluindo Aechmea, Bromelia, Canistrum, Cryptanthus
e Fascicularia (Halbritter 1992, Furness & Rudall 1999a). Para aparentados de Bromeliaceae,
como Rapateaceae, foram descritos pdlen com abertura do tipo monosulcado, disulculado
(Carlquist 1961).

Levando em consideragdo que os tipos de abertura do androfito servem como base
para sistematica e taxonomia, sabe-se que a abertura sulcada é o tipo que representa o estado
ancestral em monocotiledéneas (Dahlgren et al. 1985; Habritter & Hesse 1993) e as varia¢des

na forma dos sulcos séo relevantes para a sistematica e filogenia dos grupos (Zavada 1983).
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Muitas caracteristicas diagnosticas do androfito podem ser vistas como significativas
na dispersdo e germinagdo e a morfologia do podlen reflete a situagéo sistematica dentro da
familia, sendo necessarios estudos detalhados dos estratos da esporoderme para classificagdes

e consideragdes taxondmicas mais precisas em Bromeliaceae.
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Fig.1. 1A. Aspecto geral do individuo de Tillandsia aeranthos (Lois.) L. B. SM., em Sao

Sepé, RS.
-

v 2
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Fig. 2. Formacdo dos estratos parietais da antera de Tillandsia aeranthos. 2A. Aspecto geral
do botdo floral com as seis anteras tetrasporangiadas e carpelos. 2B. Antera com formato
eliptico, com camada protodérmica (p), subdérmica (s) e central (c), e divisdo na camada
subdermica (seta). 2C. Antera bilobada mostrando as camadas protodérmicas(p),
subdérmica(s) e central(c). 2D. Aspecto geral da antera na formacdo dos esporangios. 2E.
Camada parietal primaria (seta branca) e inicial esporogénica (seta preta) formada. 2F.
Camada parietal primaria dividida (cpp) em externa (seta branca) e interna (seta preta). 2G.
Camada parietal externa (seta preta) e camada parietal interna (seta branca) divididas. 2H.
Camada parietal secundaria externa se diferencia em endotécio (seta) 2l. Camada parietal
secundaria interna se divide em camada meédia e tapete (seta). Barra de escala: 200um (2A),
100um (2B, 2C, 2D), 50um (2G, 2H, 21), 20um (2E, 2F).
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Figura 3. Tecidos da antera de Tillandsia aeranthos (Lois.) L. B. SM. 3A. Estratos parietais
formados (ep-epiderme; en-endotécio; cm-camadas médias; t-tapete. Notar camada média
alongada tangencialmente. 3B. Presenca de celulose no espessamento do endotécio e na
parede celular da epiderme. Notar célula da epiderme papilada na fase de grdo de podlen
bicelular. 3C. Células na linha estomial (seta). 3D-3E. Espessamento do endotécio em forma
de ‘U’. 3F — 3G. Tapete binucleado com divisdes acitocinéticas. Notar nicleo volumoso na
célula tapetal. 3H. Células tapetais binucleadas com até trés nucléolos (seta). Tapete com
células alongadas radialmente. 31. Células tapetais na fase de tétrades (com calose dissolvida).
Detalhe da célula da epiderme (seta) 3J. Células tapetais degeneradas na fase de androfito
bicelular. Barra de escala: 50um (3A, 3B, 3C, 3D, 3E), 20um (3F, 3G).
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Figura 4. Androsporogénese de Tillandsia aeranthos (Lois.) L. B. SM. 4A. Célula-mée de
androsporo em seccdo longitudinal. Notar Células tapetais vacuoladas. 4B. Célula-mée de
androsporo (CMA) com nucleo e nucléolo volumoso. 4C. CMA com canais citomiticos
(setas). 4D CMA com calose nos vértices, evidenciado por Azul de Anilina. 4E. Préfase. 4F.
Metafase. 4G. Telofase. 4H. Divisdo centrifuga do citoplasma. 41. Diade com presenca de
calose. 4J.Tétrade isobilateralcom presenca de calose. 4K. Tétrade decussada com calose.
Barra de escala: 100um (4A), 50um (4B, 4D, 4E, 4F, 4G, 4H, 41, 4]), 20um (4C)
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Figura 5. Androgametogénese e Andrdfito de Tillandsia aeranthos (Lois.) L. B. SM. 5A.
Tétrade androsporo com a formacao de primexina (seta). 5B. Androsporos recem liberado da
tétrade com inicio da formacdo da intina (seta branca) e exina (seta preta). 5C. Exina do
androfito maduro (seta preta) e intina (seta branca). 5D. Androsporos vacuolados. 5E.
Androfito com presenca de uma fina camada de intina. 5F. Andréfito com a célula generativa
(seta branca) e nacleo da célula vegetativa (seta preta). 5G. Andréfito com parede de calose
(seta) separando as duas células, evidenciada com Azul de Anilina. 5H. Célula generativa
(seta) sendo englobada pelo citoplasma da célula vegetativa. 5I. Célula generativa (seta) e
nacleo da célula vegetativa proximas. v — vacuolos. Barra de escala 50 um (5A, 5B, 5C, 5D,
5E, 5F, 5G), 20um (5H, 51).
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Fig. 6. Androfito de Tillandsia aeranthos (Lois.) L. B. SM. 6A.Aproximacdo da célula
generativa (seta preta) e nicleo da célula vegetativa (seta branca), para formacdo da unidade
germinativa. 6B. Teste com PAS, indicando presenca de polissacarideos no citoplasma da
célula vegetativa. 6C. Teste com Sudam Il1, indicando a presenca de lipidios na esporoderme.
6D. Imagem em Microscopia Eletrénica de Varredura(MEV). Esporoderme com exina
reticulada. 6E. Imagem em MEV. Detalokhe da exina. 6F. Teste com Azul de Alcian,
identificando a intina. 6G. Teste de fuscina basica marcando a esporoderme. 6H. Teste com
Azul de Coomassie, identificando proteinas associadas a esporoderme. Barra de escala de 20
um (6A, 6C, 6G, 6H, 61), 50um (6B).
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Figura 7. Eletromicrografias em Microscopia eletronica de varredura do androfito de
Tillandsia aeranthos . 7A. Andrdfitos dentro da antera e presenca de rafides (seta) na parede
da antera. 50. Abertura sulcada do androfito.
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Resumo — (Ontogenia do rudimento seminal em Tillandsia aeranthos (Lois.) L. B. Sm.
(Tillandsioideae-Bromeliaceae). O rudimento seminal de Tillandsia aeranthos é anatropo,
bitegumentado e crassinucelado, com placentacdo axial. O rudimento seminal tem origem na
camada subdérmica da placenta. Os tegumentos sdo de origem dérmica. A inicial arquesporial
da origem & célula mée de gindsporo (CMG). A CMG sofre o primeiro ciclo mei6tico que
origina uma diade de gindsporo com presenca de calose ao redor. O segundo ciclo meidtico
da origem a tétrade linear de gindsporo, tornando-se o gindsporo calazal funcional. O
gindsporo funcional diferencia-se em um gametéfito uninucleado que ap6s mitoses origina
um gametofito bi e tetranucleado. Esse tipo de desenvolvimento do ginofito é do tipo
monosporico e Polygonum, onde o ginofito apresenta sete células e oito nucleos, com a
presenca de duas sinérgides, uma oosfera, formando o aparelho oosférico e trés antipodas. Os
naicleos polares de fusionam antes da fecundacdo. H& presenca do aparelho fibrilar no

aparelho oosférico.

Palavras-chave: rudimento, ginosporogénese, ginogametogénese, ginofito, embriologia.

Abstract: (Ovule ontogeny in Tillandsia aeranthos (Lois.) L. B Sm. (Tillandsioideae-
Bromeliaceae). The ovule of Tillandsia aeranthos is anatropus, bitegmic and crassinucellate,
with axial placentation. The ovule originates in the subdermal layer (zone I1) of the placentae.
The integument originated by divisions in the dermal layers. One to three ginospore mother
celss, originatd by divisions in archesporial cell, undergo meiotic divisions development a
linear tetrad, with presence callosic wall. Only the chalazal ginospore becomes functional.
The functional ginospore differs in that a gametophyte uninucleate after mitosis and yields a
two-nucleate and four-nucleate gametophyte. The female gametophyte has a monosporic
origin and a Polygonum-type development. The female gametophyte consists of the two
synergids, an egg cell, three antipodes and two polar nuclei. Polar nuclei fuse prior to

fertilization. Presence of the filiform apparatus

Keywords: ovule, ginosporogenesis, ginogametogenesis, female gametophyte, embryology.
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Introducéo

Bromeliaceae ¢ uma familia neotropical com espécies distribuidas geograficamente
nas Américas do Sul e Central, com excecdo de Pitcairnia feliciana (A. Chevalier) Harms &
Milbraed, que ocorre na Africa Ocidental (Jacques-Félix 2000). Nesta familia estdo incluidos
58 géneros e 3140 espécies (Givnish et al. 2011). Bromeliaceae apresenta uma bem sucedida
radiacdo adaptativa, compreendendo espécies terrestres e epifitas, ocorrendo em ambiente
tropical e desértico (Benzing 2000; Dillon 1991).

Segundo o APG 111 (2009), a familia Bromeliaceae pertence a ordem Poales, ocupando
uma posicdo basal dentro da ordem. Estudos filogenéticos sustentam a monofilia de
Bromeliaceae (Chase et al. 1995; Barfuss et al. 2005, Givnish et al. 2011) Tradicionalmente
eram reconhecidas trés subfamilias: Pitcairnioideae, Tillandsioideae e Bromelioideae (Smith
& Downs 1974). Pérem, por recentes estudos moleculares o nimero de subfamilias foi
ampliado para oito: Brocchinioideae, Lindmanioideae, Tillandsioideae, Hechtioideae,
Navioideae, Pitcairnioideae, Puyoideae e Bromelioideae (Givnish et al. 2007). Esse arranjo
proposto confirmou a monofilia das subfamilias Tillandsioideae e Bromelioideae e resolveu a
parafilia de Pitcairnioideae com a proposicao das cinco novas subfamilias. Em recente estudo
sobre filogenia de Bromeliaceae, Givnish et al. (2011) sugere que seja abandonado a
classificacdo dessas trés tradicionais subfamilias, porém, no Brasil, as subfamilias que
ocorrem naturalmente sdo Tillandsioideae, Bromelioideae e Pitcairnioideae (Smith & Downs
1974, 1977, 1979).

Em se tratando de aspectos embriolégicos, poucos sdo os trabalhos que abordam o
género Tillandsia, podendo ser citados os trabalhos de Papini et al. (2010), Brighigna et al.
(2006), Sajo et al. (2004a) e mais recentemente, Fagundes & Mariath (2010).

Trabalhos filogenéticos que utilizam caracteres morfologicos, anatdmicos vem sido
realizados para monocotiledéneas (Chase et al. 1995, 2006) como também em Bromeliaceae.
Estudos morfoldgicos sobre sementes (Fagundes & Mariath 2010), tipos de estigmas (Brown
& Gilmartin 1989), apéndices petalares (Brown & Terry 1992) foram realizados com enfoque
filogenético dentro de Bromeliaceae. Tillandsioideae e juntamente com Bromelioideae
apresentam problemas de posicdo de géneros, apesar de ja4 estar bem suportado que
Tillandiodeae apresenta um clado monofilético (Barfus et al. 2005; Givnish et al. 2010).
Muitos foram os trabalhos que contribuiram para a sistematica das subfamilias, podendo ser
citados, os trabalhos de Terry et al. (1997), Horres et al. (2000), Barfus et al. (2004), além de

trabalhos de filogenia de Bromeliaceea e sua rela¢cdes com as monocotiledéneas (Gilmartin &
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Brown 1987; Sajo et al. 2004) e sua relacdo com as Poales (Linder & Rudall 2005; Givnish et
al. 2010) e trabalhos de relacdo filogenética e estratégias reprodutivas utilizando
microssatélites também foram realizados (Barbara et al. 2009). Analises sobre o
desenvolvimento do ginogametdfito tem sido usado em estudos filogenéticos podendo ser
mencionados o trabalho de Linder & Rudall (1993).

Alguns trabalhos sobre caracteristicas de cromossomos foram realizados como o de
Gitai (1965) a fim de estabelecer relacdes filogenéticas nas subfamilias. Mesmo com avancos
nesta area, a delimitacdo de géneros tem sido bastante discutida (Givnish et al. 2011),
incluindo Tillandsia,. Em relagfes a filogenia e o uso de caracteres morfologicos, Barfuss et
al (2004) ja colocava que espécies monofiléticas, apresentam diferencas quanto a posicao do
ovario, fruto, semente, polen e estigma, além disso, Gilmartin & Brown (1986) fizeram
inferéncia sobre a evolucéo de subgéneros de espécies de diferentes ambientes.

Apesar desses avancos, novos trabalhos de morfologia e anatomia podem resultar em
mudancas ou adicbes a nivel genérico (Barfuss et al. 2004). Estudos revelam que
Tillandisiodeae € um grupo monofilético (Terry et al. 1997a,b) e caracteres morfologicos
como sementes, nectarios e rudimentos seminais provém uma gama de dados comparativos
dentro dessa subfamilia. Nesse sentido, podemos observar que estudos que revelam a
ontogenia das estruturas reprodutivas proporcionam importantes dados morfoldgicos que
podem ser relacionados & filogenia dentro da familia.

Este estudo teve por objetivo acompanhar o desenvolvimento, analisar e caracterizar o
rudimento seminal de Tillandsia aeranthos. Além disso, contribuir para a taxonomia e

filogenia da Tillandsioideae.

Material e Métodos

Foram coletadas inflorescéncias com botdes florais em diferentes estadios do
desenvolvimento de Tillandsia aeranthos, nos municipios de Santa Maria e Sdo Sepé, RS. As
coletas ocorreram nos meses de junho a agosto dos anos de 2010 e 2011. Testemunho desse
material foi depositado no herbario SMDB do Departamento de Biologia da Universidade
Federal de Santa Maria, sob o nimero 12.950.

Os botdes florais, antes de fixados, foram dissecados sob microscépio estereoscopio

Olympus SZH10, sendo preservados apenas 0s ovarios e estames. O material foi fixado em
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glutaraldeido 1% e paraformaldeido 4% (McDowell & Trump 1976). Apos a fixacdo, o

material foi submetido a vacuo por 6 horas.
Material para microscopia Optica

Apos fixados, o material botanico, foi lavado em tampao fosfato de sédio 0,1M pH7,2
(Gabriel 1982) duas vezes, por 15 minutos cada etapa. Apos, foi lavado uma vez em agua
destilada e uma vez em Tween 20%, por 15 minutos. Posteriormente, foi desidratado em
série etilica ascendente (10, 30, 50, 70, 90, 100%), 15 min cada etapa. Posteriormente, seguiu
a desidratacdo em solugdes de cloroformio e etanol absoluto (1:3, 1:1, 3:1, 1:1, 1:3),
finalizando a desidratacdo com uma etapa de etanol absoluto. O material foi pré-infiltrado
com uma solucdo 1:1 de hidroxietilmetacrilato (Gerrits & Smid 1983) e etanol absoluto
durante o periodo de 12h, seguido de infiltragdo em hidroxietilmetacrilato por cerca de 12h e
emblocado com esta resina em suporte de Teflon até sua polimerizacdo (Gerrits & Smid
1983). As seccles, nas espessuras de 2 a 8um, foram feitas em micrétomo de rotacdo Leica
RM2245. O corante padrao utilizado foi Azul de Toluidina O 0,05% pH 4.4 (Feder & O’Brien
1958). As observacdes foram realizadas em microscopio Olympus BX21 e Leica DM 2000.
As fotomicrografias foram obtidas com emprego de captura digital DFC295 acoplado ao
microscopio Leica DM2000, do Laboratério de Botanica Estrutural do Departamento de

Biologia da Universidade Federal de Santa Maria.

Testes Histoquimicos

Testes histooquimicos foram realizados com Azul de Anilina, na concentracdo 0,1%
em tampao fosfato (pH 8,5), para deteccéo de calose (Martin 1959).

As observacdes e fotomicrografias para o teste de azul de anilina e calcofluor foram
realizadas no foram realizadas em microscépio Leica DMR-HC e Olympus BX 41, no
Laboratério de Anatomia Vegetal do Instituto de Biociéncias da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS). Os demais foram no Leica DM2000, no Laboratorio de Boténica

Estrutural do Departamento de Biologia da Universidade Federal de Santa Maria.
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Resultados e Discussao
Gineceu

Tillandsia aeranthos apresenta ovario supero, gamocarpelar, tricarpelar e trilocular,
sendo cada carpelo com varios rudimentos (Fig. 1A). Essas observac¢des estdo de acordo com
outras espécies de Bromeliaceae estudadas (Sajo et al. 2004 a, b, Conceicao et al. 2007). O
numero de rudimentos por I6culo pode variar de um a varias por loculo (Igersheim et al.
2001), sendo que em Bromeliaceae, é constante varios rudimentos por l6culos, chegando de

15-20, como demonstrado por Wee & Rao (1974) para Ananas Comosus.

Desenvolvimento do rudimento seminal

Os rudimentos seminais surgem como primordios de posicdo axial, como
classificagdo do local de sua insercdo ou, usualmente, placentacdo, a partir de uma massa
celular com caracteristicas meristematicas (Fig 1B). De maneira geral, e aparentemente, o
processo de iniciacdo dos rudimentos se da pelo aumento de densidade citoplasmatica na
regido placentaria, seguido de crescimento radial, principalmente das células da camada
subdérmica nos locais de origem (Fig 1C). Em Papaver rhoeas (Cass & Fabi 1990), se
percebe o alongamento radial das células da camada subdérmica, seguido de divisdes
periclinais. Cabe salientar que de maneira geral, em relacdo a literatura que trata da formacao
inicial do rudimento seminal, as divisbes sdo consideradas como o passo inicial para a
formacdo do primoérdio do rudimento seminal, embora no presente estudo se enfatize que o
alongamento radial seja uma etapa anterior na morfogénese dos primdrdios. Tal alongamento
radial acaba sendo, portanto, o fator morfogenético inicial para a delimitacdo dos primordios
no tecido placentario. Tal processo de diferenciacdo celular ocorre atraves, também, do
aumento de densidade citoplasmatica na regido de iniciacdo do orgdo. Tal aspecto de
desenvolvimento foi descrito por Oliveira (2001) e Oliveira e Mariath (2001) na formacao
inicial de primérdios de estames em Anacardium occidentale e Spondias mombin,
respectivamente, ambas pertencentes a Anacardiaceae. Na camada protodérmica o
alongamento radial é condicionado, aparentemente, a um maior espaco para as células
crescerem; assim, naquelas regides onde ocorre contato da regido protodermica com a
epiderme locular ndo se percebe tal alongamento radial, embora, em tais regifes, a camada
subdérmica, como ja citado, apresenta crescimento radial tipico (Fig. 1D). A semelhanca do

descrito para a camada subdérmica, na camada dérmica o aumento de densidade
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citoplasmatica é tipico. Na terceira camada da regido de iniciagdo do rudimento seminal ndo
se observa maior densidade citoplasmatica, e o alongamento radial ndo € observado (Fig. 1E).
Logo apds o processo de alongamento radial se observa divisbes periclinais em algumas
células da camada subdérmica (Fig 1D, 1E, 1F). Emalguns casos se percebe algumas divisdes
acitocinéticas, onde foram observadas duas situacdes que complementam a observagdo, como
casos onde foram observados nlcleos compartilhando o mesmo espaco citoplasmatico (Fig.
1F) e, em outros primoérdios de rudimento seminal, foi observado, em posicdes similares
células com ndcleo mais volumoso em relacdo as células vizinhas (Fig. 1G). Assim, se
especula que eventualmente, seguido a divisdo acitocinética, ocorra fusdo nuclear. Trabalhos
complementares para confirmar os eventos acima descritos, através do emprego de DAPI e
Feulgen, devem ser realizados. Cabe salientar, que a confirmacdo de tais informacoes é
importante em funcdo das consequéncias para a compreensdo da ploidia para embrido e
endosperma apos a dupla fecundacao.

A intervalos regulares se observa que o processo de diferenciacdo descrito acima é
diferente, sendo tipico a auséncia do crescimento celular radial que foi enfatizado como
iniciador do processo de construcdo do rudimento seminal. Através deste processo se percebe
a modulacdo do processo de morfogénese que gera o crescimento individualizado dos
rudimentos seminais.

A sequencia do processo de desenvolvimento dos primdrdios dos rudimentos
seminais (Fig.1H) revela divisdes periclinais, anticlinais e obliquas, nas derivadas da camada
subdérmica (Fig. 11 e 1J). Na regido terminal é usual divisdes anticlinais e periclinais e nas
derivadas mais profundas divisdes obliquas e transversais. Nos primdrdios com comprimento
de cinco a sete células, considerando apenas células derivadas da camada subdérmica, ja se
observa inicio de diferenciacdo de tecido provascular, de posi¢do central no primérdio, o qual
possui continuidade com o tecido provascular mais profundo, vinculado a vascularizacéo da
regido placentaria. A percepcdo de tal continuidade tissular se da pelo padrdo de crescimento
e divisdo celulares. Tal continuidade tissular, aparentemente ocorrido pela inducdo do tecido
provascular mais profundo, pode gerar confusdo para analise da origem do primérdio do
rudimento, pois nesses casos, a continuidade tissular pode induzir a percepgdo de que tecidos
mais profundos, que a camada subdérmica, atuam na producédo de células que constroem tal
primordio.

A literatura recente, usualmente, apresenta classificacdo para o modo de construcéo
dos rudimentos seminais. Assim, em Tillandsia aeranthos os primdrdios podem ser

classificados como bizonados, conforme Bouman (1984), ou tipo ‘B’ conforme Kordyum
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(1968), em funcdo da atividade mitdtica relacionada a formacéo inicial do 6rgdo estar
vinculada exclusivamente, ou quase exclusivamente, a camada placentaria subdérmica.
Estudos com espécies de Poaceae, familia que também pertence a Poales, grupo a qual
pertence Bromeliaceae, revelam que o desenvolvimento inicial é bizonado (Nakamura et al.
2009), ou tipo ‘B’. Em Rapateaceae, familia proxima a Bromeliaceae, foi demonstrado que o
rudimento seminal em sua origem também ¢é bizonado. Em Bromeliaceae, Dyckia
pseudococcinea L.B. Smith (Conceicdo et al. 2007) e Vriesea carinata (Sartori 2008)
apresentam rudimentos seminais descritos como trizonados.

Dados sobre o desenvolvimento inicial do rudimento seminal sdo importantes, pois a
maioria dos estudos ndo abordam tais aspectos (Bouman 1984), os quais podem constituir
uma fonte relevante de informagdo quando estabelecidas comparagdes entre os taxons,
demonstrando como estes tem se modificado filogeneticamente (Sartori 2008). Bouman
(1984) comenta que uma questdo a ser resolvida estaria relacionada a possibilidade de um
rudimento seminal bizonado dar origem a um rudimento seminal crassinucelar. Assim, a
presente analise estrutural, da formacdo do primérdio do rudimento seminal em T. aeranthos,
permite concluir que ndo existe uma relacdo fixada entre modo de formagdo inicial e
diferenciacgdo posterior do nucelo.

No primérdio do rudimento seminal, na camada subdérmica, uma célula, raramente
duas células, inicial se diferencia, apresentando um citoplasma denso, ndo vacuolado e um
nacleo volumoso (Fig. 2A e 2B). Nos casos onde se observam duas células iniciais,
aparentemente, apenas uma segue o padrdo de diferenciacdo que ird culminar na derivacgdo de
um Unico meidcito; tal consideracdo se deve ao fato de ndo terem sido observados eventos
posteriores de diferenciacdo, como por exemplo, formacdo de dois grupos de gindsporos ou
ocorréncia de mais de um gindéfito em um mesmo nucelo. Apds, a célula inicial se divide
periclinalmente e forma uma derivada externa, a qual ira contribuir com a camada parietal
primaria e uma derivada interna que ira se diferenciar em célula arquesporial (Fig. 2C).

Durante a esporogénese as células da camada parietal primaria se dividem,
usualmente, mais uma vez no sentido transversal, culminando com a formacdo de duas
camadas subdérmicas entre a epiderme nucelar e célula esporogénica, que ird culminar na
construgdo de um rudimento seminal crassinucelado. Lateralmente, a proliferacdo celular
também é pouco expressivo, sendo comum duas camadas de células entre epiderme e célula
arquesporial. Também é comum a divisdo obliqua de células subdérmicas, principalmente na

regido dorsal. De maneira geral, o incremento de células nucelares é baixo.
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A célula arquesporial formada se desenvolve em uma célula-mée de ginosporo
(CMG), a qual apresenta caracteristicas estruturais diferenciais no esporangio, como
crescimento, direcionamento de tal crescimento, e polarizacdo do nucleo que, pelo que foi
observado ocorre no polo micropilar A célula-mée de gindsporo apresenta caracteristicas
estruturais diferenciais no esporangio, e acompanha o crescimento do esporangio através de
alongamento, além disso, a posicdo micropilar da CMG se mostra como outro indicio da
polarizacdo da referida célula. A condicdo crassinucelado é comum na maioria das espécies
de Bromeliaceae (Sajo et al. 2004a). Confirmado nos estudos com Lindmania penduliflora
(Lakshmanan 1967), Ananas comosus (Wee & Rao 1974, Rao & Wee 1979), Catopsis
paniculata (Palaci et al. 2004), Dyckia pseudococcineae (Concei¢do et al. 2007), Vriesea
carinata (Sartori 2008) e também em espécies de Tillandsia (Papini et al. 2010), inclusive
Tillandsia aeranthos. Estes estudos estdo de acordo com o que foi citado para a familia por
Johri et al. (1992). O rudimento pseudocrassinucelado foi observado em Poaceae, familia
também pertencente a Poales e algumas monocotileddneas basais (Endress & lgersheim
2000). Assim como o tenuinucelado foi encontrado em varias familias de Poales (Rudall et al.
2005, Scatena & Bouman 2001; Venturelli & Bouman 1986; Rudall 1997). J& em
Rapateaceae (Venturelli & Bouman 1988) e Thyphaceae (Graef 1955; Asplund 1972, 1973),
as espécies estudadas apresentam o tipo crassinucelado que, segundo Sporne (1969) é o tipo
encontrado nas angiospermas primitivas, o que leva a concluir que é o tipo ancestral. O
mesmo foi confirmado para as monocotiledoneas por Lowe (1961), demostrando que esse é o
tipo comum entre as monocotileddneas primitivas. Além disso, Lowe (op.cit.) coloca que
varios rudimentos por loculo e curvatura anatropa também sdo caracteres primitivos.

Confirmando estes dados, Rudall (1997) demonstra que monocotileddneas apresentam
este tipo de rudimento. Dentro deste contexto, Sajo et al. (2004a), coloca que esta seria uma
caracteristica plesiomorfica dentro de Poales, pois ocorre em membros basais dentro da
Ordem, como Bromeliaceae.

Em momento proximo a determinacdo das células parietal primaria e arquesporial é
observado o crescimento radial, sutil, de um grupo de células dérmicas e subdérmicas com
localizagdo subterminal e distribuicdo continua, similar a um anel. Aparentemente, tal evento
marca o inicio da formacdo do tegumento interno (Fig. 2D). Logo a seguir, sdo observadas
divisdes periclinais e obliquas na camada dérmica, e suas derivadas, determinando a
continuidade da formacdo do tegumento interno (Fig. 2E). A origem do tegumento externo &,
aparentemente, similar, onde o crescimento celular radial é o indicador morfoldgico do local

de diferenciacdo do tecido (Fig. 2E), porém, ao contrario do tegumento interno, na regido
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ventral ndo ocorre a diferenciagdo do tegumento externo (Fig. 2F). Assim, pode ser definido
que o tegumento interno é simétrico e o tegumento externo é assimétrico. A diferenciacéo
inicial dos tegumentos seguiu 0 mesmo padrdo apresentado pelo préprio rudimento seminal,
onde o aumento da densidade citoplasmatica e crescimento radial sdo tipicos, seguido de
divisdo periclinal.

Em Angiospermas, o rudimento seminal pode ser uni ou bitegumentado (Bouman
1984), sendo o bitegumentado o mais comum em angiospermas basais sendo, usualmente,
considerado o mais primitivo (Johri et al. 1992). Davis (1966) e Sporn (1969) consideram que
namero de tegumentos e sua origem figuram como caracteristicas embrioldgicas importantes.
Esses tegumentos podem ser de origem dérmica ou subdérmica, sendo frequente que o
tegumento interno seja de origem dérmica e ndo raras vezes, subdérmica (Bouman 1984). O
tipo de iniciacdo do tegumento externo, segundo Bouman (1984), serve como carater
taxonémico a nivel de familia. Poucos sdo os trabalhos em Bromeliaceae que abordam essa
caracteristica. Podemos citar o estudo com Vriesea carinata (Sartori 2008), Dyckia
pseudococcinea (Conceicédo et al. 2007) e em varias espécies de Bromeliaceae (Palaci et al.
2004). O presente estudo foi observado que o0s tegumentos sdo de origem,
predominantemente, dérmica. Nesse aspecto, Sartori (2008) demonstra que em Vriesea
carinata o tegumento interno tem o seu inicio anteriormente ao externo, assim como em T.
aeranthos. Em familias proximas a Bromeliaceae, como Rapateaceae, 0 tegumento interno
também é de origem dérmica e o externo de origem subdérmica, porém, iniciam ao mesmo
tempo (Venturelli & Bouman 1988).

A importancia da caracteristica citolégica, dada no presente estudo, para formacgéo de
6rgdos e/ou tecidos se deve, aparentemente, a metodologia empregada, onde o uso de fixador
a base de aldeido permitiu melhor preservacao citoldgica em relagdo aos fixadores utilizados
em estudos primordiais sobre o tema, 0s quais, usualmente, ndo permitem melhor preservacédo
de caracteristicas citoplasméaticas sutis entre células préximas, usualmente, irmds e
submetidas a estimulos de diferenciacdo similares em funcéo de suas posi¢des no 6rgao e/ou
tecido considerado. Tais caracteristicas sdo usualmente observadas na morfogénese de 6rgaos
vegetativos como raizes laterais ou primoérdios foliares, anexos epidérmicos, como tricomas
secretores, ou ainda celulas companheiras (Evert 2006), ou outros 6rgdos florais (Oliveira
2000) e Oliveira & Mariath (2001), Cass & Fabi (1990), devendo ser considerado como parte
do processo de identificacdo de células/tecidos/6rgaos a partir de seus locais de origem.

Cabe salientar que a observacdo de sutilezas entre processos de desenvolvimento pode

revelar gradacdo em processo evolutivo tanto em relagdo a diferenciacdo de um dado
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tecido/6rgdo e/ou a aplicacdo de tal resultado em consideragdes taxondmicas ou filogeneticas,
sendo util para exemplificar o exposto o processo de morfogénese tegumentar descrito por
Bouman & Calis (1977) como ‘integumentary shifting’, o qual acabou consagrado como
terceiro caminho para a reduc¢do tegumentar. Assim, se propdem que na analise da origem dos
tegumentos de outras especies de Tillandsia e/ou espécies de géneros proximos, se dé atencao
ao grau de diferenciacdo das células e eventual compartilhamento inicial, entre tecido dérmico
e subdérmico, para a construcdo do tegumento.

O rudimento seminal pode expressar em diversas curvaturas, como ort6tropo,
hemianatropo e anatropo, embora tipos intermediarios ocorram (lgersheim et al. 2001).
Alguns grupos podem apresentar diferentes tipos de curvaturas de rudimento seminal no
mesmo ovario e em diferentes rudimentos (French 1986). Em Bromeliaceae, este padrdo foi
descrito para Ananas comosus, em que o tipo anatropo e ortétropo foram encontrados no
mesmo loculo, porém, este ultimo foi encontrado em apenas 3% dos rudimentos (Wee & Rao
1974). Segundo Bouman (1984), o tipo anatropo é o mais comum em Angiospermas. Dentro
das monocotiledbneas, este tipo também foi o mais encontrado (Endress & Igersheim 2000,
Igersheim et al. 2001). Sendo citado para Typhaceae (Greaf 1955; Asplund 1972) e
Rapateaceae (Venturelli & Bouman 1988).

Dentro de Poales, todos os tipos de curvatura ja foram citadas (Nakamura et al. 2009).
O tipo de curvatura aqui encontrado e citado para a maioria de Bromeliaceae é considerado,
por Sajo et al. (2004), um carater plesiomérfico.

Apos, a CMG inicia a meiose (Fig. 3A — 3B), formando ao final da primeira etapa
duas células iguais compondo a diade de gindsporos, as quais sdo separadas por uma parede
celular que, logo a seguir, recebe incremento de calose (Fig. 3C - 3D). Logo ap0s, ha meiose
I1, observa-se o gindsporo calazal se dividindo antes do micropilar e é formada uma tétrade de
gindsporo em posicdo linear (Fig. 3E). A calose é depositada de forma irregular entre os
gindsporos, tendo sido observado mais calose nas paredes laterais (Fig. 3F-3G) em relagéo as
transversais, sendo também, menor a quantidade de calose nas paredes do ginésporo calazal
que acaba se tornando funcional. Em relacdo ao observado, no presente trabalho para T.
aeranthos, pode-se afirmar que a esporogénese é do tipo monosparica.

O gindsporo calazal se torna o unico funcional (Fig. 3F), tendo em seu processo de
maturacdo, um conjunto de eventos relacionados a polarizacdo da célula (Bhandari 1984).

Em Angiospermas, a ginosporogénese do tipo monosporica, bispdrica e tetraspérica
pode ocorrer (Johri et al. 1992, Russell 2001). O tipo monosporico, descrito no presente

trabalho, ja foi descrito para T. aeranthos (Papini et al. 2010), dentre outras Bromeliaceae
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Lindmania penduliflora (Lakshmanan 1967), Ananas comosus (Rao & Wee 1979), Vriesea
carinata (Sartori 2008). Tal padrdo de desenvolvimento é o mais comum dentre as
angiospermas (Johri et al. 1992).

A degeneracdo de trés esporos, resultantes de meiose, € um processo comum dentre
eucariontes (Papini et al. 2010). Em alguns casos, ou exemplos, como o descrito no presente
trabalho, a ndo degeneracdo de um esporo parece estar vinculado a presencga/auséncia de
calose nas paredes que delimitam o esporo funcional. Assim em T. aeranthos, no gindsporo
funcional é observado menor quantidade de calose nas paredes laterais e transversal calazal,
ou seja, aquela que delimita gindsporo de nucelo. Esse aspecto foi abordado por Papini et al.
(2010) para especies de Tillandsia. Papini (op. cit.) colocam que a sobrevivéncia deste unico
gindsporo se deve ao fato de haver menor quantidade de calose na célula calazal, sendo que os
outros trés gindsporos estdo completamente cercados de calose. O aborto desses trés
gindsporos é o resultado de uma morte celular programada (PCD), tendo uma relacdo direta
com a deposic¢do de calose na tétrade.

Rodkiewicz (1970) ja descrevia que esse tipo de processo é comum em angiospermas.
Considera-se, entdo, que os ginosporos entram em PCD, o qual esta diretamente relacionado
ao depdsito de calose pelas tétrades (Papini et al. 2010), ou conforme Bouman (1984) e
Raghavan (1997). Em Bromeliaceae, além do presente trabalho com Tillandsia aeranthos,
Sartori (2008) descreveu em Vriesea carinata, o depésito de calose pela tétrade, quando foi
demonstrado maior acréscimo de calose no polo micropilar, sendo o ginosporo funcional
também é o calazal. Nesse sentido, Bouman (1984) ja colocava que o desaparecimento da
calose estaria relacionado com a diferenciagdo do gindsporo funcional na tétrade. Isso
demonstra que, em relacdo ao acesso a nutrientes, o ginosporo funcional € privilegiado,
embora analise fisioldgica ainda ndo tenha sido realizada para confirmar a especulacdo
apresentada.

Observa-se, na fase de CMG, as primeiras divisdes periclinais na epiderme nucelar,
resultando em uma epiderme pluriestratificada, sendo que tais divisdes séo localizadas no
terco micropilar do nucelo (Fig. 3C). As divisdes ndo sdo simultaneas e pode ndo ocorrer o
mesmo namero de tais divisdes em uma dada regido no mesmo rudimento e em rudimentos
diferentes. A espécie aqui estudada, assemelha-se a algumas monocotiledéneas que
apresentam essa pluriestratificacdo (Johri et al. 1992) e a Dyckia hebdingii que também
apresenta esta estratificacdo na porcédo apical do ginéfito (Sajo et al. 2004a). Estratificacdo da
epiderme nucelar também foi descrita para Dyckia pseucoccineae (Conceicdo et al. 2007),

onde nota-se um acréscimo de camadas celulares, chegando a sete, nas por¢des laterais do
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gindfito embora ndo tenha sido descrito 0 momento em que estas divisdes tiveram inicio. Em
Brocchinia reducta a epiderme nucelar apresenta por¢des com duas camadas celulares (Sajo
et al. 2004a). Conceicdo et al. (2007) comentam que o acréscimo de camadas epidérmicas
seria uma apomorfia de Pitcairnioideae. Porém a demonstracdo de estratificacdo da epiderme
nucelar em T. aeranthos tdxon de Tillandsioideae permite que se sugira ampliacdo dos
estudos e reconsideracdo da estratificacdo como apomorfia para Pitcairnioideae.

O gindsporo calazal funcional aumenta suas dimensdes e desenvolve-se em um
ginéfito uninucleado (Fig. 4A). Esse ginofito apresenta-se com um nucleo polarizado na
regido calazal e dois vacuolos, um ocupando o polo calazal e o outro, micropilar. Em estadio
seguinte, ocorre mitose neste gametdfito a qual resulta em um gindfito binucleado (Fig.4B),
onde os dois nucleos se posicionam em regides opostas da célula, com a presenca de um
vacuolo que ocupa a regido central. Um segundo ciclo mitdtico ocorre e seu produto € um
gindfito tetranucleado com dois nucleos em cada polo da célula (Fig 4C), nesta fase, também
ha presenca de um vacuolo central, com acimulo de substancias pécticas. Na sequencia, um
terceiro ciclo mitotico ocorre, formando quatro nucleos em cada polo. Logo apos, ocorre o
processo de celularizacdo de forma simultanea em cada polo. Os nlcleos calazais, apos
celularizacdo, estabelecem as antipodas, voltadas para o polo calazal, onde tais antipodas
apresentam apenas um nucleo e dispostas em arranjo triangular (Fig 4D). Os nucleos polares
calazal e micropilar migram para a regido mediana da célula central para formar, ap6s fusio
(Fig 4E, 4G), o nucleo da célula média. Apos fusdo, o nucleo da célula média migra em
direcdo o aparelho oosférico (Fig. 4H).

Os nucleos micropilares, ap6s diferenciagdo, formam o aparelho oosférico, com duas
sinérgides e uma oosfera (Fig. 41, 4J). As sinérgides sdo dispostas lado a lado, ambas com
nacleo no pélo micropilar e um pequeno vacuolo no polo calazal. As sinérgides e a oosfera se
organizam em formato triangular. A oosfera apresenta-se com uma polarizacgao inversa a das
sinérgides, com o ndcleo no polo calazal e o vactolo no pdlo micropilar. As sinérgides e a
oosfera possuem formato de pera, ou seja, sdo mais largas no polo calazal em relacdo ao
micropilar. Com a especializacdo da parede celular, é formado um aparelho fibrilar na por¢édo
micropilar das sinérgides (Fig. 4J). Essa especializagdo ocorre entre as células e na por¢ao que
fica em contato com a extremidade mais interna da micropila, com a presenca de vilosidades
nas superficies internas do aparelho fibrilar. Naqueles ginéfitos que possuem sinérgides, o
tubo polinico penetra em uma das sinérgides através do aparelho fibrilar (Willemse & Went

1984), tendo a funcdo de guiar o tubo polinico.
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De maneira geral, nas Angiospermas, ap0s o aparelho oosferico estar totalmente
organizado, as células se tornam mais alongadas e ocupam boa parte do polo micropilar
(Batygina 2002), tal generalizacdo é compativel com as presentes observacGes em T.
aeranthos. Como na maioria das espécies, as sinérgides e a oosfera sdo citologicamente
distinguiveis em funcdo da polarizacdo tipica, também observada neste estudo. Essa distinta
polaridade mostra que o ndcleo se encontra voltado para o polo calazal e o vacuolo para o
polo micropilar. A oosfera tem a caracteristica de ndo apresentar espessamento na parede
celular (Russell 2001) e de modo geral as paredes celulares entre as sinérgides e a oosfera sdo
muito delgadas ou até mesmo ausentes (Willemse & Went 1984). Em T. aeranthos, a parede
celular entre essas células é muito ténue e de dificil visualizacdo em microscopia éptica, ou
até ausentes na regido de contato entre sinérgides, oosfera e célula média. Essa auséncia de
parede celular, seja ela parcial ou total, foi descrita para algumas espécies e tem papel
importante no processo de dupla fecundacdo, uma vez que os gametas masculinos sdo
liberados em uma das sinérgides e sdo transferidos para a oosfera e para a célula média.

As diferencas entre a oosfera e as sinérgides também ocorrem no tamanho e na forma
dos nucleos, tendo Russell (2001) citado que os nucleos nas sinérgides séo bem menores e
apresentam forma irregular, contrastando com a oosfera, caracteristicas que ndo foram
observadas neste estudo, pois em ambas os tipos celulares os nuicleos apresentam volume e
forma relativamente iguais.

As sinérgides observadas neste estudo ndo apresentaram sinais de degeneracao e em
Vrisea carinata (Sartori 2008) foi observado que a degeneracdo ocorreu apds a penetracdo do
tubo polinico. Sendo comum ocorrer a degeneragdo das sinérgides apds a fecundacdo. As
sinérgides podem variar em forma, tamanho e estrutura entre os taxa e exibem uma bem
definida orientacdo. As sinérgides possuem a funcéo de iniciar a atragdo do tubo polinico para
0 saco embrionario e ainda estdo envolvidas na absorcéo, estoque e transferéncia de nutrientes
das células nucelares e tegumentos para o saco embrionario (Kapil & Bhatnagar 1981).

Na célula média, os dois nucleos formados, anteriormente posicionados um no polo
micropilar e outro no polo calazal, se aproximam e ficam posicionados na por¢cdo média da
célula, além de sempre se encontrarem periféricos em funcdo do grande vacuolo da célula
média. Tais caracteristicas apresentadas para a célula média em T. aeranthos sdo observadas
na maioria das Angiospermas (Willemse & Went 1984). Apds essa aproximacao, 0s nucleos
polares de fusionam originando, portanto, o nicleo da célula média. Assim, tal evento em T.
aeranthos é anterior a fecundagdo. Posteriormente, o nlcleo da célula média migra e se

posiciona junto ao aparelho oosfeérico, ficando oposto a oosfera (Fig. 4F). A célula central em
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T. aeranthos ocupa a maior parte do volume do gametofito, sendo tal caracteristica comum
nas Angiospermas (Yan et al. 2010). A fusdo dos nucleos polares pode ocorrer de trés
momentos distintos, ou seja, anteriormente a fecundacdo, ap6s a fecundacdo da oosfera ou
ainda, pode ocorrer uma tripla fusdo, entre 0 gameta masculino e 0s dois ndcleos polares
(Davis 1966). Essa fuséo de nucleos polares anteriormente a fecundagdo é comum em outras
espécies de Bromeliaceae, porém ocorrem em locais diferentes dentro da célula média. Em
Tillandsia usneoides a fusdo dos ndcleos polares ocorre na regido préxima as antipodas
(Billings 1904), ja em Vriesea carinata ocorre na por¢cdo mediana da célula central (Sartori
2008). Em Ananas comosus (Rao & Wee 1979; Wee & Rao 1974) ocorre proximo a por¢ado
da micropila, da calaza ou ainda no centro do gametdfito.

As antipodas, T. aeranthos permanecem viaveis até o ginofito maduro, as quais
acabam ocupando todo o espaco da extremidade calazal do ginofito. Elas apresentam um
nicleo conspicuo e dispbe-se de forma triangular no polo calazal do ginofito, ou seja,
usualmente, apresenta uma célula ocupando a terminacgdo da regido calazal e as outras duas
antipodas voltadas para a célula média. Poucas sdo as informacdes em Bromeliaceae acerca
desta caracteristica. Em Vriesea carinata, as antipodas permanecem viaveis até apds a
fecundacdo, assim como em espécies de Typhaceae (Asplund 1972). Rao & Wee (1979)
observaram em Ananas comosus que a degeneragdo ocorre apds a antese ou apos a
polinizacdo. Outros modos de desenvolvimento foram registrados como 0 aumento do nimero
de antipodas, via mitose, em espécies de Poaceae, (Willemse & Went 1984; Rudall & Linder
1988), tendo 0 mesmo sido observado em Dyckia peseudococcineae (Mendes 2008). Em
outras monocotileddneas foram observadas antipodas binucleadas (Linder & Rudall 1993).

Todo esse processo de formacao do ginofito, na qual sdo formadas, inicialmente oito
nacleos derivados de um ginosporo calazal, sendo ao final do processo observadas duas
sinérgides, uma oosfera, uma célula média e trés antipodas, corresponde ao padrdo tipo
Polygonum de desenvolvimento do gindéfito, ja citado para Tillandsia (Billings 1904) e para
outras espécies de Bromeliaceae (Lakshmanan 1967, Rao & Wee 1979) e também para
espécies de Typhaceae (Asplund 1972) e de Rapateaceae (1988), assim como para a maioria
das Angiospermas (Johri et al. 1992). Esse tipo de padrdo € o ponto inicial para a discussdo
sobre o desenvolvimento do saco embrionario (Haig 1990). Nesse sentido, discussdes acerca
da origem e evolucdo do ginofito sdo realizadas. De acordo com Romanov (2002) o gindfito
tipo Polygonum seria considerado ancestral para as Angiospermas, em funcdo da origem a
partir de um Unico ginésporo combinado com varias mitoses partindo de tal esporo, condigao

similar ao observado em Cicadales, Coniferales e Ginkgoales. Outra visdo sobre tema foi
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dado através de diferentes trabalhos que consideraram o gindfito composto de quatro células e
quatro nucleos seria a condigdo basal para as Angiospermas (Friedman 2001; Friedman &
Williams 2003; Friedman & Williams 2004; Williams & Friedman 2004). Em outros
trabalhos com a mesma abordagem o gindfito tipo Polygonum seria a condi¢do derivada em
Angiospermas (Friedman 2006). Mais recentemente, baseado nas reconstru¢des da
distribuicdo e evolucdo dos caracteres, o tipo Polygonum é certamente o mais representativo
dos ancestrais dentre as monocotiledéneas (Friedman & Kirsten 2009).

No estadio de gametdfito maduro, o tegumento interno e externo apresentam o mesmo
comprimento (Fig. 5A, 5B). A micrépila é formada apenas pelo tegumento interno (Fig. 5A).
O tegumento interno é formado por duas camadas de células no terco proximal, trés camadas
no terco medio e até cinco camadas no terco distal que define a micropila. De maneira geral, o
aumento do nimero de camadas ocorre através de mitoses na epiderme interna do tegumento.
Na maturidade as células da epiderme interna, que formam o canal micropilar, apresentam
crescimento radial, cujas células no contexto se arranjam em palicada. A vacuolacdo de tais
células usualmente posiciona o0 nudcleo na por¢do média das células, as quais, quando
analisadas em secdo, apresentam uma organizacdo tissular tipica. O tegumento externo
apresenta de trés a quatro camadas celulares (Fig. 5A, 5B), onde as camadas de
preenchimento sdo derivadas de divisdes da epiderme externo do tegumento. No tegumento
externo chama a atencdo o crescimento radial acentuado das células da epiderme interna.
Nessas células a vacuolacdo posiciona o nucleo na por¢do média da célula, a semelhanca do
que foi descrito para a epiderme interna do tegumento interno (Fig. 5B). Segundo Bouman
(1984) os tegumentos sofrem um acréscimo em espessura durante o desenvolvimento do
rudimento seminal, ocorrendo por divisdes periclinais. Em Bromeliaceae, 0 numero de
camadas dos tegumentos sdo varidveis. Em Vriesea carinata o tegumento externo apresenta
trés camadas e o interno duas, podendo chegar a trés em determinados pontos (Sartori 2008).
Ja em Catopsis paniculata, o tegumento externo apresentou até seis camadas de células
(Palaci et al. 2004) e nas espécies estudadas por Sajo et al. (2004a), os tegumentos podem
variar de duas, como em Tillandsia dura, a diversas camadas celulares, como em Gusmania
madisonii, também pertencente a Tillandsioideae. Em Lindmania penduliflora, ambos os
tegumentos apresentaram duas camadas de células (Lakshmanan 1967).

Em espécies de Rapateaceae, observa-se que 0s tegumentos também apresentam
variaces no numero de camadas, sendo que o externo pode apresentar de sete a nove
camadas (Venturelli & Bouman 1988). Ambos os tegumentos encontrados em espécies de

Typhaceae apresentam duas camadas celulares (Greaf, 1955; Asplund 1972). Diante disso,



80

observa-se que ndo had um padrdo no numero de camadas celulares de ambos os tegumentos
na familia aqui estudada e nem se pode fazer relacdo com as familias relacionadas, pois 0
numero de camadas é muito variavel mesmo dentro de uma subfamilia, como em
Tillandsioideae.

A participacdo dos tegumentos na formacdo da micropila € um dado importante
observado nos estudos em Bromeliaceae. Em Vriesea carinata (Sartori 2008) e em algumas
espécies estudados por Sajo et al. (2004a), o canal micropilar ¢ formado por ambos 0s
tegumentos ou apenas pelo tegumento interno Sajo et al. (2004a). J& nas espécies estudadas
por Vervaeke et al. (2003), inclusive em uma espécie cultivada de Tillandsia cyneae, o canal
micropilar é formado apenas pelo tegumento interno a semelhanca do observado no presente
estudo.

Poucos sdo os estudos que abordam este aspecto, podendo ser citados os trabalhos de
Venturelli & Bouman (1988) com Rapateaceae e de Asplund (1972) com Typhaceae, em que
ambas as espécies estudadas apresentam o canal micropilar formado pelo tegumento externo e
interno. Segundo Linder & Rudall (2005), todos os membros de Poales, apresentam o
tegumento externo e interno envolvendo completamente nucelo, sendo entdo, a caracteristica
apresentada por Poaceae uma sinapomorfia na ordem (Nakamura et al. 2009).

Na gametogénese é possivel identificar células diferenciadas na porcdo basal do
ginéfito, contudo a analise da diferenciacdo de tais células permitiu definir o inicio de tal
diferenciacdo durante a meiose (Fig. 4A, 4C). Assim, células do nucelo vizinhas a diade
calazal de gindsporo, iniciam processo de diferenciacdo relacionado, principalmente, com a
parede celular onde se observa impregnagdo de lignina, corando de verde com Azul de
Toluidina. Tal diferenciacdo progride com a continuidade de impregnacéo das demais paredes
de tais células vizinhas e poucas células imediatamente préximas. Foi observada coloragdo
esverdeada da parede quando corado por Azul de Toluidina. De acordo com a literatura, a
posicdo de ocorréncia, fase de desenvolvimento e tipo de impregnacao parietal permite definir
que as células descritas definem a hipdstase (Bouman 1984; Johri et al 1992). Caracterizacao
similar de local de ocorréncia, como a descrita no presente trabalho, foi apresentada para
rudimentos seminais tenuinucelados por Batygina & Shamrov (2002). Para rudimento
crassinucelado Batygina & Shamrov (op. cit.) descrevem que a diferenciacdo da hipdstase
ocorre nas células que estdo no mesmo nivel de formacdo dos tegumentos, mas nao
imediatamente vizinhas ao limite do local de diferenciacdo do gindsporo ou limite do gindfito,
ou seja, mais afastadas em relagdo ao que demonstrado no presente trabalho. A hipostase é

persistente em todo desenvolvimento do gindfito. Assim como em Liliaceae, em T. aeranthos,
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a primeira indicacdao visivel ocorre durante a fase de gindsporo funcional, sendo 0 maximo de
sua diferenciagdo atingida durante a gametogénese. O modo de diferenciacdo da impregnacéo
de lignina nas paredes parece irradiar a partir do limite entre as células nucelares e o
gindsporo calazal, tal sentido de diferenciacdo foi descrito como centrifugo por Batygina &
Shamrov (2002). No presenta a diferenciagdo celular foi observada apenas nas paredes
celulares, embora outros trabalhos mostrem que diferentes aspectos de transformacédo celular
sdo registrados pelo grupo celular que ira ser definido como hipdstase, onde espessamentos
parietais, impregnacao parietal por calose ou acimulo de metabdlitos diversos, entre outros,
podem ocorrer (Batygina & Shamrov op. cit.; Willemse & van Went 1984). Em Bromeliaceae
pouco é abordado sobre este assunto, podendo citar que foi observada a sua presenca em
apenas Vriesea carinata (Sartori 2008) e Ananas comosus (Rao & Wee 1979). Sendo que em
Vriesea carinata, foi visivel apenas anteriormente a antese e em Ananas comosus ela foi
visivel posteriormente a antese. Bouman (1984) cita varias funcdes para a hipdstase, desde
estruturais até funcionais. A hipdstase, segundo Rudall (1997), é comum em
monocotileddneas.

Outra caracteristica de diferenciacdo nucelar, porém, com detec¢do de seus aspectos
morfolégicos ja na gametogénese, diz respeito a lise das células que contornam,
imediatamente, o ginofito em diferenciacdo. Além da lise celular foi observada compressdo de
tais células em funcéo do crescimento do gindfito (Fig. 4E, 41). Algumas dessas células foram
observadas binucleadas (Fig. 4F). Cabe salientar, que, embora ndo seja a caracteristica
predominante, é observado com relativa frequéncia tais células binucleadas. Brighigna et al.
(2006) descreve que ocorre degeneracdo das células do nucelo em Tillandsia meridionalis e T.
ixioides durante o desenvolvimento do gametéfito e que esta degeneracdo também é
programada geneticamente.

O detalhamento da anatomia do rudimento seminal em Tillandsia aeranthos é
compativel com o encontrado na literatura para a familia para diversas caracteristicas, como
curvatura do rudimento seminal, nimero de tegumentos e a origem dos mesmos, além do
arranjo dos gindsporos e determinacdo da gindsporo funcional bem como o tipo de
desenvolvimento de gindéfito. O trabalho também revelou aspectos peculiares a T. aeranthos
como aspecto da iniciagdo do rudimento seminal, a descricdo da assimetria do tegumento
externo, o tipo de hipdstase, bem como a degeneracdo de celulares nucelar combinado com o
crescimento do gindfito, além da presenca de células nucelares binucleadas. Cabe salientar

que a observacdo fusdo nuclear nas celulas subdérmicas, como chance de originarem
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meiocitos, merece, em funcdo de suas consequéncias ao processo reprodutivo e ploidia

embrionaria, melhor investigacdo para confirmacgdo do que foi descrito.

Agradecimentos: Ao César Carvalho de Freitas, pela inestimavel ajuda na confeccdo do
material para analise. A Merielen Saldanha, Patricia Kurtz da Costa, Mariane P. Dorneles, do

laboratdrio de Botanica Estrutural, pela ajuda na rotina laboratorial.
Referéncias Bibliograficas

APG 111. 2009. An update of the Angiosperm Phylogeny Group classification for the orders
and families of flowering plants: APG Ill. Botanical Journal of the Linnean Society 161(2):
105-121.

ASPLUND, 1. 1972. Embryological studies in the genus Typha. Svensk Botanisk Tidskrift
66(1): 1-17.

ASPLUND, 1. 1973. Embryological studies in the genus Sparganium. Svensk Botanisk
Tidskrift 67: 177-200.

BARBARA, T., MARTINEL, G., PALMA-SILVA, C., FAY, M. F., MAY, S. & LEXER, C.
2009. Genetic relationships and variation in reproductive strategies in four closely related
bromeliads adapted to neotropical ‘inselbergs’: Alcantarea glaziouana, A. regina, A.

geniculata and A. imperialis (Bromeliaceae). Annals of Botany 103(1): 65-77.

BARFUSS, M., SAMUEL, M. R. & TILL, W. 2004. Molecular phylogeny in subfamily
Tillandsioideae (Bromeliaceae) based on six cpDNA markers: an update. Journal of the
Bromeliad Society 54(1): 9-17.

BARFUSS, M. H. J., SAMUEL, R., TILL, W. & STUESSY, T. F. 2005. Phylogenetic
relationships in subfamily Tillandsioideae (Bromeliaceae) based on DNA sequence data from

seven plastid regions. American Journal of Botany 92(2): 337-351.

BATYGINA, T.B. 2002. In Embryology of flowering plants-Generative organs flower.
(T. B. Batygina, ed.) v. 1, Oxford & IBH Publishing Co. Pvt. Ltd., New Delhi.



83

BATYGINA, T. B & SHAMROV, I, 1. 2002. Other special structures of the ovule. P. 126-
137. In Embryology of flowering plants.-Generative organs of flower (T. B. Batygina, ed.),
v.1, Oxford & IBH Publishing Co. Pvt. Ltd., New Delhi.

BENZING, D. H.,SEEMANN, J.,,RENFROW, A. 1978. The foliar epidermis in
Tillandsioideae (Bromeliaceae) and its role in habitat selection. American Journal Botany
65(3): 359-365.

BENZING, D. H. 1980. The Biology of the Bromeliads, Eureka, California. Press,
Cambridge.

BENZING, D. H. 2000. Bromeliaceae: profile of an adaptive radiation. Cambridge

University Press, Cambridge.

BILLINGS, F. H. 1904. A study of Tillandsia usneoides. Botanical Gazette 38(2): 99-121.

BOUMAN, F. H. & CALIS, J. J. M. 1977. The integumentary shifting. A third way to
unytegmy. Berichte der Deutshen Botanischen Gessellschafl 90: 15-28.

BOUMAN, F. 1984. The ovule. Pp.123-157. In Embryology of Angiosperms (B. M. Johri,
ed.). Springer- Verlag, Berlin.

BRIGHIGNA, L., PAPINI, A., MILOCANI, E. & VESPRINI, J. L. 2006. Programmed cell
death in the nucellus of Tillandsia (Bromeliaceae).Caryologia 59(4): 334-339.

BROWN, G. K. & GILMARTIN, A. J. 1989. Stigma types in Bromeliaceae — a systematic
survey. Systematic Botany 14(1): 110-132.

BROWN, G. K. & TERRY, R. G. 1992. Petal appendages in Bromeliaceae. American
Journal of Botany 79(9): 1051-1071.

CASS, D. D. & FABI, G. C. 1990. Early ovule development in Papaver rhoeus. Canadian
Journal of Botany 68:258-265.



84

CHASE, M. W., STEVENSON, D. W., WILKIN, P. & RUDALL, P. J. 1995. Monocot
systematicas: a combined analysis. Pp. 685-730. In: Monocotyledons: systematic and
evolution. RUDALL, P.J., CRIBB, PJ., CUTLER, D.F., HUMPHRIES. C.J. (eds.). Royal

Botanic Gardens, Kew.

CHASE, M. W., FAY, M. F., DEVEY, D. S., MAURIN, O., RONSTED, N., DAVIES, T. J,,
PILLON, Y., PETERSEN, G., SEBERG, O., TAMURA, M. N., ASMUSSEN, C. B., HILU,
K., BORSCH, T., DAVIS, J. I., STEVENSON, D. W., PIRES, J. C., GIVINISH, T. J.,
SYTSMA, K. J., McPHERSON, M. A., GRAHAM, S. W. & RAI, H. S. 2006. Multigene
analyses of monocot relationships: a summary. Aliso 22:63-75.

CONCEICAOQ, S. P., DE TONI, K. L. G. & COSTA, C. G. 2007. Particularidades do nucelo
de Dyckia pseudococcinea L. B. Smith (Bromeliaceae). Revista Brasileira de Biociéncias
5(suppl 1): 846-848.

CRAYN, D. M., TERRY, R. G., SMITH, A. C. & WINTER, K. 2000. Molecular systematic
investigations in Pitcairnioideae (Bromeliaceae) as a basis for understanding the evolution of
crassulacean acid metabolism (CAM). Pp.569-579. In Monocots: Systematics and
Evolution (K. L. Wilson, D. A. Morrison, eds.), CISRO, Melbourne.

DAVIS, G. L. 1966. Systematic embryology of the angiosperms. John Wiley & Sons, New
York.

DILLON, M. O. 1991. A new species of Tillandsia (Bromeliaceae) from the Atacama desert
of northen Chile. Brittonia 43(1): 11-16.

ENDRESS, P. K. & IGERSHEIM, A. 2000. Gynoecium structure and evolution in basal
angiosperms. International Journal of Plant Science. 161(6 Suppl.): 211-223.

EVERT, F. R. 2006. Esaus”s Plant Anatomy- Meristms, Cells, and Tissues of the Plant Body:
theis structure, function, and development. 3ed, Jonh Wiley & Songs, Inc, Hoboken, New

Jersey.



85

FAGUNDES, N. F. & MARIATH, J. E. A. 2010. Morphoanatomy and ontogeny of fruit in

Bromeliaceae species. Acta Botanica Brasilica 24(3): 765-779.

FRIEDMAN, W. E. 2001. Comparative embryology of basal angiosperms. Current Opinion
in Plant Biology 4(1): 14-20.

FRIEDMAN, W. E. & WILLIAMS, J. H. 2003. Modularity of the angiosperm female
gametophyte and its bearing on the early evolution of endosperm in flowering plants.
Evolution 57(2): 216-230.

FRIEDMAN, W. E. & WILLIAMS, J. H. 2004. Developmental evolution on the sexual
process in ancient flowering plant lineages. The Plant Cell 16(suppl 4):119-132.

FRIEDMAN, W. E. 2006. Embryological evidence for developmental lability during early
angiosperm evolution. Nature 441: 337-340.

FRIEDMAN, W. E. & KIRSTEN, C. R. 2009. Reconstructing the ancestral female
gametophyte of angiosperms: insights from Amborella and other ancient lineages of flowering
plants. American Journal of Botany 96(1): 129-143.

GAUTHE, J. 1965. Contribution a I’étude caryologique des tillandsiées. Mémoires Du
Muséum National dHistoire Naturelle 16:39-59.

GERRITS, P. O. & SMID, L. 1983. A new less toxic polymerization system for the
embedding of soft tissues in glycol methacrylate and subsequent preparing of serial sections.

Journal of Microscopy 132:81-85.

GILMARTIN, A. J. & BROWN, G. K. 1986. Cladistics tests of hypotheses concerning
evolution of xerophytes and mesophytes within Tillandsia subg. Phytarrhiza (Bromeliaceae).
American Journal of Botany 73(3): 387-397.

GILMARTIN, A. J. & BROWN, G. K. 1987. Bromeliales, related monocots, and resolution

of relationships among Bromeliaceae subfamilies. Systematic Botany 12(4): 493-500.



86

GITAI, J., HORRES, R. & BENKO-ISEPPON, A. M. 2005. Chromosomal features and

evolution of Bromeliaceae. Plant Systematics Evolution 253(4): 65-80.

GIVNISH, T. J.,, MILLAM, K. C., BERRY, P. E. & SYTSMA, K. J. 2007. Phylogeny,
adaptive radiation, and historical biogeography of Bromeliaceae inferred from ndhF sequence
data. Aliso 23:3-26.

GIVNISH, T. J, AMES, M., MCNEAL, J. R.,, MCKAIN, M. R., STEELE, P. R,
DEPAMPHILIS, C. W., GRAHAM, S. W., PIRES, J. C., STEVENSON, D. W., ZOMLEFE,
W. B., BRIGGS, B. G., DUVALL, M. R.,, MOORE, M. J.,, HEANEY, M., SOLTIS, D. E.,
SOLTIS, P. S., THIELE, K., & LEEBENS-MACK, J.H. 2010. Assembling the Tree of the
monocotyledons: Plastome Sequence Phylogeny and Evolution of Poales. Annals Missouri
Botanic Garden 97(4): 584-616.

GIVNISH, T. J.,, BARFUSS, M. H. J.,, VAN EE, B., RIINA, R., SCHULTE, K., HORRES,
R., GONSISKA, P. A., JABAILY, R. S., CRAYN, D. M., SMITH, A. C., WINTER, K.,
BROWN, G. K., EVANS, T. M., HOLST, B. K., LUTHER, H., TILL, W., ZIZKA, G,
BERRY, P. E. & SYTSMA, K. J. 2011. Phylogeny, adaptative, and historical biogeography in
Bromeliaceae: Insights from an Eigth-locus plastid phylogeny. American Journal of Botany
98(5): 1-24.

GRAEF, P. E. 1955. Ovule and embryo sac development in Typha latifolia and Typha
angustifolia. American Jounal of Botany 42(9): 806-809.

HAIG, D. 1990. New perspectives on the Angiosperm Female Gametophyte. The Botanical
Review 56(3): 236-274.

HALBRITTER, H. 1992. Morphologie und systematische bedeutung des pollens der
Bromeliaceae. Grana 31(3): 197-212.

HORRES, R., ZIZKA, G., KAHL, G. & WEISING, K. 2000. Molecular phylogenetics of
Bromeliaceae: evidence from trnL(UAA) intron sequences of the chloroplast genome. Plant
Biology 2(3): 306-315.



87

IGERSHEIM, A., BUZGO, M. & ENDRESS, P. K. 2001. Gynoecium diversity and

systematics in basal monocots. Botanical Journal of the Linnean Society 136(1): 1-65.

JACQUES-FELIX, H. 2000. The discovery of a bromeliad in Africa: Pitcarnia feliciana.
Selbyana 21(1-2): 118-124.

JOHANSEN, D. A. 1940. Plant Microtechnique. McGraw-Hill, New York.

JOHRI, B. M., AMBEGAOKAR, K. B. & SRIVASTAVA, P. S. 1992. Comparative

embryology of Angiosperms. Springer-Verlag, Berlin.

KAPIL, R. N. & BHATNAGAR, A. K. 1981. Ultrastrutura and Biology of Female
Gametophyte in Flowering Plants. International Review of Citology 70:291-341.

KORDYUM, E. L. 1968. Peculiarities of early ontogenesis of the ovule of the ovule with
different archesporium type in the number of representatives ao angiosperms. Cytology |
Genetic 2(5): 415-428.

LAKSHMANAN, K. K. 1967. Embryological studies in the Bromeliaceae. Proceedings
Indian Academy Science LXV: 49-54.

LINDER, H. P. & RUDALL, P. J. 1993. The megagametophyte in Anarthria (Anarthriaceae,
Poales) and its implications for the phylogeny of the Poales. American Journal of Botany
80(12): 1455-1464.

LINDER, H. P. & RUDALL, P. 2005. Evolutionary History of Poales. Annual Review of
Ecology, Evolution, and Systematics 36: 107-124.

LINDSCHAU, M. 1933. Beitrdge zur zytologie der Bromeliaceae. Planta XX:506-530.

LOWE, J. 1961. The Phylogeny of monocotyledons. New Phytology 60(3): 355 -387.

MCDOWELL, E. M. & TRUMP, B. R. 1976. Histological fixatives for diagnostic light and
electron microscopy. Arch. Pathol Lab. Med. 100: 405-414.



88

MENDES, S. P. 2008. Endospermogénese e embriogénese de Dyckia pseudococcinea L. B.
Smith (Bromeliaceae). Dissertacdo. Museu Nacional/Universidade do Rio de Janeiro, Rio de

Janeiro, RJ.

NAKAMURA, A. T., LONGHI-WAGNER, H. M. & SCATENA, V. L. 2009.
Desenvolvimento de oOvulo, fruto e semente de espécies de Poaceae (Poales). Revista
Brasileira de Botanica 32(1): 165-176.

O’BRIEN, T. P. & MCCULLY, M. E. 1981. The study of plant structure: principles and
selected methods. Melbourne. Termacarphi Pty Ltd.

OLIVEIRA, J. M. S. 2001. Androsporogénese a Androgametogénese em Spondias
mombin L. (cajazeira — Anacardiaceae). Dissertacdo. Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, Porto Alegre, RS.

OLIVEIRA, J. M. S. & MARIATH, J. E. A. 2001 Anther and pollen development
in Anacardium occidentale (Anacardiaceae) clone CP76. Phytomorphology 51:91-100.

PALACI, C. A, BROWN, G. K. & TUTHILL, D. E. 2004. The seeds of Catopsis
(Bromeliaceae: Tillandsioideae). Systematic Botany 29(3): 518-527.

PAPINI, A., MOSTI, S., MILOCANI, E., TANI, G., DI FALCO, P. & BRIGHIGNA, L.
2010. Megasporogenesis and programmed cell death in Tillandsia (Bromeliaceae).
Protoplasma 248(4): 651-662.

RAGHAVAN, V. 1997. Molecular embryology of flowering plants. Cambridge University

Press, Cambridge.

RAO, A. N. & WEE, Y. C. 1979. Embryology of the pineapple, Ananas comosus (L.) Merr
New Phytologist 83(2): 485-497.

RODKIEWICZ, B. 1970. Callose in cell walls during megasporogenesis in angiosperms.
Planta 93(1): 39-47.



89

ROMANOQV, I. D. Principles of Embryo Sac Classification. p. 169. In Embryology of
flowering plants(T. B. Batygina, ed.),v1,0xford & IBH Publishing Co. Pvt. Ltd., New Delhi.

RUDALL, P.J. & LINDER, H.P. 1988. Megagametophyte and nucellus in Restionaceae and
Flagellariaceae. American Journal of Botany 75(12): 1777-1786.

RUDALL, P. J. 1997. The nucellus and chalaza in Monocotyledons: structure and
systematics. Botanical Review 63(2): 140-181.

RUDALL, P. J., STUPPY, W., CUNNIFF, J., KELLOGG, E. A. & BRIGGS, B. G. 2005.
Evolution of reproductive structures in grasses (Poaceae) inferred by sister -group comparison
with their putative closest living relatives, Ecdeiocoleaceae. American Journal of Botany
92(9): 1432-1443.

RUSSELL, S. D. 2001. Female Gametogenesis: Ontogenesis of the Embryo Sac and Female
Gametes. Pp. 67-89. In Current Trends in the Embryology of Angiosperms. Bhojwani e

Soh edts. Kluwer Academic Publishers. Boston, London.

SCATENA, V. L. & BOUMAN, F. 2001. Embryology and seed development of
Paepalanthus sect. Actinocephalus (Koer) Ruhland (Eriocaulaceae). Plant Biology 3:341-
350.

SAJO, M. G., PRYCHID, C. J. & RUDALL, P. J. 2004a. Structure and development of the
ovule in Bromeliaceae. Kew Bulletin 59(2): 261-267.

SAJO, M. G., RUDALL, P. J. & PRYCHID, C. J. 2004b. Floral anatomy of Bromeliaceae,
with particular reference to the evolution of epigyny and septal nectarines in commelinid
monocots. Plant Systematics and Evolution 247:215-231.

SARTORI, J. S. S 2008. Desenvolvimento floral em Vriesea carinata Wawra
(Tillandsioideae — Bromeliaceae). Tese. Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, RS.

SASS, J. E. 1951. Botanical Microtechinique. State University Press, lowa.



90

SMITH, L. B. & DOWNS, R. J. 1974. Pitcairnioideae (Bromeliaceae). Flora Neotropica

Hafner Press, New York.

SMITH, L. B. & DOWNS, R. J. 1977. Tillandsioideae (Bromeliaceae). Flora Neotropica.

Hafner Press, New York.

SMITH, L. B. & DOWNS, R. J. 1979. Bromelioideae (Bromeliaceae). Flora Neotropica.

Hafner Press, New Y ork.

SPORNE, K. R. 1969. The ovule as an indicator of evolutionary status in angiosperms. New
Phytologist 68(2): 555-566.

STREHL, T. 1983. Forma, distribuicdo e flexibilidade dos tricomas foliares usados na

filogenia de bromeliaceas. Iheringia 31:105-119.

TERRY, R. G.; BROWN, G. K., OLMSTEAD, R. G. 1997a. Examination of subfamilial
phylogeny in Bromeliaceae using comparative sequencing of the plastid locus ndhF.
American Journal of Botany 84(5): 664-670.

TERRY, R. G., BROWN, G. K. & OLMSTEAD, R. G. 1997b. Phylogenetic relationships in
subfamily Tillandsioideae (Bromeliaceae) using ndhF sequences. Systematic Botany, 22(2):
333-345.

TOMLINSON, P. B. 1969. Anatomy of the monocotyledons -I111. Commelinales-
Zingiberales. Oxford University Press, New York.

VARADARAJAN, G.S. & BROWN, G.K. 1988. Morphological variations of some floral
features of the subfamily Pticairnoideae (Bromeliaceae) and their significance in pollination
biology. Botanical Gazette 149(1): 82-91.

VENTURELLI, M. & BOUMAN, F. 1986. Embryology and seed development in Mayaca
fluviatilis (Mayacaeae). Acta Botanica Neerlandica 35:497-516.



91

VENTURELLI, M. & BOUMAN, F. 1988. Development of ovule and seed in Rapateaceae.
Botanical Journal of the Linnean Society 97(3): 267-294.

VERVAEKE, I., PARTON, E., DEROOSE, R. & DE PROFT, M. P. 2003. Flower biology of

six cultivars of the Bromeliaceae I. pollen, pistil, and petal appendages. Selbyana 24:78- 86.

WEE, Y. C. & RAO, A. N. 1974. Gametophytes and seed development in pineapple. Current
Science 43(6): 171-173.

WIEGAND, K. M. 1900. The development of the embryo-sac in some monocotyledons
plants. Botanical Gazette 30(1): 25-47.

WILLEMSE, M. T. M. & WENT, J. L. VAN. 1984. The female gametophyte. Pp.123-157. In
Embryology of Angiosperms (B. M. Johri, ed.). Springer-Verlag, Berlin.

WILLIAMS, J. H. & FRIEDMAN, W. E. 2004. The four-celled female gametophyte of
[llicium (Illiciaceae; Austrobaileyales): implications for understanding the origin and early
evolution of monocots, eumagnoliids, and eudicots. American Journal of Botany 91(3):
332-351.

YADEGARI, R. & DREWS, G. N. 2004. Female gametophyte development. The Plant Cell
16:S133-S141.

YAN, L., YAN, Z., CHEN, N., DI, X., HUANG, J.,, GUO, G. 2010. Development and
function of central cell in Angiosperm Female Gametophyte. Genesis 48(8): 466-478.



92

Figura 1. Desenvolvimento inicial do rudimento seminal de Tillandsia aeranthos (Lois.) L. B.
SM. 1A. Aspecto geral do ovario tricarpelar com varios rudimentos por loculo. 1B. Regido
placentaria com camada dérmica (I), subdérmica (1) e central (I11). 1C. Crescimento radial
das células subdérmicas (seta preta) e divisdo na camada subdérmica (seta branca) 1D.
Crescimento radial das células na camada dermica (I) e subdérmica (I1). DivisGes na camada
subdérmica (setas). 1E. Camada dérmica, subdérmica e central, ndo se observam as células da
camada central com alongamento radial (seta). 1F. DivisGes periclinais na camada
subdérmica, com célula binucleada (seta). 1G. Detalhe da camada subdérmica com células
que apresentam nucleo volumoso. 1H. Aspecto geral do carpelo com rudimentos seminais
com uma estrutura composta de trés camadas. 11 e 1J. Rudimento seminal com divisGes
periclinais, obliquas e anticlinais (setas) nas derivadas da camada subdérmica. Barra de
escala: 50 pm (1A, 1B, 1C, 1D, 1E, 1H, 1I, 1J), 20 um (1F, 1G).
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Figura 2. Formacédo dos tegumentos e da Célula-mée de gindsporo de Tillandsia aeranthos
(Lois.) L. B. SM. 2A. Rudimento seminal com inicial arquesporial (seta). 2B. Rudimento
seminal com duas células arquespdriais. 2C. Divisdo da inicial arquesporial, formando uma
derivada externa (de) e uma derivada interna (di). 2D. Inicio da formacdo do tegumento
interno (seta). 2E. Divisdes para formacdo do tegumento interno (ti) e externo (te), de origem
dérmica (seta). Célula-mée de gindsporo (seta branca). 2F. Tegumento interno (ti) da porcao
ventral e dorsal, tegumento externo (te) surge primeiramente na por¢do dorsal. (te). Barra de
escala: 50um (2A, 2B, 2C, 2D, 2E, 2F)
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Figura 3. Ginosporogénese de Tillandsia aeranthos (Lois.) L. B. SM. 3A. Célula-mde de
ginosporo (CMG) em processo de polarizagdo, anterior a primeira etapa da meiose. 3B. Inicio
do primeiro ciclo meidtico — metafase. 3C. Tel6fase. Divisdes nas células do nucelo (seta).
3D. Estagio de diade de gindsporo com presenca de calose entre os esporos. 3E. Tétrade de
gindsporo, divisdo no esporo calazal, formando dois esporos (m) e o esporo micropilar em
metafase (seta). 3F. Ginosporo funcional calazal e os demais degenerados. 3G. Tétrade de
gindsporo com presenca de parede de calose em maior quantidade nas paredes transversais
(setas), teste com Azul de Anilina. Barra de escala: 100um (1A, 1C), 50um (1D, 1G), 20um
(1B, 1E, 1F)
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Figura 4. Ginogametogénese e Ginofito maduro de Tillandsia aeranthos (Lois.) L. B. SM.
4A. Gindfito uninucleado, seta indicando a regido da hipostase. 4B. Ginofito binucleado. 4C.
Ginofito tetranucleado, observa-se a regido da hipdstase (seta). 4D. Antipodas e um nucleo
polar .4E.NUcleos polares na porcdo média do gindfito, seta indicando células nucelares em
degeneracdo. 4F. Célula nucelar binucleada (seta). 4G. Fusdo dos nucleos polares. 4H.
Nucleos polares proximos ao aparelho oosférico. 41. Oosfera com o vacuolo micropilar.
Células nucelares em degeneracdo (seta) 4J. Aparelho oosférico com detalhe para o aparelho
fibrilar (seta). ¢ —polo calazal, m — polo micropilar, v -vactolo, n- nicleo, c- calaza, np -
nacleo polar, sn- sinérgides, at- antipodas, oo —oosfera. Barra de escala: 100um (1A, 1C),
50um (1D, 11), 20um (1B, 1E, 1F, 1G, 1J)
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Figura 5. Tegumentos de Tillandsia aeranthos (Lois.) L. B. SM. 5A. Ginofito com tegumento
externo apresentando trés camadas (seta), tegumento interno (cabega da seta) apresenta duas a
trés camadas nessa regido. Células do tegumento externo apresentam formato radial
(asterisco). 5B. Tegumentos em seccdo transversal. Tegumento externo com trés camadas
apresentando divisdes celulares (seta). Tegumento interno (asterisco) apresenta trés camadas.
Barra de escala: 100pum (5A), 50um (5B)
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CONSIDERACOES FINAIS

Varios aspectos abordados neste estudo merecem destaque, dentre eles podemos citar

de forma pontual:

o A formacdo dos estratos no esporangio da antera é caracterizado como tipo
misto em T. aeranthos, pois ocorre o padrdo monocotileddneo e basico, descrito pela
primeira vez na familia. Sendo que a maioria das monocotiledéneas ja estudadas, o tipo de
padrdo de desenvolvimento é do tipo monocotiledéneo (Davis, 1966; Johri et al., 1992;
Palser, 1975; Dalgren et al., 1985), sendo considerado esse, também um padrdo comum em
Bromeliaceae (Davis, 1966; Sajo et al., 2005).

o Os rudimentos seminais surgem a partir de uma massa celular com
caracteristicas meristematicas e por crescimento radial e divisdes periclinais na camada
subdérmica, dado inédito para a familia, pois as espécies de Bromeliaceae ja estudadas foram

descritos como trizonados (Conceicéo et al., 2007; Sartori, 2008).

o Os esporos formados no processo de esporogénese na antera e no rudimento
seminal apresentam-se constituidos de calose ao redor, tendo seu inicio de deposi¢do nos
androsporos ainda na fase de célula-mde de andrésporos e os gindsporos formados
apresentam calose apds a primeira divisdo meiotica. A calose é depositados de forma irregular
em ambos os esporos. Essa presenca de calose ao redor dos esporos proporciona uma
autonomia no desenvolvimento das células haploides, ou seja, estabelece uma barreira seletiva
entre as células (Bhandari, 1984) e esta relacionado com a degeneracdo dos ginGsporos

micropilares no rudimento (Papini et al., 2010).

o A geracdo gametofitica é formada pelo andréfito e pelo gindfito. No rudimento
seminal, o ginofito é do Tipo Polygonum com desenvolvimento monospoérico, sendo este o
mais encontrado nas Angiospermas (Johri et al., 1992; Romanov, 2002) e também em
Bromeliaceae (Billings, 1904, Lakshmanan, 1967; Rao e Wee 1979; Sartori, 2008; Mendes,

2008). O androfito é bicelular, como na maioria das Angiospermas (Bhandari 1984) e
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observado nas espécies de bromeliaceae ja estudadas (Sajo et al., 2005, Conceicdo, 2005,
Sartori, 2008).

CONCLUSAO

Os resultados estruturais e anatdmicos obtidos para a antera, andréfito, rudimento
seminal e gindfito, com énfase aos processos de desenvolvimento demonstraram que
Tillandsia aeranthos apresenta caracteristicas comuns com as espécies de Bromeliaceae ja
estudadas e também apresenta dados poucos explorados dentro da familia e alguns dados
inéditos.

A partir das caracteristicas aqui apresentadas, estudos sobre aspectos fisioldgicos e
genéticos, envolvendo o processo de esporogenese e gametogénese, tanto da antera quanto do
rudimento apresentam perspectivas de estudo.

Neste estudo, foi descrito pela primeira vez uma formacdo mista dos estratos parietais
da antera para Bromeliaceae. Aspecto que deve ser discutido e que apresenta perspectivas de
estudos nas demais espécies da subfamilia e familia.

De forma ampla, podemos citar varios aspectos do desenvolvimento discutidos neste
trabalho, como a formacéo dos esporangios e aspectos da sua organizacdo, com destaque para
o tecido tapetal da antera e epiderme nucelar do rudimento, padrdo de formacdo das tétrades e
a deposicao de calose, formagao do androfito e desenvolvimento do gindfito.

Importante salientar que os resultados aqui descritos abrangem varios aspectos de
desenvolvimento para uma mesma espécie e que juntamente com os dados obtidos em outros
trabalhos de Bromeliaceae e com dados futuros sobre a embriologia na famila e na subfamilia,
inferéncias taxondmicas e filogenéticas podem ser amplamente discutidas. Com relacéo a
essas questdes, sdo necessarios maiores esforcos de investigacdo e utilizacdo de outras
técnicas, como a microscopia eletrénica de transmissdo para melhor investigacdo sobre as
células do tapete, muito discutido em Bromeliaceae, e também sobre os estratos que formam a

esporoderme, aspecto de importancia taxondémica.
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