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RESUMO

DESENVOLVIMENTO EMBRIOLOGICO EM Dyckia polyclada L.B. Sm.
(PITCAIRNIOIDEAE - BROMELIACEAE).
Autora: Meriélem Saldanha Martins
Orientador: Jodo Marcelo Santos de Oliveira

Bromeliaceae € umas das importantes familias neotropicais.  Possui
aproximadamente 3501 espécies. Pitcairnioideae apresenta cerca de 170 espécies. O
presente trabalho tem por objetivo analisar e caracterizar a esporogénese e a
gametogénese em anteras e em rudimentos seminais em Dyckia polyclada L.B. Sm.
(Pitcairnioideae-Bromeliaceae). Dyckia polyclada L.B. Sm. é nativa e endémica do Rio
Grande do Sul, sendo encontrada na regido central do estado. A espécie apresenta flores
perfeitas, trimeras e heteroclamideas. O androceu é composto por seis estames, anteras
tetraesporangiadas e dorsifixas. Quanto a investigacdo sobre os contituintes quimicos da
antera foram definidos nove estadios distintos de desenvolvimento. Apenas amido foi
detectado no conectivo. Amido e lipidios de reserva foram observados nos esporangios,
microsporos e graos de poélen. O pollenkitt apresenta lipidios neutros, 6leos essenciais e
oleorresinas em sua composicdo quimica. O ovério de D. polyclada €é supero,
tricarpelar, trilocular e plurispérmico. A placentacdo é do tipo axial. O estigma é trifido
do tipo espiral conduplicado. Os rudimentos seminais sdo anatropos, bitegumentados e
crassinucelados. Os tegumentos sdo de origem dérmica. O canal micropilar é formado
pelo tegumento interno. O gametdfito € de origem monospdrica e do tipo Polygonum. O
aparelho fibrilar € de natureza péctica. Nectarios septais infraloculares, labirinticos e
ndo estruturados estdo presentes. O apéndice calazal é curto e curvo em direcéo a rafe e
apresenta celulas alongadas e com espacos intracelulares. O obturador em D. polyclada
apresenta células alongadas em forma de domo e citoplasma denso e vacuolado,
revestindo toda a regido placentéria. Os dados apresentados séo inéditos para a espécie e
contribuem para a compreensdo das relacBes filogenéticas dentro da familia e para
melhor entendimento do funcionamento do processo reprodutivo de Dyckia polyclada,
tendo em vista que a espécie, por falta de estudos, encontra-se na categoria de dados

insuficientes e ndo se pode diagnosticar o grau de risco de extincao.

Palavras-chave: Dyckia. Esporogénse. Gametogénese. Amido. Lipidios.



ABSTRACT

EMBRYOLOGICAL DEVELOPMENT OF Dyckia polyclada L.B. Sm.
(PITCAIRNIOIDEAE - BROMELIACEAE).

Author: Meriélem Saldanha Martins
Advisor: Jodo Marcelo Santos de Oliveira

Bromeliaceae is one of the important neotropical families. It has approximately
3501 species. Pitcairnioideae has about 170 species. The present study aims to analyze
and characterize the sporogenesis and gametogenesis in anthers and seminal rudiments
of Dyckia polyclada L.B. Sm. (Pitcairnioideae-Bromeliaceae). Dyckia polyclada
L.B.Sm. is native and endemic to Rio Grande do Sul and it is found in the central area
of the state. The species presents perfect trimerous and heterochlamydous flowers. The
androecium consists of six stamens, tetrasporangiate and dorsifixed anthers. Nine
different phases of development were defined when it comes to the chemical
constituents of the anthers. Only starch was detected in the connective. Starch and
reserve lipids were observed in sporangia, microspores and pollen grains. The pollenkitt
presents neutral lipids, essential oils and oleoresins in its chemical composition. The
ovary in D. polyclada is superior, tricarpellate, trilocular and polispermic. Placentation
is axial. The stigma is trifid of the conduplicate spiral. The owules are anatropous,
bitegmic and crassinucellate. The teguments are from dermic origin. The micropyle is
formed by the inner tegument. The gametophyte is monosporic of the Polygonum type.
The fibrillar aparattus is from pectic nature. Infralocular, labyrinthine and unstructured
septal nectaries are present. The chalazal appendix is short and curved toward the raphe
and features elongated cells with intracellular spaces. The obturator in D. polyclada has
elongated dome-shaped cells and dense, vacuolated cytoplasm, coating the entire
placental region. The presented data are unprecedented to the species and contribute to
the understanding of the phylogenetic relationships within the family and for better
understanding of the functioning of the reproductive process of Dyckia polyclada, given
that, for lack of studies, the species is in the category of insufficient data and one cannot

diagnose the degree of extinction.

Keywords: Dyckia. Sporogenesis. Gametogenesis. Starch. Lipids.
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Introducdo geral

As Monocotiledéneas sdo consideradas um grupo monofilético com base em
caracteres morfologicos e dados moleculares bem definidos (REMIZOWA,
SOKOLOFF; RUDALL, 2010). Devido a sua grande diversidade sdo reconhecidas 12
ordens, dentre elas Poales, a maior ordem entre o clado das Commelinideas, o qual faz
parte & familia Bromeliaceae (APG IIl, 2009).

Atualmente, a familia ocupa uma posicdo basal dentro de Poales, como grupo
irmdo de Typhaceae e Rapateaceae (GIVNISH et al, 2007; APG Il 2009;
REMIZOWA; SOKOLOFF; RUDALL, 2010). Segundo Judd et al. (2009), a monofilia
de Poales é bem sustentada por caracteres moleculares e possiveis sinapomorfias como
a presenca de corpos silicosos na epiderme, estiletes livres ou conatos, perda de
rafideos, sendo que alguns destes caracteres estdo presentes em Bromeliaceae (SMITH;
TILL, 1998).

Em Bromeliaceae existem aproximadamente 3501 espécies e 59 géneros
(GOUDA et al., 2015). Estudos filogenéticos propGem uma nova classificacdo para a
Bromeliaceae, com novas subfamilas sendo propostas a partir dos diferentes clados
referentes as antigas Piticairnioideae. Assim, sdo propostas oito  subfamilias:
Brocchinioideae, Bromelioideae, Hechtioideae, Lindmanioideae, Navioideae,
Pitcairnioideae, Puyoideae e Tillandsioideae (GIVNISH etal., 2007, 2011) (Fig. 1).

A familia ¢é predominantemente tropical (BENZING, 2000), exceto por
Pitcairnia feliciana (A. Chev.) Harms & Mildbr, que possivelmente chegou ao
continente Africano por dispersdo a longa distdncia, em um periodo relativamente
recente (JAQUES-FELIX, 2000; GIVNISH et al, 2007). No Brasil sdo encontradas
40% das espécies de bromelidceas e muitas destas sdo endémicas do ecossistema
atlantico (LEME, 1997).

Bromeliaceae é considerada monofilética, o que foi comprovado por analises
filogenéticas a partir de caracteres morfologicos e moleculares (GIVNISH et al.,, 2007,
2011). Ao longo das ultimas décadas as relagdes infrafamiliares em Bromeliaceae tem
sido modificada, porém, dentre as trés tradicionais subfamilias, Tillandsioideae e
Bromelioideae sdo consideradas monofiléticas e Pitcairnioideae € considerada
parafilética (SMITH; DOWNS 1974, 1977, 1979).
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Fig.1: Cladograma com a divisdo das subfamilas proposta por Givnish et al. (2011) para

Bromeliaceae.

A familia ocupa uma variedade de habitats, desde ambientes montanhosos até a
mata atlantica, incluindo ervas epifitas, rupicolas ou terricolas. Suas folhas sdo dispostas
em espiral, formando uma roseta. O limbo é recoberto por tricomas peltados
conspicuos. A inflorescéncia € simples ou composta, apresentando, em geral, bracteas
coloridas. O perianto é heteroclamideo, trimero, e as pecas florais apresentam
segmentos livres entre si, ou fusionados. Estames apresentam filamentos livres ou
conatos ou adnatos as pétalas. O ovario pode ser sUpero ou infero, trilocular, com
rudimentos seminais anatropos, as vezes campilotropos. Os frutos sdo capsulas ou
bagas. As sementes podem ser nuas, aladas ou plumosas. Com relagdo aos embrides, 0s
mesmos sdo relativamente pequenos, na base do endosperma (REITZ, 1983; JUDD et
al., 2009).

Devido a sua grande riqueza e adaptabilidade aos mais variados nichos,
Bromeliaceae é considerada umas das familias neotropicais de monocotiledéneas mais
importantes (MARTINELLI, 2006). O grupo apresenta caracteristicas morfoldgicas que
0 permite oferecer abrigo, agua, nutrientes e sitio de reproducdo para diversos
organismos (ROCHA et al, 2004). Os representantes da famila sdo extremamente
sensiveis a qualquer mudanca ou perturbacdo das condicbes ambientais, que podem
alterar sua composicdo e populagdes (BENZING, 1998).

O grupo é conhecido pelo seu potencial ornamental (BENZING, 2000), além de
muitas  espécies serem utilizadas como fonte alimenticia, medicinal (VIEIRA-DE-
ABREU, 2005), e fonte de fibras (BENETT, 2000). O potencial comercial das espécies

e a expansdo das atividades agrosilvipastoris, permitem que as populagbes naturais das
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espécies de Bromeliaceae, entre outras em associacdo, entrem em declinio, devido a
fragmentacdo do habitat (MARTINELLI, 2006). Segundo Benzing (2000) as
bromeliaceas possuem uma enorme quantidade de néctar e grdo de pdlen que fornecem
como recompensas aos seus polinizadores, assim como as bromélias epifitas sdo de
grande importancia para a ciclagem de nutrientes, contribuindo na formacdo de
serrapilneira (OLIVEIRA, 2004).

Morfologia e anatomia dos 6rgdos reprodutivos da familia

As flores das bromelidceas geralmente sdo completas, podendo ser também
didicas (BENZING, 2000) e andromondicas (RAMIRES, 2001).

O androceu apresenta seis estames, filetes livres ou fusionados entre si ou
adnatos as pétalas (SMITH; DOWNS, 1974, 1977, 1979; REITZ, 1983). As anteras de
Bromeliaceae sdo tetrasporangiadas, bitecadas e com deiscéncia longitudinal
(BENZING 2000). Possuem quatro estratos parietais: epiderme, endotécio do tipo
fibroso, camada média e tapete do tipo secretor (JOHRI et al., 1992). Os grédos de polen
sdo monocolpados, inaperturados ou porados (BENZING, 2000) e sdo liberados na
forma bicelular. A androsporogénese foi descrita como sucessiva (DORNELES, 2013,
FURNESS; RUDALL, 1999; LAKSHMANAN, 1967; RAO; WEE, 1979), tipo mais
comum encontrado nas monocotiledéneas (SAJO etal.,, 2005).

O gineceu ¢é ftricarpelar, trilocular e plurispérmico, com ovario supero ou infero.
Os frutos sdo do tipo baga ou capsula e as sementes podem ser nuas, aladas ou plumosas
(RAO; WEE, 1979; REITZ, 1983; SAJO; PRYCHID; RUDALL, 2004a; SMITH;
DOWNS, 1974, 1977, 1979). A placentacdo é do tipo axial (REITZ, 1983). Nectarios
septais estdo presentes no ovario (JUDD et al, 2009). Os rudimentos seminais Sao
anatropos, bitegumentados e crassinucelados (JOHRI et al., 1992). O nldmero de
camadas nucelares é variavel (RAO; WEE, 1979; SAJO; PRYCHID; RUDALL,
2004a). O canal micropilar pode ser formado por um ou ambos os tegumentos (SAJO;
PRYCHID; RUDALL, 2004a; SARTORI, 2008; PAPINI et al, 2011; SPAT, 2012
WEE; RAO, 1974). Algumas espécies apresentam apéndices calazais, mas pouco se
sabe sobre esta estrutura (FAGUNDES; MARIATH, 2014; SAJO; PRYCHID;
RUDALL, 2004a). A familia apresenta desenvolvimento de origem monospdrica e

megagametofito do tipo Polygonum (JOHRI et al., 1992).
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Galetto e Bernadello (1991) realizaram estudo relacionado aos nectarios
extraflorais e composicdo do néctar na familia. Alguns trabalhos a cerca da estrutura
estigmatica foram estudados mais detalhadamente por Brown e Gilmartin (1984, 1989),
Vandarjam e Brown (1988). Brown e Gilmatin (1989) caracterizaram a superficie
estigmatica em cinco tipos: simples-ereto, espiral conduplicado, lamina-convoluta,

cupulado e coraliforme.

No trabalho de Sajo et al. (2004a) foi descrito para varias espécies da familia a
presenca do obturador na regido placentaria, porém ndo houve nenhum tipo de
detalhamento do mesmo. Fagundes e Mariath (2010) descreveram anatomia do ovario,
obturador juntamente com o desenvolvimento do fruto para seis espécies da familia e
em 2013, Fagundes descreveu para Billbergia nutans estrutura anatdmica do tecido
estigmatico e estilar, este tipo de estudo ainda sdo desconhecidos para Bromeliaceae.
Mendes et al. (2010) descreveram o0 desenvolvimento do embrido em Dyckia
pseudococcinea. Magalhdes e Mariath, (2012) estudaram a morfoanatdbmia da semente
em espécies de Tillandsiodeae. Santos-Silva et al. (2015) descreveram a estrutura dos

frutos de espécies de Dyckia.

Estudos sobre a anatomia dos ¢rgdos reprodutivos sdo escassos na familia,
considerando o numero de representante da mesma, principalmente no que diz respeito
a anatomia e desenvolvimento do grdo de pdlen e rudimentos seminais, podendo ser
citado os trabalhos de Lakshmanan (1967), Wee e Rao (1974) e Rao e Wee (1979), Sajo
et al. (2004a, 2005), Conceicdo et al. (2005), Sartori (2008), Spat (2012) Dorneles
(2013), Dorneles et al. (2014), Mendes et al. (2014). Trabalhos anatdmicos com enfoque
filogenético e taxondmicos com énfaze em Orgdos reprodutivos em Bromeliaceae temos
os estudos de Sajo et al. (2004b), Fagundes e Mariath (2010, 2014), Albert et al. (2014).
Estudos cromossdmico na familia foi abordado por Gitai et al. (2005). Oliveira et al.
(2015) descreveram para Aechmea recurvata, Dyckia racinae e Tillandsia aeranthus a

distribuicdo do amido nas anteras e grdo de poélen.

Género Dyckia

Dyckia, pertencente & subfamilia Pitcairnioideae, possui cerca de 170 espécies
(GOUDA et al.,2015), sendo que 148 ocorrem no Brasil (GOUDA et al., 2015). Suas
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espécies sdo geralmente terrestres ou rupestres, de natureza xerofitica, crescem em
locais de altitude elevada (GIVNISH et al, 2011). S&o encontradas no Escudo
Brasileiro, Argentina, Bolivia, Paraguai e Uruguai (GIVNISH et al,, 2011). No Brasil o
género tem o seu centro diversidade nas regides montanhosas do Cerrado brasileiro e
entre 0s biomas adjacentes Mata Atlantica e Caatinga (SMITH; DOWNS, 1974) (Fig.
2). Dentro de sua area de distribuicdo geografica, as espécies de Dyckia sdo um

componente importante da vegetacdo sazonal (KRAPP etal., 2014).

O género apresenta inflorescéncia amplamente paniculada a simples, com
bracteas primarias inconspicuas e bracteas florais mais curtas que os pedicelos a
maiores que as flores. O escapo floral é geralmente lateral. As flores sdo perfeitas e
uniformes ou raramente dimorfas, apresentam tamanho relativamente pequeno e sua
coloracdo pode variar de amarela a vermelha. As bases dos filamentos sdo separadas uns
dos outros, mas as vezes individualmente adnatos as pétalas e sépalas. Os frutos sdo
capsulas septicidas e algumas vezes loculicidas com sementes largas e aladas. As folhas
apresentam as margens espinescentes ou serreadas. (REITZ, 1983; SMITH; DOWNS
1974; SMITH; TILL, 1998).

Fig. 2: Modificado de: Krapp et al., 2014: Distribuicdo de Dyckia na América do Sul. Legenda
de cores: Violeta: Encholirium, Verde: Dyckia, Laranja: Deuterocohnia.

Recentemente, Krapp et al. (2014) apresentaram a primeira andlise filogenética
molecular de Dyckia utilizando dados de sequéncias de DNA e uma por¢cdo do gene
Phyc nuclear. A variacdo da sequéncia de DNA entre as espécies foi extremamente

baixa, mas sustentou o monofiletismo de Dyckia. Segundo os autores citados Dyckia e
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Encholirium divergiram no nordeste do Brasil, a0 passo que uma linhagem de Dyckia se
dispersou para o sul do Brasil, onde colonizaram habitats adequados para 0 seu
desenvolvimento. Por isso, acredita-se que o ancestral do grupo Dyckia tenha chegado

ao sul do Brasil em torno de 3,4-2,9 Ma.

Em 2008 Martinelli et al. publicaram para o Rio Grande do Sul, com| énfase na
Mata Atlantica, 69 espécies e nove géneros, dessas nove espécies sdo endémicas para o
Estado. Salienta se que sdo comuns estudos que tratam de Bromeliaceae na Mata
Atlantica, ao contrario das demais formacdes vegetais no Rio Grande do Sul ou suas

regioes.

A taxonbmia e a ma delimitacdo das espécies de Dyckia tem sido um grande
problema, a falta de estudos taxonbmicos e boas coletas em campo dificultem
identificacdo das espécies (KRAPP et al., 2014).

A espécie

Dyckia polyclada L.B. Sm. (Figs. 3-7) é nativa e endémica do Rio Grande do
Sul (FORZZA et al., 2016), sendo encontrada na regio central do estado. E uma
espécie encontrada em ambiente rochoso, com excassez de agua e com muita exposicao
solar. Sua floracdo tem inicio, geralmente, entre a primeira e segunda quinzena de

dezembro, tendo duracdo de aproximadamente de 30 dias.

Sua inflorescéncia possui aproximadamente dois metros de altura. E laxa, bi a
tripartida, multifioral e paniculada. Os ramos sdo patentes a suberetos, novamente
ramificados, de 0,20 a 0,40 centimetros de comprimento. O pedunculo é terminal, ereto,
com dez milimetros de espessura no apice; possui bracteas pedunculares subfoliaceas,
superando 0s entrends, mas expondo mais do pedunculo. E uma roseta com folhas
numerosas, serreadas, com espinhos aduncos e pungentes. Suas folhas sdo rosuladas,
com 40 centimetros de comprimento, as laminas foliares apresentam dois centimetros
de largura. As bracteas florais sdo ovais, agudas e possuem quatro milimetros de
comprimento na antese, o pedicelo é muito curto na antese. As flores sdo perfeitas, e
pequenas, de 0,80 a 1,00 cm de comprimento. As sépalas sdo suborbiculares, possuindo

quatro milimetros de comprimento. As pétalas sdo espatuladas, amarelas, e apices
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arredondados, na base um pouco concrescidas entre si e com os filamentos, de 0,80 cm
de comprimento a 0,30 cm de largura. Os estames sdo ligeiramente maiores que as

pétalas. As anteras sdo basifixas. Os estames e 0 estigma sdo ligeiramente excertos
(SMITH, 1989; STRELL, 1998).

Na “Lista Vermelha” (IUCN, 2011) e a na “Lista Final das Espécies da Flora
Ameacadas do Rio Grande do Sul” (FUNDACAO ZOOBOTANICA, 2014) h4 varias
Bromeliaceae, incluindo espécies de Dyckia em risco de extingdo. Segundo a “Lista
Final das Espécies da Flora Ameacadas do Rio Grande do Sul” (FUNDACAO
ZOOBOTANICA, 2003) Dyckia polyclada, encontrava-se na categoria wvulneravel
(VU). Atualmente, informacdes sobre a espécie sdo insuficientes para avaliagdo de seu
risco de extingio (FUNDACAO ZOOBOTANICA, 2014), devido a falta de estudos e

registro de localizacdo da espécie.

Figs. 3-7: Dyckia polyclada: Fig. 3: Local de coleta de D. polyclada, Morro do Santo Antéo,
Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil. - Fig. 4: Aspecto geral da inflorescéncia em habitat natural. Fig.
5: Detalhe da inflorescéncia. Fig. 6: Flor de D. polyclada em pré antese Fig. 7: Flor de D. polyclada,
evidenciando os orgdos reprodutivos, (Fotos: Merielem Saldanha Martins).

Sendo assim, este trabalho busca conhecer a embriologia com énfase estrutural
de Dyckia polyclada, caracterizando o desenvolvimento das estruturas reprodutivas de
D. polyclada, contribuindo para caracterizacdo de processo reprodutivo da espécie, sua

aplicacdo em andlises filogenéticas e também reunir informacdes que possam auxiliar
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no processo de conservacdo da espécie e da familia.

Objetivo geral

. Analisar e caracterizar a esporogénese e a gametogénese em
anteras e em rudimentos seminais em Dyckia polyclada L.B. Sm.

(Pitcairnioideae — Bromeliaceae).

Objetivos especificos

o Caracterizacdo dos androsporangios;

o Descrever o padrao de formacdo dos androsporos e androfitos;
o Descrever a dindmica dos metabolitos priméarios na antera.

o Descrever a origem do nucelo e dos tegumentos;

o Analisar a meiose e o padrdo de organizacdo dos megasporos;
o Caracterizar a diferenciacdo do megagametéfito;

o Caracterizar o megagamet6fito maduro.
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Durante o desenvolvimento da antera substancias com finalidade nutritivas e
estruturais, como amido, lipidios e proteinas sdo sintetizadas e transformadas nos
esporangios A dindmica desses constituintes quimicos estd envolvida na diferenciagdo
da antera, na divisdo celular, na quebra da calose e na sintese de materiais que ocorrem
durante o desenvolvimento do pdlen (Konyar et al. 2013). Poucos sdo os trabalhos que
trazem informacbes sobre a dindmica dos metabdlitos de seus grdos de polen. O
trabalho objetiva investigar as alteragdes nos componentes quimicos dos esporéngios e
durante a formacdo do grdo de polen com especial atencdo na distribuicdo e na
quantidade dos lipidios em Dyckia polyclada L.B. Sm. Para isso, foram definidos nove
estadios distintos de desenvolvimento e realizados testes para a presenca de lipidios,
proteinas, polissacarideos totais e amido. No conectivo, apenas amido foi detectado.
Nos esporangios, microsporos e grdos de poélen estdo presentes amido e lipidios de
reserva. O pollenkitt apresenta lipidios neutros, Oleos essenciais e oleorresinas em sua
composicdo quimica. A acumulacdo desses metabolitos estd associada a formacdo de
grdos de polen viaveis além de garantir sua propagacao e germinagao.

Palavras-chave: Bromeliaceae, D. polyclada, grdo de polen, lipidios, pollenkitt
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During the development of the anther, substances with nutritional and structural
purpose such as starch, lipids and proteins are synthesized and processed in the
sporangia. The dynamics of these chemical constituents are involved in the
differentiation of the anther, cell division, break of callose and synthesis of materials
that occur during pollen development. There are only a few studies that provide
information about the dynamics of metabolites of their pollen grains. The study aims to
investigate the alterations in chemical components of sporangia and during the
formation of pollen grains with special attention to the distribution and quantity of lipids
in Dyckia polyclada L.B. Sm. To do this, nine different stages of development and tests
for the presence of lipids, proteins, total polysaccharides and starch were defined. Only
starch was detected in the connective. Starch and reserve lipids are present in the
sporangia, microspores and pollen grains. The pollenkitt features neutral lipids, essential
oils and oleoresins in its chemical composition. The accumulation of these metabolites
is associated with the formation of viable pollen grains and ensures its propagation and

germination.

Key words: Bromeliaceae, Dyckia polyclada, pollen grain, lipids, pollenkitt.
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Introducdo

Durante o desenvolvimento da antera substancias com finalidade nutritivas e
estruturais, como amido, lipidios e proteinas sdo sintetizadas e transformadas nos
esporangios (Konyar et al. 2013). Os esporangios e grdos de pdlen funcionam como
drenos dos metabolitos durante o desenvolvimento das anteras (Oliveira et al. 2015).

A dindmica desses constituintes quimicos estd envolvida na diferenciacdo da
antera, na divisdo celular, na quebra da calose e na sintese de materiais que ocorrem
durante o desenvolvimento do pélen (Konyar et al. 2013).

As proteinas e os lipidios podem ser componentes importantes da estrutura
interna e externa dos grdos de pdlen, podendo representar mais de dois tercos do
contelido dos mesmos (Evans et al. 1991). Os lipidios internos do grdo de polen sdo
sintetizados pela célula vegetativa, mas é o tapete que €é o responsavel pelo
fornecimento dos nutrientes que mantém a rapida sintese dos mesmos observados no
desenvolvimento do pdlen (Evans et al. 1992).

Além disso, as proteinas e os lipidios encontrados entre as ondulacBes da exina
podem estar relacionados as mais variadas fungbes, como a adesdo do podlen a
polinizadores, manutencdo da hidratacdo durante sua dispersdo, protegendo o grédo de
polen dos efeitos da radiacdo solar e do ataque de possiveis patdgenos. Além disso,
participam dos processos de reconhecimento do grdo de polen ao estigma receptivo,
interferindo  diretamente nos processos de germinacdo (Pacini & Franchi 1993;
Piffanelli etal. 1998; Edlund et al. 2004).

O pollenkitt, formado no final do processo degenerativo do tapete (Pacini 1997),

¢ produzido independentemente do tipo de tapete, plasmodial ou secretor (Pacini &
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Hesse 2005). E constituido, principalmente, por lipidios e carotendides, como descrito
para espécie de Lilium L. (Liliaceae) por Heslop-Harrison (1968).

Em Bromeliaceae, trabalhos sobre o grdo de pdlen sdo relativos aos processos e
aspectos embrioldgicos ou palinoldgicos, podendo haver aplicacdes taxondmicas
(Benzing 2000). S&o poucas as informacdes sobre a dindmica dos metabolitos primarios
e secundarios nos graos de polen na familia (Baker & Baker 1979; Hess 1991; Eva et al.
2006; Oliveira etal. 2015).

No presente estudo as alteragdes nos componentes quimicos que ocorrem no
esporangio e durante a formacdo do grdo de polen nos diferentes estadios de
desenvolvimento da antera foram investigadas, dando especial atencdo a distribuicdo e
quantidade de lipidios. Mesmo havendo uma intima relacdo entre a formacdo do pdlen
vidvel e a distribuicdo de substdncias de reservas durante seu desenvolvimento, o
conhecimento ainda é muito reduzido para Bromeliaceae. Portanto esperamos contribuir
para os estudos sobre biologia reprodutiva da familia, do género Dyckia e da espécie

Dyckia polyclada.

Materiais e métodos

Foram coletadas inflorescéncias com botdes florais em diferentes estadios do
desenvolvimento de Dyckia polyclada L.B. Sm. (Fig. 1A-C), no municipio de Santa
Maria, RS (S 29° 42° 911" e W 53° 43“ 093".), com nimero de registro SMDB 15923.

Os botdes florais e flores foram fixados em 1% glutaraldeido e 4% formaldeido
(McDowell & Trump 1976) em tampdo fosfato de sédio 0,1M pH 7,2 (Gabriel 1982),
sequido de lavagem em agua destilada. As anteras foram desidratadas em (2-hidroxietil)

- metacrilato (HEMA) diluido em &gua destilada nas seguintes proporcdes 10%, 20%,
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30%, 40% e 50%. O material botanico foi submetido a desidratacdo e incluséo
simultineas em HEMA durante 48 horas (Oliveira 2015). Foram realizadas sec¢Oes de 2
um a 3um de espessura em microtomo de rotacdo Leica RM2245. As anteras maduras
foram maceradas mecanicamente, em tampdo fosfato de sodio 0,1M pH 7,2 (Gabriel
1982), para a exposicdo dos grdos de polen, nos quais foram realizados os testes para a
observacdo do pollenkitt. Para a identificacdo de polissacarideos totais e de amido foi
utilizado Acido Periddico/Reagente de Schiff (PAS) (O’Brien & McCully 1981),
combinado com Azul de Toluidina O em tampao benzoato de sodio, pH 4,4 (Sidman et
al 1961). Para observacao de lipidios neutros utilizou-se Sudan Red 7B (Brundrett et al.
1991), para identificacdo lipidios neutros (coram de rosa) e lipidios &cidos (coram de
azul) usou-se o Sulfato Azul do Nilo (Cain 1947). Para identificacdo dos lipidios totais
Sudan Black B (Pearse 1972), para a observacdo de Oleos essenciais (coram de azul),
oleorresinas (coram de vermelho), e para da mistura de Oleos essenciais e oleorresinas
(coram de purpura) foi utilizado o reagente de NADI (David & Carde 1964). Para a
observacdo de proteinas utilzou-se 0 Azul de Coomassie (Fisher 1968). A andlise e as
fotomicrografias foram realizadas em microscopio Leica DM2000.

No presente estudo, nove fases do desenvolvimento embrioldgico, conforme

Oliveira et al. (2015), foram usadas como referéncia para a andlise da espécie.

Resultados

O androceu, é levemente heterodinamo, formado por seis estames, a anteras sdo
exsertas, rimosas e triangulares, com apice agudo e curvo (Fig 1B, C), formada por
quatro esporangios. O padrdo de formacdo dos estratos parietais nas anteras € do tipo

béasico. Na antera madura restam apenas epiderme e endotécio fibroso (Fig. 2A).
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Na espécie estudada foram definidos nove estadios de desenvolvimento (1.
Préfase da meiose, 2. Tétrade de micrésporos, 3. Dissolucdo da calose, 4. Micrdsporos livres, 5.
Vacuolacdo, 6. 1* mitose haploide, 7. Gametogénese inicial (célula generativa parietal), 8.
Gametogénese média (unidade germinativa masculina ja formada), 9. Gametogénese final
(célula generativa fusiforme) para observacdo e analise comparada da presenca de amido
(Fig. 2A-F) e lipidios (Figs. 2G-K, 3A-1, 4 A-E) de reserva no conectivo, esporangios,
microsporos e graos de polen (Tabela 1). Proteinas foram detectadas no citoplasma
junto aregido da abertura, aparentemente ndo como proteinas de reserva (Fig. 3J).
Amido

Nos esporangios e no conectivo (Fig 2B, D) a reacdo foi positiva para a presenca
de amido para os estadios 1 a 5, havendo um pico da amilogénese no estadio 2 (Fig.
2B), com tétrades de microsporos formadas, embora livres em fluido locular. A
amilogénese nos esporangios inicia durante o estadio 1, com células-mée de microsporo
(Fig. 4C), enguanto no conectivo inicia pouco depois, antes da formacdo das tétrades.
Nos meidcitos, a amilogénese inicia na fase de formacdo das tétrades. As fases
seguintes sdo marcadas pela amildlise que leva ao consumo total dos grdos de amido
nos esporangios (Fig. 2E) e conectivo até o estadio 5. Nos micrésporos o pico de
amilogénese ocorre durante o estadio 2 e a amilolise total se observa ao final da
dissolucdo da calose.

No estadio 4, inicia-se novo processo de amilogénese, onde pequenos grdos de
amido sdo visualizados nos micrésporos (Fig. 2D). Apds a primeira mitose, no estadio
7, se observa o pico de amilogénese, sendo exclusivo na célula vegetativa (Fig. 2E). A
partir deste estadio ocorre amildlise progressiva, culminando em grdos de pdlen sem
amido, tipo starchless, na fase de dispersdo (Fig. 2F).

Lipidios
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Com relacdo aos lipidios de reserva, para 0 conectivo a reacdo foi negativa para
todos em todos os testes e estddios analisados (Tabela 1). No esporéngio observa-se
acumulo de lipidios neutros, na forma de gotas, a partir do estadio 5, e seu pico de
acumulac@o ocorre no estadio 7 (Tabela 1). Ha reducdo gradual dessa reserva a partir do
final do estddio 7 (Fig. 2I), sendo que no estadio 9 ndo sdo mais observadas. A outra
categoria lipidica, de Oleos essenciais e oleorresinas e lipidios &cidos, foram observados
apenas no tapete, a partir do estadio 2 (Fig. 3F), com acumulacdo gradual até o estadio
7, sequido de decréscimo gradual (Figs. 3F-G).

Durante o estadio de célula mde é possivel perceber a presenca de lipidios
neutros na cuticula da epiderme e na de célula-mde de micrésporo (Fig. 4A) em
pequena quantidade. A presenca dos lipidios neutros é mais representativa nos
microsporos e fluido locular no estadio 2 (Figs. 21, 3A); sendo que as goticulas lipidicas
no loculo ficam dispersas e envolvendo os micrésporos (Figs. 2H, J). No estadio 5 o
padrdo de reacdo da exina € idéntico aquele apresentado anteriormente pelas gotas
lipidicas e, também, pelas goticulas ainda remanescentes no fluido locular (Fig. 3B).
Sem haver total consumo dos lipidios descritos, se percebe novo processo de acumulo,
este gradual nos estadios 6 e 7 (Figs. 21, 3C), culminando com o pico de acumulagdo no
inicio do estadio 8 (Fig. 3D-E). Ainda, no estadio 8 h4 um decréscimo brusco da
quantidade de lipidios neutros até quase total desaparecimento no estadio 9, ficando
concentrados junto a regido de abertura (Fig. 2K). Lipidios neutros também compdem o
pollenkitt em grdos de pélen maduros (Fig. 3C, E).

Quanto aos lipidios &cidos sua dinamica é muito similar a descrita para 0s
lipidios neutros, embora tenham diferido em suas quantidades aparentes. Além disso, no
grdo de pdlen maduro a presenca de lipidios &cidos € positiva apenas na estrutura da

exina e da intina (Fig. 3C-E), ndo sendo observados no pollenkitt ou como lipidios de
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reserva. A andlise comparada das fases permite identificar maior quantidade de gotas de
lipidios neutros em relacdo aos é&cidos (Fig. 3A-E). Apenas no estadio 1 é que a
presenca de lipidios &cidos € superior aos neutros (Fig. 4B).

E bem marcada a presenca de dleos essenciais na célula-mée de micrésporo no
estddio 1 (Fig. 4 D), nos microsporos, no estadio 2 (Fig. 3F) e nos graos de podlen
jovens, no estadio 6, quanto no loculo (Fig. 3G). E a partir do estadio 7 que goticulas
que indicam a presenca de misturas de éleos essenciais e oleorresinas comecam a
aparecer, em quantidades menores em relacdo as que possuem apenas Oleos essenciais.
O pico desse metabdlito também foi verificado no estaddio 8, cujo o decréscimo também
é brusco e culmina com a reducdo quase total no estddio 9 (Fig. 3H). O padrdo de
coloracdo do pollenkitt, ao reagente NADI, indicou nesse a mistura de Gleos essenciais e

oleorresinas, tanto no material incluido quanto no material macerado (Fig. 3 H, I).

Discussao

Como é possivel observar na tabela 1, no conectivo foi detectada a presenca
apenas de amido, sem acumulo, portanto, de lipidios ou proteinas. Nos esporangios 0
amido aparece com maior intensidade nos estadios iniciais, ndo sendo mais detectado a
partir do estadio 5. Em Campsis radicans (Konyar et al. 2013) a acumula¢do dos corpos
lipidicos nas células tapetais ocorre no estadio de tétrade, e coincide com o decréscimo
dos grdos de amido armazenados no conectivo e no esporangio, também observado em
D. polyclada. Konyar et al. (2013) sugerem que o amido armazenado é utilizado para
originar produtos lipidicos nos tecidos esporofiticos. Em Brassica campestris L. ssp.
chinensis Makino (Xie et al. 2005), foi observada dindmica similar para amido e

lipidios em comparacéo a C. radcans e D. polyclada, contudo ao analisar o processo em
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macho estéreis, foi observado que ndo ha consumo total dos grdos de amido e que ndo
h& formacdo e acumulacdo de lipidios no tapete. Em outro estudo com espécies macho
estéreis de Oenothera, o tapete se degenera rapidamente, lipidios ndo sdo sintetizados e
a formacdo da esporoderme ndo acontece integralmente (Halac 1990). Assim, 0s
estudos com macho estéreis mostram a importancia da dindmica dos nutrientes de
reserva principalmente amido e lipidios, para o desenvolvimento das anteras e grdos de
polen.

Em D. polyclada, no estddio 4, o tapete ja se apresenta colapsado, nos
microsporos 0s grdos de amido sdo reduzidos em ndmero e tamanho, sugerindo
ocorréncia de amildlise. No estadio 5, de vacuolagdo, o amido é quase totalmente
consumido, enquanto espessamento da intina na regido da abertura aumenta. Em Dyckia
racinae também foram observadas, na mesma fase embrioldgica, amildlise e
diferenciacdo da intina nas aberturas do polen (Oliveira et al. 2015). A relagdo entre
amilolise e o aumento da espessura da intina é sugerida por Santos & Mariath (1999).

Algumas caracteristicas estruturais como crescimento de células epidérmicas,
células do endotécio, bem como formacdo de seus espessamentos secundarios, Sdo
concomitantes ao consumo dos grdos de amido acumulados nas camadas parietais em
D. polyclada (Tab. 1). Oliveira e colaboradores (2015) colocam que a mobilizacédo do
acucar estd relacionada diretamente ao processo de formacdo e diferenciacdo de
esporangios, esporos e gametofitos, bem como das estruturas que auxiliam na
deiscéncia da antera, as quais em conjunto funcionariam como um dreno desse
metabolito.

Terpenos e lipidios &cidos foram mais representativos no tapete em relacdo aos
lipidios neutros, 0 que pode ser observado mesmo depois da liberagdo dos corpos

lipidicos no loculo. Em Brassica napus a maioria dos lipidios foram caracterizados
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como lipidios neutros (Hernandez-Pinzén et al. 1999). Acidos graxos podem ser os
principais constituintes dos lipidios neutros (Andrikopolous et al. 1985), sua sintese
ocorre nos plastidios, e como fazem parte da constituicdo da membrana plasmatica
podem estar sendo utilizados no desenvolvimento celular dos gametas (Heldt &
Piechulla 2011).

As células do tapete possuem funcdo secretora (Pacini 1997) estando envolvidas
na sintese e liberacdo de materiais importantes para o desenvolvimento dos micrésporos
como a formacdo da esporopolenina, tryphine e pollenkitt (Bhandari 1984). Em estudo
com plantas mutantes para o gene NEF1, houve observacdo da producéo e liberacdo de
corpos lipidicos no loculo das anteras, porém com constituicdo quimica diferente em
relacdo ao tipo silvestre, tendo como consequéncia a ndo formacdo da esporoderme
(Ariizumi et al. 2004).

A acumulagdo adequada de lipidios nos plastos e corpos lipidicos esta de alguma
forma associada a formacdo normal da parede do polen. Em plantas estéreis em que a
expressdao do gene mutante age na formacdo do espordfito, gerando uma degeneracao
precoce do tapete e impedindo o correto metabolismo lipidico, é possivel identificar que
a falta dos produtos metabolicos liberados pelo tapete durante a formacdo do gréo,
compromete a formacdo da exina (Halac et al. 1990).

Componentes  lipidicos como ésteres de esterol e triacilglicerideos sdo
acumulados nos plastos e corpos lipidicos (Hernandez-Pinzon et al. 1999). Os
triacilglicerideos no pericarpo podem atrair dispersores, embora quando presentes na
semente contribuem com o carbono necessario para 0s processos de germinacao (Heldt
& Piechulla 2011).

No estadio 2, os testes foram positivos para a presenca de lipidios no citoplasma

dos microsporos, mas esses reduzem nos estadios 3 e 4 no citoplasma e aparecem na
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primexina, sugerindo sua participacdo na formagdo da esporoderme. No estadio 5, uma
grande quantidade de corpos lipidicos é liberada no loculo. Esses lipidios podem estar
contribuindo com a primeira mitose que ocorre no estadio 6, fornecendo energia como
sugerem Sanger & Jackson (1971), assim como o tamanho e a distribuicdo dos corpos
lipidicos no citoplasma podem estar contribuindo para o sucesso da divisdo assimétrica
(Park & Twell 2001).

Durante o estadio bicelular, do grdo de pdlen, ocorre o pico dos metabdlitos
lipidicos, sendo os mais representativos os lipidios neutros e terpenos, mas também foi
verificada a presenca de lipidios acidos, além da mistura de Oleos essenciais e
oleorresinas. A maioria dos corpos lipidicos é armazenada durante o estddio de
desenvolvimento inicial do grdo de polen. Junto com a deposicdo da esporoderme
ocorre seu consumo de lipidios (Evans et al. 1992), indicando que a esporoderme é um
dreno importante dos lipidios nas anteras.

Os corpos lipidicos acumulados nos grdos de pdlen maduros podem atuar como
reservas de energia para a sua germinagcdo, enquanto a polarizacdo desses corpos junto a
exina e da abertura também podem evitar a perda de agua (Garcia et al. 2003). Quanto a
polarizacdo dos corpos lipidicos ndo € possivel confirmar se ela ocorre, mas, no
presente estudo, ap6s seu decréscimo os corpos lipidicos tendem a ocorrer entorno da
célula generativa. Segundo Bianchi et al. (1990), graos de polen com lipidios de reserva
estariam mais aptos a suportar o ambiente.

Graos de amido também podem apresentar distribuicdo similar em wvolta da
célula generativa, tendo sido descrito para Arabidopsis, no estadio tricelular antes da
antese, onde é possivel identificar vacuolos, grdos de amido e corpos lipidicos
associados aos gametas, mas na antese eles sdo redistribuidos no citoplasma (Park &

Twell 2001).
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Foram identificados como constituintes da intina polissacarideos e lipidios.
Antes da primeira mitose na regido da abertura ja é observada a porcdo externa da intina
com grande espessura, composta por polissacarideos, embora lipidios neutros e acidos
tenham sido detectados na abertura dos grdos maduros. A intina é estruturalmente mais
simples do que a exina e é composta principalmente de polissacarideos (pectinas,
hemiceluloses e celulose) (Southworth 1973; Rudall 2007). A exina € composta por
lipidios neutros e acidos e terpenos. Quando presentes na exina os lipidios podem evitar
a perda de &gua ao mesmo tempo em que permitem a troca de gases através de suas
aberturas (Southworth 1973).

Enquanto a exina funciona como um local de depésito das proteinas
esporofiticas, derivadas do tapete, a intina nos locais da abertura possui proteinas de
origem gametofiticas (Howlett et al. 1973). Algumas das camadas que formam a intina
possuem enzimas e alérgenos potentes, outras parecem estar relacionadas com a
emergéncia do tubo polinico (Howlett et al. 1973).

As aberturas representam regides especializadas em que a exina é reduzida ou
ausente e a intina é espessada (Rudall 2007). A abertura ndo possui apenas a funcdo de
fornecer um caminho para a emergéncia do tubo polinico, é também importante como
local para o armazenamento e liberacdo de proteinas do gametdfito, incluindo enzimas e
substancias de reconhecimento (Howlett et al. 1973; Edlund et al. 2004). Essas enzimas
sdo incorporadas a parede do tubo polinico durante a germinacdo, e podem estar
desempenhando um importante papel para o crescimento desse tubo pelos tecidos do
estigma, ou ainda auxiliando no processo de reconhecimento (Southworth 1973).

Em D. polyclada o pollenkitt apresenta reacdo positiva para lipidios neutros,
Oleos essenciais e oleorresinas. Os lipidios neutros foram encontrados em maior

quantidade na superficie dos grios de polen. Acidos graxos livres e triacilglicerideos
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sdo o0s principais constituintes dos lipidios neutros dos grdos de polen de Pinus
halepensis Mill. (Andrikopolous et al. 1985). Os acidos graxos presentes no pollenkitt
sdo extremamente atraentes as abelhas (Lepage & Boch 1968), embora possam em
algumas espécies inibir a gustacdo (Singh et al. 2015). Os triacilglicerideos insaturados
s80 necessarios para que haja a reidratacdo do grdo de pdlen e do estigma (Wolters-Arts
et al. 1998). Ja os Oleos essenciais e oleorresinas sdo encontrados principalmente no
interior das cavidades da exina. As oleoressinas e Oleos essenciais possuem odor
caracteristico, atraindo o0s insetos polinizadores e repelindo outros (Heldt & Piechulla
2011). O pollenkitt deixa o podlen brilhante, colorido e pegajoso o que facilita a
polinizacdo por insetos (Southworth 1973).

A presenca de compostos altamente energéticos nos graos de pélen no estadio 9,
sugere que estes possam ter um papel importante nas estratégias de polinizacdo de D.
polyclada, contribuindo assim para o0 sucesso do processo reprodutivo. Graos de polen
do tipo starchless foram descritos para Bromeliaceae por Baker & Baker (1979), similar
ao que foi encontrado nesse trabalho. Esse tipo de grdo costuma ser produzido em
nimero elevado e tamanho reduzido, ricos em lipidios servindo como parte da

recompensa recebida pelos polinizadores (Baker & Baker 1979).

Conclusao

A partir dos resultados obtidos verifica-se que a dindmica dos metabolitos
analisados estad diretamente relacionada ao desenvolvimento do esporangio e do grédo de
polen. A diferenciacdo do esporangio, desenvolvimento de estruturas relacionadas ao
processo de deiscéncia da antera, formacdo dos grdos de polen envolvendo as divisdes

celulares, formacdo da esporoderme e pollenkitt bem como processo relacionados a
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protecdo dos gametas durante a dispersdo e a germinacdo em conjunto funcionam, como
dreno dos metabolitos analisados.

As diferencas encontradas na composicdo dos lipidios mostraram-se importantes
na modificacdo de diferentes papéis desempenhados por esse metabdlito durante os

processos de desenvolvimento da antera.
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Figura 1. Dyckia polyclada L.B. Sm. (Bromeliaceae). A. Aspecto geral da planta com
inflorescéncia. B. Detalhe da inflorescéncia multifloral, com varias flores por né. C.

Detalhe da flor em antese, evidénciando os verticilos, e apenas quatro dos seis estames.
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Figura 2. Dyckia polyclada L.B. Sm. (Bromeliaceae). A. Secdo transversal da antera,
mostrando 0s quatro esporangios. Grao de polen em gametogénese inicial. B. Detalhe
dos estratos parietais e microsporo em estadio de tétrade; presenca de amido indicada
pela seta. C. Tétrade isobilateral. D. Detalhe dos estratos parietais e microsporos livres
no loculo; amido (setas). E. Detalhe dos estratos parietais e grdos de poélen bicelulares;
amido (seta). F. Grdo de polen bicelular, presenca de amido indicada pelas setas. G.
Estadio: tétrade; lipidios neutros (seta). H. Microsporos livres no l6culo; lipidios neutros
(seta). I. Detalne dos estratos parietais e grdos de pdlen bicelulares; lipidios neutros
(setas). J. Detalhe dos estratos parietais e microsporos livres no Ioculo; lipidios totais
(seta). K. Grdo de pdlen maduro durante antese; lipidios totais (setas). ep = epiderme,

em = endotécio, ml = camada média, t = tapete, cn = conectivo, fv = feixes vasculares.
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Figura 3. Dyckia polyclada L.B. Sm. (Bromeliaceae). A. Detalhe dos estratos parietais e
microsporo em estadio de tétrade, presenca de lipidios neutros (seta) nos esporos e
lipidios &cidos (asterisco) no tapete. B. Detalhe dos estratos parietais e micrdésporos
livres, presenca de lipidios neutros indicada pelas setas. C. Detalhe dos estratos parietais
e grdos de polen bicelulares, presenca de lipidios neutros indicada pelas setas e lipidios
acidos indicada pelo asterisco na esporoderme. D. Grdo de podlen bicelular, maior
concentragdo de lipidios neutros em volta da célula generativa. E. Grao de pdlen
bicelular, presenca de lipidios neutros no pollenkitt (seta). F. Detalhe dos estratos
parietais e tétrades: Oleos essenciais (setas). G. Estratos parietais e microsporo livre;
6leos essenciais (setas). Grande quantidade de gotas de Gleo no loculo e regido tapetal.
H. Gréo de polen bicelular; 6leos essenciais (setas). Oleos essenciais em volta da célula
generativa. |. Antera macerada. Grdo de polen; Oleos essenciais e oleorresinas no
pollenkitt e regido de abertura (setas). J. Grdo de poélen bicelular; proteinas (setas). ep =

epiderme, en = endotécio, ml = camada média, t = tapete, cn = conectivo.
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Figura 4. Dyckia polyclada L.B. Sm. (Bromeliaceae). Estddio de célula-méde de
microsporo. A. Lipidios neutros (setas). B. Lipidios &cidos (setas). C. Amido (setas). D.
Mistura de Oleos essenciais e oleorresinas (setas). E. Lipidios totais (setas). ep =

epiderme; p = sépalas.
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Tabela 1. Profase da meiose, 2. Tétrade de micrdsporos, 3. Dissolucdo da calose, 4. Microsporos

Tabela 1. Apresentagdo da dindmica dos lipidios e amido em Dyckia polyclada L.B.Sm. (Bromeliaceae) ao
longo do desenvolvimento da antera. Para melhor demonstracdo dos processos foram discriminados os

esporangios, 0 conectivo e os meidcitos-microsporos-grao de polen.

ESTADIOS DO DESENVOLVIMENTO

ANTERA COMPOSTOS QUIMICOS
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Amido -
Neutros _——-
R Lipidi A
ESPORANGIO pidios Acidos -
Oleos
essencigise 00— - ===r
oleorresinas
Amido @0 | ——————-
Neutros
CONECTIVO Lipidios o
P Acidos
Oleos
essenciais e
oleorresinas
Amido — A ——
. Neutros _———n
MEIOCITOS/ A
MICROSPOROS/ inidi o
Lipidios Acidos —_— .
GRAO DE
POLEN
Oleos A
essenciais e -=

oleorresinas
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livres, 5. Vacuolacdo, 6. 1* mitose hapldide, 7. Gametogénese inicial (célula generativa
parietal), 8. Gametogénese média (unidade germinativa masculina ja formada), 9.
Gametogénese final (célula generativa fusiforme). Triangulo invertido: inicio de crescimento
das células da epiderme e do endotécio. Triangulo cheio: indica formacao dos espessamentos do
endotécio. Tridngulo: indica pico do metabodlito no andréfito. Trago cheio: indica acumulo.

Traco pontilhado: indica o consumo
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CAPITULO I

Caracterizacdo morfolégicado gineceue rudimento seminal em
Dyckia polyclada L.B. Sm. (Bromeliaceae).
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Artigo original

Caracterizacdomorfologicado gineceu e rudimento seminal em
Dyckia polycladaL.B. Sm. (Bromeliaceae).

Meriélem Saldanha Martins, Jodo Marcelo Santos de Oliveira
Universidade Federal de Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil

mmartins077@gmail.com

Dyckia ¢ um dos maiores géneros em numero de espécies, aproximadamente 170
espécies. O género apresenta problemas taxondmicos devido a mé delimitacdo das suas
espécies. Dycka polyclada L.B. Sm. é nativa e endémica do Rio Grande do Sul, Brasil.
Estudo embriologicos para D. polyclada séo inexistentes. Este trabalho objetiva
descrever a flor madura, caracterizar 0 gineceu e a esporogénese e gametogénese em
rudimentos seminais em Dyckia polyclada L.B. Sm. (Pitcairnioideae - Bromeliaceae).
As flores de Dyckia polyclada sdo perfeitas, trimeras e heteroclamideas. O ovario de D.
polyclada é supero, sincarpico, tricarpelar, trilocular, e plurispérmico e placentacdo
axial. O estigma é trifido do tipo espiral conduplicado. O estilete é terminal e mais
longo que o comprimento do ovario. Os rudimentos seminais Sd0 anatropos,
bitegumentados e crassinucelados. Os tegumentos sdo de origem dérmica. O canal
micropilar é formado pelo tegumento interno. O gametdfito € de origem monosporica e

do tipo Polygonum. Os dados apresentados sdo inéditos para a espécie.

Palavras Chave: Bromeliaceae, Dyckia polyclada, rudimento seminal, nectérios

septais, estigma, estilete.
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Morphological characterization of the gynoecium and ovule in
Dyckia polyclada L.B. Sm. (Bromeliaceae).

Meriélem Saldanha Martins, Jodo Marcelo Santos de Oliveira
Federal University of Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil

mmartins077@ gmail.com

Dyckia is one of the largest genera in number of species, approximately 170
species. The genus presents taxonomic problems due to poor demarcation of its species.
Dyckia polyclada L.B. Sm. is native and endemic to Rio Grande do Sul, Brasil.
Embryological studies for D. polyclada are inexistent. This paper aims to describe the
mature flower, characterize the gynoecium, sporogenesis and gametogenesis in owvules
in Dyckia polyclada L.B. Sm. (Pitcairnioideae - Bromeliaceae). The flowers of Dyckia
polyclada are perfect, trimerous and heterochlamydous. The ovary in D. polyclada is
superior, syncarpous, tricarpellate, triloculate and plurispermic, with axial placentation.
The stigma is trifid of the conduplicate spiral. The style is terminal and longer than the
length of the ovary. The owules are anatropous, bitegmic and crassinucellate. The
teguments are from dermic origin. The micropyle is formed by the inner tegument. The
gametophyte is monosporic of the Polygonum type. The presented data is
unprecedented to the species.

Key words: Bromeliaceae, Dyckia polyclada, ovule, septal nectaries, stigma, style.
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Introducdo

Bromeliaceae apresenta rudimentos seminais anatropos, bitegumentados e
crassinucelados, com primordios trizonados, desenvolvimento monosporico, tétrade do
tipo linear, paredes celulares calosicas durante a meiose, megasporo funcional calazal,
gametofito do tipo Polygonum, presenca de hipGstase e origem dérmica dos tegumentos
(Johri et al. 1992).

Dyckia é um dos maiores géneros em nimero de espécies, aproximadamente 170
espécies, (Gouda et al 2015) dentro de Pitcairnioideae e ocorre no Sudeste da América
do Sul (Smith & Downs 1974). No Brasil apresenta 1347 espécies, (Forzza et al 2016).
O género apresenta problemas taxondmicos devido a méd delimitacdo das suas espécies
de (Krapp et al. 2014), além disto a falta de estudos e coletas pouco representativas
dificultem a identificacdo e a classificacdo das espécies (Krapp et al. 2014).

Dycka polyclada L.B. Sm. (Fig. 1A - C) é nativa e endémica do Rio Grande do
Sul (Forzza et al. 2016), tendo sido observada na reserva do Ibicui Mirim (Strell, 1998)
e na regido central do estado, local do presente estudo. A espécie, atualmente encontra-
se na categoria DD (dados insuficientes), pois ndo apresenta informagdes suficientes

para avaliacdo de seu risco de extingdo (Fundacdo ZooBotanica 2014).

Sobre a embriologia da familia podem ser citados os estudos Lakshmanan
(1967), Wee & Rao (1974), Rao &Wee (1979), Sartori (2008), Spat (2012), Fagundes &
Mariath (2014), Nogueira et al. (2015). Em relacdo ao género, poucos séo os trabalhos
encontrados na literatura, podendo citar: Sajo et al. (2004a), Conceicdo et al. (2007),
Mendes et al. (2010), Dorneles et al. (2014), Mendes et al. (2015). Considerando que
estudos embrioldgicos para Dyckia polyclada sdo inexistentes, e que 0s estudos
embriologicos existententes, sejam relevantes, ndo podem ser generalizados para o

género, devido a poucas espécies terem sido estudadas.



58

Com base nas informacdes apresentadas acima este trabalho busca caracterizar o
gineceu, a esporogénese e gametogénese em rudimentos seminais em Dyckia polyclada

L.B. Sm. (Bromeliaceae).

Material e Métodos

O material botanico foi analisado e processado no Laboratério de Botanica
Estrutural do Departamento de Biologia, CCNE/ UFSM. As flores e os botbes de
Dyckia polyclada L.B. Sm. foram coletados no Distrito de Santo Antdo no municipio de
Santa Maria, RS, Brasil, nas coordenadas geograficas S 29° 42° 911" e W 53° 43 093".
O material testemunho de Dyckia polyclada encontra-se depositado no Herbario do
CCNE da Universidade Federal de Santa Maria - SMDB, sob o nimero de 15923. Uma
colecdo liquida dos materiais coletados para as analises histoldgicas, com registro de
coleta sera mantida no Laboratorio de Boténica Estrutural da UFSM. Para a analise em
Microscopia Optica, o material botanico foi fixado em glutaraldeido 1% e formaldeido
4% em tampdo fosfato de sodio 0,1M pH 7,2 (Gabriel 1982; McDowelL & Trump

1976), no qual foi adicionado Tween20 2ml/L (Freudenstein et al. 2002).

ApoOs a fixacdo o material foi submetido ao vacuo, seguido de lavagem em
tampdo fosfato de sédio 0,1M pH 7,2 (Gabriel 1982) por quinze minutos e a seguir
submetido a uma lavagem em agua destilada por mais quinze minutos. Apos estas
etapas o material foi mantido no Tween20 2mlL e submetido novamente no vicuo pelo
periodo de sete a 10 dias, sendo este Tween20 sendo trocado a cada dois dias. Em
funcdo de problemas com infiltracdo e adesdo da resina plastica as superficies
epidérmicas, principalmente locular e no rudimento seminal, foi feita lavagem das
amostras em solucdo com Tween20 2ml/L sob aquecimento, a aproximadamente 50°C,
com agitacdo constante. O processo visou aumentar a infitracdo da resina em

superficies cutinizadas.
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A seguir o material botanico foi desidratado em série etilica ascendente por
quinze minutos cada etapa. Os ovarios foram pré-infiltrados em uma solucdo de
hidroxietilmetacrilato (HEMA) (Gerrits & Smid 1983) e etanol absoluto durante o
periodo de 12h, seguido de infiltracdo em hidroxietilmetacrilato por cerca de 4h e
emblocado com esta resina em suporte Histomold (Leica) até sua polimerizagdo (Gerrits
& Smid 1983). O gineceu também foi submetido a desidratacdo e inclusdo simultaneas
em HEMA durante 48 horas (Oliveira 2015). As se¢des, de 3 um de espessura, foram
feitas em microtomo de rotacdo Leica RM2245, e coradas com Azul de Toluidina O

0,05% pH 4.4 em tampdo de benzoato de sodio (Sidman et al 1961).

A andlise das laminas histologicas foi realizada em microscdpio Leica DM2000
com sistema de captura digital de imagem DFC 295. Para microscopia de fluorescéncia
e contraste interferencial (DIC) as analises foram realizadas em microscépio Axio
Imager. A2. Para a realizacdo dos testes histoquimicos, Vermelho de Ruténio para
mucopolissacarideos acidos e acidos peécticos (Johansen 1940), Calcofluor White, em
solucdo aquosa 0,01% para celulose, sob fluorescéncia (Hughes & McCully 1975), Azul

de Anilina, para calose, sob fluorescéncia (Martin 1959).

Resultados e discussao:

Gineceu

Dyckia polyclada apresenta um gineceu composto por estigma, estilete e ovario
(Fig. 2A). O ovario é sUpero, sincarpico, tricarpelar, trilocular e plurispérmico (Fig. 2B).

A placentagdo em D. polyclada é do tipo axial (Fig. 2B), comumente encontrada nas
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demais Bromeliaceaes (Johri et al. 1992; Smith & Downs 1974; Sajo et al. 2004a-b;

Fagundes & Mariath 2014).

As folhas carpelares possuem epiderme ventral e dorsal uniestratificadas (Figs.
2B, C). A epiderme dorsal é estomatifera, cujas camaras subestomaticas se mostram
descontinuas em funcdo da presenca da hipoderme (Fig. 2C). As células da epiderme
dorsal, em corte transversal, mostram-se alongadas radialmente e as células da epiderme
ventral, sdo tangencialmente alongadas (Fig. 2C). O mesofilo é pluriestratificado e
parenquimatoso, com hipoderme diferenciada (Figs. 2C). Idioblastos contendo rafides

foram observados no mesofilo (Fig. 2C).
Nectarios

Os nectarios septais sdo infraloculares, labirinticos e ndo estruturados (Figs. 2D,
E). Estdo localizados predominantemente no receptaculo, atingindo a regido nodal do
gineceu e tornando-se continuos com as folhas carpelares entre a regido basal do ovario
e o receptaculo (Fig. 2D). A epiderme é secretora, ndo estomatifera, com duas camadas
celulares e suas células apresentam nicleo proeminente, citoplasma denso e pequenos

vactolos (Fig. 2E).

Nectarios septais infraloculares e labirinticos foram observados por Galetto &
Bernadello (1991), Bernadello (2007), Vesprini et al. (2003), Sajo et al. (2004b),
Fagundes & Mariath (2010), Dorneles et al. (2014). Segundo Sajo et al. (2004b) a
presenca de nectarios septais € uma condicdo plesiomorfica dentro de Bromeliaceae,
embora tenham sido perdidos varias vezes ao longo da evolucdo das monocotiledoneas,
onde sua presenca € comum (Rudall 2002; Sajo et al. 2004b). Em Poales, apenas em

espécies de Bromeliaceae e Rapateaceae foram relatados a presenca dos nectarios
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septais (Sajo et al. 2004b), observacdes que suportam a posicdo basal dessas familias na

ordem (Linder & Rudall 2005).

Estigma e Estilete

O estigma ¢é trifido (Fig. 3A, B, C, D) do tipo espiral conduplicado, com os trés
carpelos ndo fusionados em suas margens (Fig. 3C). O mesofilo apresenta-se
pluriestratificado, com células isodiamétricas na parte apical, embora gradualmente
alonguem-se em direcdo ao estilete (Fig. 3A). Em seccdo transversal observam-se os
trés lobos estigmaticos e um feixe vascular para cada lobulo estigmatico (Fig. 3D). A
epiderme externa apresenta células papiladas e vacuoladas, enquanto as células da
epiderme interna sdo mais arredondadas, vacuoladas e com citoplasma denso (Fig. 3E).
Estigma do tipo espiral conduplicado é o mais comum em Bromeliaceae (Brown &
Gilmatin 1984, 1989; Vosgueritchian & Buzato 2006; Dorneles et al. 2014; Fagundes &
Mariath 2014). Brown & Gilmatin (1988) sugerem que este tipo de estigma seria um
caractere plesiomorfico para a familia, enquanto estigmas do tipo laminar-convoluto
seriam mais especializados, por terem sua area de superficie aumentada pela presenca

de papilas.

Cada carpelo apresenta um estilete, com canal estilar oco, terminal e mais longo
que o comprimento do ovario (Fig. 3A). Dorneles et al. (2014) observou em Dyckia
racinae foi observado que o estilete é sélido com comprimento, aproximadamente, duas
vezes a do ovario, diferindo de D. polyclada. A epiderme possui uma camada celular
(Fig. 3A). Em seccdo transversal observa-se que as células da epiderme externa do
estilete sdo regulares e vacuoladas, e as células da epiderme interna sdo mais alongadas
e com citoplasma denso (Figs. 3F-H). O mesofilo € pluriestratificado e as células sdo
alongadas longitudinalmente (Figs. 3G, H). As células da epiderme do canal estilar

apresentam células muito pequenas e com citoplasma denso (Fig. 3A). Idioblastos
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contendo rafides foram observados no estigma e estilete, e ocorrem em grande
quantidade (Figs. 3A, D, F). Rafides também foram observadas por Fagundes (2012) e

Dorneles et al. (2014).

Apéndice Calazal

Na maturidade, o apéndice calazal é curto e curvado em direcdo a rafe e possui
células alongadas com espacos intracelulares (Fig. 4A). Em relacdo a sua origem e
diferenciacdo, foi observado um grupo de células importantes a morfogénese em funcéo
de aspectos particulares de crescimento, primeiramente gerando a curvatura e,
posteriormente, gerando o apéndice calazal. No estadio de célula arquesporial observa-
se que as células subdérmicas da regido calazal e as células do funiculo comecam a
aumentar de volume, ambas apresentam nucleo proeminente e pequenos vacuolos (Fig.
4B). No estddio de célula mae-de-megasporo, as células subdérmicas calazais se
dividem e alongam-se, perpendicularmente a epiderme, por meio de vacuolacdo (Figs.

4C, D).

Fagundes & Mariath (2014) observaram em Billbergia nutans que o apéndice
calazal é de origem subdérmica e possui variedade de formas e tamanhos, podendo até
ser vestigial, curto ou curto e curvado em direcdo a anti-rafe. Palaci et al. (2004)
observou em Catopsis paniculata que o apéndice calazal ¢ de origem dérmica e
composto por tricomas multicelulares. Sajo et al. (2004a) relatam em todas as espécies
estudadas que a origem do apéndice é dérmica e subdérmica, porém o que varia entre as
espécies € o seu formato, como por exemplo em Pticairnia paniculata, que é longo e
curvo em direcdo a rafe ou, como em Dyckia hedbingii, achatado lateralmente, ou ainda
Aechmea conglomerata, muito longo. Segundo Fagundes (2013) o apéndice calazal em

Bromeliaceae ndo pode ser considerado uma ferramenta Util para taxonomia, devido a
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grande variacdo sobre a sua origem e a vasta diversidade de formatos encontrados na

familia.

Obturador

O obturador na maturidade apresenta células alongadas em forma de domo e
citoplasma denso e vacuolado, revestindo toda a regido placentaria e as células do tecido

fundamental s&o ovaladas e vacuoladas (Fig. 4E).

Até o estadio de célula arquesporial, as células placentarias apresentam aspecto
meristematico, enquanto as ceélulas do tecido fundamental apresentam-se com muitos
vacUolos e ndcleo evidente (Fig. 4F). A partir do estadio de célula mde de megasporo,
as células placentérias iniciam seu alongamento e tornando-se prismaticas, e a porcao
distal das mesmas convexa, neste estadio nas células do tecido fundamental do
obturador observa-se que hd um alongamento das mesmas em direcdo a epiderme,

algumas divisdes e pequenos vacuolos e nicleo evidente (Fig. 4G).

Segundo Tilton & Horner (1980) o obturador € um tipo de tecido de transmissdo
diferenciado, originado da regido placentéria, funicular ou uma combinacdo destes, e
que esta presente nas margens carpelares associado a micropila dos rudimentos
seminais. Apesar de sua descricdo e a presenca em inimeras espécies ndo relacionadas
(Tilton & Horner 1980), pouco se sabe sobre a sua fungdo (Herrero 2000). Para alguns
autores (Maheshwari 1950; Tilton & Horner 1980; Tilton et al. 1984 e Erbar 2003) o
obturador teria a funcdo de controlar fisica e quimicamente a direcdo do crescimento do
tubo polinico até a micropila. A estrutura do obturador em representantes da familia foi
abordada por Dornelles et al. (2014), Fagundes & Mariath (2014) e Fagundes &
Mariath  (2010), sendo que os Ukimos autores relataram que em espécies de

Tillandsioideae 0 obturador é uni a biestratificado e com células muito alongadas e que
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em especies de Bromelioideae e Pitcairnioideae, o obturador € uniestratificado e com

células alongadas, como observado em D. polyclada.

Desenvolvimento do rudimento seminal

Os rudimentos seminais sdo anatropos, bitegumentados e crassinucelados (Fig.
5A). Nas angiospermas e monocotileddneas, o0s rudimentos seminais bitegumentados
sd0 0s que ocorrem em maior predomindncia (Davis 1966; Bouman 1984; Johri et al.
1992; Endress 2011). Segundo Sajo et al. (2004a) os rudimentos seminais com
placentacdo do tipo axial e com curvatura anatropa configuram uma caracteristica
plesiomorfica dentro de Poales, ordem na qual estd inserida Bromeliaceae. Dyckia
polyclada apresenta apenas rudimentos com curvatura anatropa, diferindo do que foi
encontrado por Wee & Rao (1974) e Rao & Wee (1979) em Ananas comosus que além

da curvatura anatropa, foram observados rudimentos ortotropos.

O tegumento externo (TE) possui quatro a cinco estratos de células,
relativamente compactas, na porcdo basal, enquanto, em direcdo ao apice ocorre
aumento de espacos intercelulares e reducdo do nimero de camadas celulares (Figs. 5A,
B). O TE é assimétrico, tendo um dos lados fusionados ao funiculo (Figs. 5A, B). O
tegumento interno (TI) & simétrico e possui duas camadas celulares na porcdo média e
de trés a quatro na por¢do terminal. As células do tegumento interno sdo mais alongadas
na porcdo apical e ficam imbricadas na regido do canal micropilar. (Figs. 5A, B). O
canal micropilar é formado pelo tegumento interno (Figs. 5A, B). Nas
monocotileddneas, ambos 0s tegumentos apresentam duas camadas celulares (Endress
2011). Em espécies de Bromeliaceae ja estudadas (Sajo et al. 2004a; Sartori 2008;
Fagundes & Mariath 2014) o TE mostrasse variavel e diferindo do ndmero de camadas
observadas em D. polyclada, sugerindo que o TE ndo pode ser considerado com

potencial taxondmico na familia.
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Rudimentos seminais bitegumentados e crassinucelados foram observados em
Lindmania penduliflora (Lakshmanan 1967), Ananas comosus (Wee & Rao 1974, Rao
& Wee 1979), Dyckia pseudococcineae (Conceicdo et. al. 2007) e Billbergia nutans
(Fagundes & Mariath 2014). Segundo Endress (2005) rudimentos seminais
crassinucelados sdo comuns em familias de Angiospermas basais. Ventureli & Bouman
(1988) e Asplund (1972) observaram rudimentos crassinucelados em Rapateaceae e
Typhaceae, respectivamente, familias que juntamente com Bromeliaceae formam o

grado basal dentro de Poales (Givnish et al., 2010).

Na maturidade o gametdfito, apresenta nucelo com uma a duas camadas de
celulas na regido proxima a micropila, trés a quatro camadas celulares entre epiderme e
gamet6fito, na regido média, e duas camadas celulares na regido basal. As células do
nucelo apresentam citoplasma denso e nicleo central e, usualmente, um ou dois
vacuolos (Fig. 6A, B). O nimero de camadas nucelares préximo a regido micrdpilar em
outras espécies da familia é variavel (Sajo et al. 2004 a; Rao & Wee 1979) e €
semelhante ao encontrado neste estudo por Fagundes (2012) para B. nutans. O feixe
vascular no rudimento seminal de D. polyclada estende-se da calaza, passando pelo
funiculo, até a regido placentaria (Figs. 6A, E). Segundo Endress (2011) este tipo de

feixe vascular € o mais comum encontrado nas angiospermas.

Ao longo da regido placentaria os rudimentos seminais de uma mesma margem
carpelar formam uma linha reta e se tocam lateralmente. Quando consideradas as duas
margens da folha carpelar, se observa que os rudimentos emergem alternadamente e
tendo a face dorsal voltada ao espaco comum aquelas margens carpelares. A presenca
do apéndice calazal permite o contato e encaixe, a semelhanca de zig-zag, ao longo de
toda a regido ventral (Figs. 5A, B). Os rudimentos seminais de D. polyclada possuem

orientacdo perpendicular ao eixo do ovério (Fig. 5C), diferindo do encontrado por Sajo
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et al. (2004a) para algumas espécies da familia que apresentaram orientagdo paralela ao

eixo do ovario.

Esporogénese

Os primérdios dos rudimentos seminais de D. polyclada apresentam uma
organizacao trizonada (Figs. 6A, B). Nas espécies de angiospermas o carater trizonado €
comum (Bouman 1984), assim como em espécies de Bromeliaceae (Conceicdo et al.
2007; Sartori 2008; Fagundes & Mariath 2014. Algumas espécies de Poales apresentam
organizacdo bizonada do primérdio do rudimento seminal (Nakamura et al. 2009),
sendo esta condicdo considerada derivada nas Angiospermas (Bouman 1984). Para
Sartori (2008) estudos sobre o desenvolvimento inicial do rudimento seminal sé&o
importantes pois sdo uma fonte relevante de informacdes quando estabelecidas relagdes
entre 0s taxons.

No primordio do rudimento seminal, a célula inicial ocupa posicdo apical e
subdérmica, e se diferencia das demais células. Ao longo do desenvolvimento esta
célula alonga-se e divide-se em uma célula parietal (CP) e uma célula arquesporial (CA)
(Fig. 6C), 0 que caracteriza o rudimento seminal como crassinucelado. Concomitante a
divisdo da célula inicial, ocorre o surgimento do tegumento interno, seguido do
tegumento externo, ambos de origem dermica (Fig. 6D). Sajo et al. (2004a), Conceicéo
et al. (2007), Sortori (2008) e Papini et al. (2011) também observaram, em seus estudos,
origem dérmica dos tegumentos. Juntamente ao surgimento dos tegumentos, observa-se
que as ceélulas da regido placentaria apresentam caracteristicas meristematicas (Fig. 5F).
E as células da regido calazal e funicular tornam -se vacuoladas e seu volume comeca a

expandir (Fig. 5B).

A célula arquesporial se diferencia em célula mde de megasporo (CMM), com

citoplasma denso e nucleo volumoso (Fig. 6E). A CMM alonga-se acompanhando o
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alongamento do esporangio. Uma deposicdo de parede de calose foi observada em torno
da CMM, exceto na regido calazal (Fig. 6F). Observou-se o inicio da deposicdo de
calose em D. polyclada durante a profase meidtica. Nas angiospermas a deposicdo de
calose tem inicio na préfase meidtica na porcdo calazal (Bouman 1984). Neste estudo
foi observado um rudimento seminal com duas células arquesporias (Fig. 6G) e um
rudimento seminal com duas CMM (Fig. 6H), dentre os diversos rudimentos seminais

observados, mas apenas uma das células completa o seu desenvolvimento.

Em D. polyclada ndo foi observado a formagdo de uma diade e nem as fases da
meiose, exceto a profase, sendo comum a observacdo de triades. Observou-se parede de
calose na parede entre os esporos (Figs. 61, J).

A meiose Il tem inicio com a divisdo do megasporo calazal. H4 a formacdo de
uma triade linear de megasporos envolta por calose (Fig. 7A-H). Contudo, ndo foi
observada tétrade, ou observados indicios de sua formagdo, como parede de calose no
apice do megasporo calazal, trés células em degeneracdo ou seus restos. A calose €
observada entre as paredes transversais e laterais dos espdros, embora ndo foi observada
parede de calose terminal no megasporo calazal. Observa-se que h4 um aumento da
espessura da calose nas paredes laterais dos esporos (Figs. 7D, F, H). Indicios
importantes reforcam a ideia da ocorréncia de apenas triades lineares como a formacao
de apenas dois septos ou paredes transversais de calose. Segundo Rodkiewicz (1970) e
Bhandari (1984) a calose provavelmete atua como uma barreira entre 0s gindsporos e as
células do rudimento seminal, proporcionando maior autonomia no desenvolvimento
das células haploides. A parede de calose foi observada em espécies que apresentam
padrdo de desenvolvimento o monospdrico (Rodkiewicz 1970) e em angiospermas
(Rodkiewicz 1967), mesmo padrdo encontrado em D. polyclada. Observou-se no

estadio de triade, que o megasporo calazal apresenta pequenos vacuolos contendo
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polissacarideos (Figs. 61, 7B, C). O megasporo calazal é o funcional, os demais
megasporos degeneram (Figs. 7F, H) culminando em um gamet6fito de origem
monosparica, padrdo comum entre as Angiospermas (Davis 1966). O megasporo
funcional tem o seu volume expandido, o nlcleo é central e os vaclolos posicionam-se
nos polos micropilar e calazal (Figs. 7F, H). A calose foi observada na parede
transversal entre o gindsporo funcional e os degenerados e em torno dos mesmos. Em
D. polyclada ndo foi observado parede de calose na por¢do micropilar do megasporo
funcional, como foi observado por Mendes et al. (2014) em Pitcairnia encholirioides.
Segundo Unal et al. (2013) a calose desaparece a partir do megasporo funcional,
enquanto que freqlentemente permanecem presente nas paredes dos megasporos que
degeneram.

Segundo Papini et al (2011) a parede de calose estd relacionada com a
degeneracdo dos megasporos micropilares do rudimento seminal. Unal et al. (2013)
sugere que a formacdo de parede de calose desempenha um papel significativo no
desenvolvimento do tipo de megagametdfito, pois a parede de calose forma um filtro
molecular, que diminui a permeabilidade da parede celular. Assim, isolando
temporariamente a CMM. Segundo 0s autores, este isolamento permite que as células
sigam a um curso independente de diferenciagdo, acompanhado pela mudanca da fase
esporofitica até a expressdo do gene para a fase gametofitica.

Na esporogénese observa-se que a epiderme do rudimento seminal se apresenta
uniseriada, com células vacuoladas e nulcleo evidente. O tegumento interno apresenta
duas camadas celulares e o tegumento externo possui trés a quatro camadas celulares.
As células nucelares possuem duas camadas celulares e encontram-se integras (Fig. 7B).

Gametogénese
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Um megagametofito uninucleado é formado, observa-se que seu unico nlcleo se
encontra na regido calazal e ha um vactolo menor no polo calazal, e um vacuolo maior
no polo micropilar e o megagametofito torna-se mais alongado no sentido calaza-
micropila (Fig. 8A). Ocorrem trés ciclos mitoticos, originando gametofitos binucleados
(Fig. 8B), tetranucleados e octanucleados, todos estes estadios ap6s a primeira divisdo
para a formacdo do gametdfito binucleado possuem um vaclolo central. Na
gametogénese observa-se que algumas células nucelares, em torno do megagametdfito,
degeneram-se (Figs. 8A-K). A degeneragdo destas celulas foi observada por Brighina et
al. 2006, Spat 2012 e Fagundes & Mariath 2014.

Ao final da gametogénese, 0 megagametofito € composto por oito nlcleos e sete
células, sendo trés antipodas (Figs. 8C, D e F), uma célula-média (Fig. 8F), com dois
nicleos, duas sinérgides (Figs. 8G-K) e uma oosfera (Figs. 8l, J), configurando um
gamet6fito do tipo Polygonum, tipo de megagametdfito mais comumente encontrado em

Bromeliaceae e nas Angiospermas (Johri 1992; Endress 2011).

As antipodas sdo uninucleadas e estdo dispostas em um arranjo piramidal e
permaneceram Vvidveis ate a maturidade do megagametofito (Figs. 8C, D e F).

Antipodas em arranjo triangular foram observadas por Fagundes (2013) e Spat (2012).

Os nucleos polares fusionam-se, quando proximos a regido micropilar, formando
a célula média diploide (Fig. 8E). A célula media encontra-se geralmente na regido
mediana ou préximo a regido micropilar do megagametéfito (Fig. 8F). Em Ananas
comosus (Wee & Rao 1974; Rao & Wee 1979) e em Vriesea carinata (Sartori 2008) foi

observada que a fusdo dos nucleos polares é similar ao encontrado em D. polyclada.

O aparelho oosférico é formado pela oosfera e as duas sinérgides. As sinérgides
estdo dispostas lado a lado, estas possuem aparelho fibrilar na porcdo micropilar de

natureza péctica (Fig. 8G, H, J, K). Em P. encholirioides (Mendes et al. 2014), o
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aparelho fibrilar tem um grande volume e parece atingir cerca de metade das sinérgides,
assim como em D. polyclada. Willense & Went (1984) e Unal et al. (2013) sugerem o

tubo polinico penetra na sinérgide através do aparelho fibrilar.

A oosfera é observada lateralizada (Figs. 81, J), em contado com a parede do
megagametofito. A oosfera possui nicleo voltado para a regido calazal do
megagametofito e um vacUolo voltado para regido micropilar do megagametofito.
Segundo Batygina (2002) nas angiopermas ap0s o aparelho oosférico estar totalmente
organizado, as células alongam-se e ocupam praticamente boa parte do polo micropilar
no megagametofito. Esta observacdo esta de acordo com o observado em D. polyclada.
O megagametofito tem um formato piriforme, sendo a regido calazal, onde ficam as
antipodas, relativamente estreita e afunilada e a regido micropilar mais ovalada (Fig.
8F). Essa constricdo na regido calazal é uma caracteristica estavel na familia, pois foi
observado em espécies de Ananas, Tillandsia e Bilbergia, genéros em que o formato do

megagametofito foi abordado (Fagundes 2013).

Uma hipostase foi observada durante toda a gametogénese (Fig. 8A, B e C). As
paredes celulares da hipostase possuem composicdo fenolica. Segundo Paoli (2006) a
hipdstase pode apresentar células com citoplasma denso com compostos fenolicos,
paredes compostas por cutina, suberina, lignina ou calose. A hipéstase tem uma
estrutura variavel e multifuncional exercendo fungdes, tais como, barreira de tecido para
parar a invasdao do megagamet6fito, pode conectar o fornecimento vascular com o
megagametofito, assim facilitando o transporte do material nutritivo, pode ser
responsavel pela producdo de enzimas ou hormdnios, desempenhar papel no balango
hidrico em sementes dormentes (Bouman 1984). A presenca de hipostase é comum em

monocotiledoneas (Rudall 1997).

Conclusoes
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As presentes analises realizadas comprovam caracteristicas ja descritas para o
género e familia. O padrdo de formacdo do rudimento seminal, bem como a formacédo
dos tegumentos e seu desenvolvimento, padrdo de desenvolvimento do megagametofito,
descricdo do apéndice calazal, obturador, estigma, estilete e nectarios florais foram

descritos pela primeira vez para espécie.

Os resultados obtidos para Dyckia polyclada s&o uma eficiente ferramenta a
serem utilizados nas determinacbes taxon6micas, na compreensdao das relacGes
filogenéticas dentro da familia e sdo importantes para melhor compreensdo do
funcionamento do processo reprodutivo da espécie, auxiliando na conservacdo da
mesma, ja que atualmente ndo existem dados suficientes para diagnosticar o grau de

risco de extingdo e também ndo ha registros de sua localizacdo no estado.
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Fig. 1A-C: Dyckia polyclada. L.B. Sm. Fig.1A: Inflorescéncia de D. polyclada em habtat
natural. Fig. 1B: Detalhe da inflorescéncia de D. polyclada com varias flores por né. Fig.1C:
Flor de D. polyclada evidenciando os verticilos. B: bractea. S:sépala. P: pétala. A:androceu e

G: gineceu. Seta branca indica a posicao lateral do escapo floral.
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Figs.2A — E: Fig.2A: Gineceu de D. polyclada. Fig. 2B: Ovario de D. polyclada é sincarpico,
tricarpelar, trilocular e plurispérmico. Fig. 2C: Detalhe da parede ovariana, evidenciando a
epiderme dorsal, epiderme ventral e mesofilo. Figs. 2D- E: Nectério. Fig. 2D: Nectario septal
infralocular e labirintico Fig. 2E: Detalhe das células do nectario com varias camadas celulares.
Estg: estigma. Est: estilete. Ov: ovario. Epd: epiderme dorsal. Epv: epiderme ventral. m:
mesofilo. Seta Preta: indica estdbmato. Cabeca de seta preta: indica idioblasto de oxalato de

calcio.
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Figs. 3A - G: Estigma e Estilete: Fig. 3A: Corte longitudinal do estigma e estilete de D.
polyclada. Fig.4A: estilete terminal e mais longo que o comprimento do ovario. Fig. 3B e C:
Estigma trifido, do tipo espiral conduplicado. Fig. 3C: detalhe do estigma mostrando os trés
carpelos ndo fusionados em suas margens. Fig. 3D: Seccdo transversal do estigma evidenciando
os trés lobos estigmaticos e os trés feixes vasculares. Fig.3E: Seccao transversal da epiderme
externa e interna do estigma. Fig. 3F: Seccdo transversal do estilete. Fig.3G: Seccao transversal
— detalhe das células da epiderme externa do estilete. Fig. 4H: Seccdo transversal — detalhe das
células das células da epiderme interna. Fig. 3A, F e G: Idioblastos contendo rafides no estigma
e estilete. Estg: estigma. Est: estilete. F.V: feixe vascular. Epe: epiderme externa. Epi: epiderme

interna. Seta preta indica idioblastos no estigma e estilete



86




87

Figs. 4A — J. Apéndice calazal e obturador de D. polyclada. Fig. 4A: Seccdo transversal -
apéndice calazal curto e curvo em direcdo a rafe. Fig. 4B: Estadio estadio de célula
arquesporial: detalhes das ceélulas subdémicas da regido calazal e as células funiculares
evidenciando o aumento do volume das células e pequenos vacuolos. Fig.4C, D: Estadio de
célula mée-de-gindsporo: evidenciando a divisdo e o alongamento perpendicular das células, por
meio de vacuolacdo. Fig. 4E: Obturador de D. polyclada revestindo toda a regido placentéria.
Fig 4F: Células placentarias com aspecto meristematico, e as células do tecido fundamental com
muitos vacuolos e nucleo evidente. Fig. 4G: Observa-se inicio do alongamento das células
placentérias. AC: apéndice calazal. FV: feixe vascular. Ob: obturador. TI: tegumento interno.
TE: tegumento externo. Seta preta indica amidono obturador. Seta branca indica lipidios neutros

na cuticula da epiderme externa do obturador.
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Figs. 5A — C: Rudimento Seminal de D. polyclada. Fig. 5A: Rudimentos seminais
anatropos, bitegumentados e crassinucelados. Figs. 5A, B: TE assimétrico, observa-se células
relativamente compactas, na porgdo basal. Figs. 5A, B: Tl simétrico, células da por¢édo apical
sdo mais alongadas e imbricadas na regido do canal micropilar. Figs. 5A: Feixe vascular no
rudimento seminal de D. polyclada. Fig. 5C: Orientacdo perpendicular ao eixo do ovario dos
rudimentos seminais. AC: apéndice calazal. FV: feixe vascular. Ob: obturador. TI: tegumento
interno. TE: tegumento externo. n: nucelo. Seta preta indica amido. Seta branca indica canal

micropilar.
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Figs. 6A — J:. Esporogénese em D. polyclada. Fig.6A - B: Primordios trizonados dos
rudimentos seminais de D. polyclada. Fig. 6C: Célula parietal (CP) e uma célula
arquesporial (CA). Fig. 6D: Origem dérmica dos tegumentos. Fig. 6E: Célula mie de
gindsporo (CMG), com citoplasma denso e ndcleo volumoso. Fig. 6F: Deposicdo de
parede de calose em torno da CMG, exceto na regido calazal. Fig. 6G: rudimento
seminal com duas células arquesporias Fig. 6H: rudimento seminal com duas CMG.
Fig. 6l: Triades de ginésporos. Fig. 6J: Triades de gindsporos com parede de calose
entre 0s esporos. CA: célula arquesporial. CP: célula parietal. TI: tegumento interno.

TE: tegumento externo. L1, L2, L3: camadas meristematicas.
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Figs. 7A — H: Esporogénse: Fig.A: Figs. 7B - E: triade de gindsporos com presenca de pequenos
vacuolos contendo polissacaridios. Fig. 7B: Rudimento seminal evidenciando a epiderme
unisseriada, tegumento interno com duas camadas celulares, tegqumento externo possui trés a
quatro camadas celulares. As células nucelares possuem duas camadas celulares e encontram-se
integras. Fig. 7C, D: tride de gindsporos com presenca de parede calose entre as paredes
transversais e laterais dos esporos Figs. 7F, H: gindsporo calazal é o funcional evidenciando os
vacuolos posicionados nos pélos micropilar e calazal e ginésporos micropilares degenerados.
TE: tegumento externo. Tl: tegumento interno. Seta preta indica: vactolos com polissacarideos.

Estrela preta: indica ginésporos micropilares degenarados.
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Figs 8A — K: Gametogénese: Fig. 8A: Gindfito uninucleado. Fig. 8B: gametdfitos binucleados.
Figs. 8C, D e F: megagametdfito é composto por oito nlcleos e sete células, sendo trés
antipodas. Fig. 8E: nlcleos polares fusionando-se, proximos a regido micropilar. Fig. 8F: uma
célula-média. Figs. 8G-K: duas sinérgides Figs. 8lI, J: uma oosfera. Figs. 8A-K: células
nucelares, entorno do megagametofito, degeneradas. Fig. 8G, H, J, K: aparelho fibrilar na
porcdo micropilar de natureza péctica. Fig. 8F: megagametofito em formato piriforme. Fig. 8B e
C: hipbstase. Sn: sinérgide. Oo: oosfera. ApF: aparelho fibrilar. Ant: antipodas. Np: nucleo

polar. Cm: célula média. Hip: hispostase. Seta preta indica vacuolos com polissacarideos.
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Neste estudo varios aspectos merecem ser destacados:

o As analises realizadas sobre a esporogénese e gametogénese permitiram
observacdo de caracteristicas ja descritas para o género e a familia; porém a
descricdo detalhada dos processos é inédita para Dyckia polyclada. Ressalta-se a
importancia de mais estudos e da utilizacdo das mais variadas técnicas para uma

melhor compreensdo dos processos.

° A dindmica dos metabdlitos analisados na antera estad diretamente

relacionada ao desenvolvimento do esporangio e do grdo de polen;

. A composicdo lipidica na antera mostra-se importante durante 0s

processos de desenvolvimento da antera,

J A formagdo dos rudimentos seminais, formagdo dos tegumentos e seu

desenvolvimento, a descricdo do apéndice calazal e obturador, descricdo do

estigma, estilete e nectdrios florais foram descritos pela primeira vez para
espécie.

Salienta-se que este estudo abrange varios aspectos de desenvolvimento para
uma mesma espécie e que juntamente com dados obtidos na literatura e o estudo
morfologico dos caractéres do androceu e gineceu de D. polyclada contribuem para o
entendimento do processo reprodutivo da espécie, e podem ser utilizados como
parametros em analises taxonbmicas, assim como, em analises filogenéticas, auxiliando

no processo de conservacao da espécie e da biodiversidade de Bromeliaceae.
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