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RESUMO
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Importante familia entre as monocotiledéneas neotropicais, as bromelidceas ampliam a
riqueza e a diversidade dos ecossistemas de que fazem parte. Assim, reunir conhecimentos na
busca de projetos realmente efetivos para conservacdo da biodiversidade se torna essencial.
Para tanto, informacOes sobre a estrutura de esporangios e gametéfitos contribuirdo para a
melhor caracterizacdo de processos reprodutivos, além da aplicacdo dos caracteres em
analises taxonémicas e filogenéticas, cujos resultados sdo de grande valor aos programas de
conservacao. Este trabalho buscou conhecer a embriologia com énfase estrutural de Dyckia
racinae L.B.Sm., caracterizando aspectos de desenvolvimento inicial das estruturas
reprodutivas, além da androsporogénese e da androgametogénese. O meristema floral de D.
racinae, durante a fase inicial de seu desenvolvimento, estd organizado em trés camadas:
dérmica, subdérmica e central. Nas regides onde os primdrdios dos érgdos florais serdo
projetados é possivel identificar um adensamento citoplasmatico seguido de uma divisao
periclinal na camada subdérmica. A espécie Dyckia racinae apresenta flores perfeitas,
trimeras e heteroclamideas, envolvidas por uma bractea. O androceu é composto por seis
estames, 0 ovario é supero e trilocular, nectarios estdo presentes, sendo predominantemente
infraloculares. O padrdo de formacao dos estratos parietais da antera é do tipo basico, o tapete
é secretor, a epiderme é papilada, a tétrade de andrésporos se forma de forma sucessiva, sendo
tais tétrades decussadas ou isobilaterais. Apos a liberacdo das tétrades da calose, ocorre a
maturacdo dos andrdsporos, quando ocorre polarizacdo do citoplasma, seguido da primeira
mitose onde sdo formadas a célula generativa e vegetativa. Em D. racinae os androfitos sao
bicelulares quando liberados das anteras, com uma abertura, apresentando uma esporoderme
constituida por exina, mais externa e resistente, e intina mais interna. Pollenkitt é observado
na superficie dos androfitos. Foram observados grdos de pdlen dimorficos. Os grdos
dimorficos apresentam pouco volume e a regido da abertura se mantém concava, além de
citoplasma pouco denso, acumulo tardio de grdos de amido e regressdo parcial e tardia da
vacuolagdo. Em outro grupo de grdos a primeira mitose foi atipico. Em ambos os tipos de
gréos as células generativa e vegetativa ndo séo formadas.

Palavras-chave:  Dyckia racinae, desenvolvimento  floral,  androsporogénese,
androgametogénese.
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INITIAL DEVELOPMENT, STRUCTURAL CHARACTERIZATION OF
FLOWER, ANDROSPOROGENESIS AND ANDROGAMETOGENESIS
IN Dyckia racinae L.B.Sm (PITCAIRNIOIDEAE-BROMELIACEAE)
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Important among monocots neotropical family, the bromeliads expand the richness and
diversity of the ecosystems where occurs. So gather knowledge in pursuit for implementing
projects really effective for biodiversity conservation becomes essential. Therefore,
information on the structure of sporangia and gametophytes contribute to a better
characterization of reproductive processes, and the application of the characters in taxonomic
and phylogenetic analysis, whose results are of great value to conservation programs. This
work seeks to understand embryology with emphasis on structural Dyckia racinae L.B.Sm.,
featuring aspects of early development of reproductive structures, androsporogenesis and
androgametogenesis. The floral meristem of D. racinae in its developmental phase, possess a
three layered structure: dermal, subdermal and central. In regions where the floral organs
initiate development it is possible to identify a cytoplasmic condensation followed by a
periclinal division in the subdermal layer. D. racinae shows perfect flowers, being such
flowers trimerous, heterochlamydeous and subtended by a bract. The androecium consists of
six stamens, and the ovary is superior, trilocular and nectaries are present and predominantly
infralocular. The pattern formation of the anther parietal layers is basic type, the tapetum is
secretory, the epidermis is papilate, and cytokinesis after meiosis is successive. After tetrads
release from callose wall, the androspore maturation occurs, when is observed cytoplasm
polarization, followed by first pollen mitosis that gives rise to generative and vegetative cells.
In D. racinae the androphytes are shed in a two celled state, and sporoderme consist of an
outer resistant exine and inner intine. Pollenkitt is observed at the pollen grain surface.
Dimorphic pollen was observed. The dimorphic pollen present little volume and the aperture
region remains concave, besides relatively less dense cytoplasm, delayed starch accumulation
and delayed and partial regression of vacuole. In another grain type abnormal pollen mitosis
was observed. In both type of grains vegetative and generative cells are not formed.

Keywords: Dyckia racinae, floral development, androsporogenesis, androgametogenesis.
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INTRODUCAO GERAL

As flores sdo ramos altamente modificados que contribuiram significativamente com o
sucesso evolutivo do grupo das Angiospermas (WEBERLING, 1989). A organizacdo e o
numero das pecas florais determinam em grande parte a aparéncia geral das flores,
proporcionando uma importante fonte de caracteres morfolégicos, devido sua constancia
comparada as outras estruturas vegetativas em Angiospermas (APPEZZATO-DA-GLORIA;
CARMELLO-GUERREIRO, 2006). Consequentemente estudos realizados com a finalidade
de investigar a estrutura e a ontogenia floral sdo importantes na filogenia e classificacdo dos
grupos de plantas (WEBERLING, 1989; JUDD et al., 2009).

As monocotileddneas englobam uma porcdo consideravel de diversidade dentro das
Angiospermas, sendo reconhecidas 12 ordens para o grupo (APG IIl, 2009), com a nova
classificacdo proposta pelo APG, que até 0 momento ja teve trés publicacdes, o grupo teve
poucas alteracdes na posicdo de seus taxons, contrastando com o que foi observado dentre as
eudicotiledéneas e o grupo ANITA (APG | 1998, APG Il 2003, APG III 2009). A Unica
mudanca estd relacionada a familia Hydatellaceae que antes era classificada como
monocotileddnea, dentro de Poales (APG 11, 2003) e agora é colocada em Nymphaeales (APG
I11, 2009; REMIZOWA et al., 2010). A monofilia do grupo das monocotileddneas esta
baseada em caracteristicas como a distribuicdo dos feixes vasculares nas folhas e no caule,
sistema adventicio de raizes e embrido com um Unico cotilédone (JUDD et al., 2009). Apesar
de alguma coeréncia entre os dados moleculares e morfolégicos na determinacao das relacdes
filogenéticas das monocotileddneas, a evolucdo floral do grupo ainda continua sendo
discutida, ndo tendo sido, portanto, encontrado um consenso (REMIZOWA et al., 2010).

Segundo Endress (2005), estudos morfoldgicos realizados com monocotiledéneas
basais, tém se mostrado importantes na compreensao da evolucdo das angiospermas em geral.
Caracteres reprodutivos sdo mais estaveis que 0s caracteres vegetativos e a associagdo de
dados reprodutivos aos moleculares propiciam maior confiabilidade as relagdes filogeneticas,
as quais se encontram ainda em fase de mudancas em Bromeliaceae. A familia Bromeliaceae
estd inserida entre as Poales, maior ordem dentro do grupo das Commelinideas (APG llI,
2009), onde ocupa uma posic¢do basal junto com Rapateaceae e Typhaceae (REMIZOWA et
al., 2010). Segundo Judd et al. (2009) a monofilia de Poales é bem sustentada por caracteres

de sequéncia de DNA e possiveis sinapomorfias como corpos silicosos na epiderme, estiletes
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separados ou conatos, perda de rafideos, embora a presenca de alguns desses caracteres seja
conhecida para Bromeliaceae (SMITH; TILL, 1998).

A monofilia de Bromeliaceae ¢ bem sustentada com base em analises filogenéticas
feitas a partir da combinacdo de dados moleculares e morfolégicos (SMITH; TILL, 1998;
BARFUSS et al., 2005). A presenca de escamas peltadas, corpos silicosos solitarios, perianto
diferenciado em calice e corola, estigmas retorcidos e espiralados e nimero cromossémico
basico n=25, sdo sinapomorfias encontradas em Bromeliaceae (BROWN; GILMARTIN,
1989; SMITH; TILL, 1998; PALMA-SILVA et al., 2004).

A familia Bromeliaceae é formada por aproximadamente 3140 espécies distribuidas
entre 58 géneros (GIVNISH et al., 2011), dentre os quais podemos encontrar ervas terricolas,
rupicolas ou epifitas. As folhas geralmente se dispem espiraladamente, em forma de roseta e
podem conter bainhas em sua base que permitem a formacdo de um recipiente onde a agua
fica acumulada. O limbo se encontra recoberto por tricomas peltados conspicuos. As
inflorescéncias, simples ou compostas, apresentam, em geral, bréacteas coloridas. O perianto é
heteroclamideo, trimero, pecas florais com segmentos livres entre si, ou fusionados de
diversos modos. Os estames com filamentos livres ou conatos ou adnatos as pétalas. O ovario
pode ser supero ou infero, trés I6culos, com rudimentos seminais anatropos, as vezes
campil6tropos. Os frutos sdo cdpsulas ou bagas. As sementes nuas, aladas ou plumosas. Os
embrides sdo relativamente pequenos e localizados na base do endosperma (REITZ, 1983;
HAUSSEN, 1992; JUDD et al., 2009). Nectarios usualmente estdo presentes no septo do
ovario (JUDD et al., 2009), sua presenca em Bromeliaceae ¢ uma condicdo irregular em
Poales onde costumam ser raros ou ausentes (SAJO RUDALL; PRYCHID, 2004). O néctar €
composto principalmente por glicose, frutose e sacarose, suas concentracdes e composic¢oes
podem variar, e possivelmente estdo relacionadas as preferéncias dos polinizadores e ndo as
relagGes filogenéticas (KROMER et al., 2008).

Segundo Martinelli (2006), Bromeliaceae é uma das familias mais importantes de
monocotileddneas neotropicais, devido a sua grande riqueza e adaptabilidade aos mais
variados nichos. O grupo apresenta grande plasticidade, se adapta as mais diversas condigdes
climaticas, em ambientes que podem variar de mesofiticos a xerofiticos (MARTINELLI,
2006; SMITH; TILL, 1998). Sdo extremamente sensiveis a qualquer mudanca ou perturbacéo
das condi¢cbes ambientais, que acabam resultando na alteragdo das composicdes de suas
populacbes. As escamas foliares das espécies epifiticas absorvem umidade e nutrientes direto
do ambiente (BENZING, 1998). Essa caracteristica permite que as bromelidceas absorvam

poluentes através de suas folhas, comprometendo ndo apenas o préprio individuo, mas toda a
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diversidade de organismos que dependem de uma dada bromélia. Nesse contexto, em que o
ambiente é desfavoravel, as bromélias podem ser utilizadas em estudos de biomonitoracao de
elementos quimicos (ELIAS et al., 2006). Segundo Brighigna et al. (1997) Tillandsia caput-
medusae pode ser utilizada como bioindicador para a polui¢do do ar, recomendando o uso de
outras espécies de Tillandsia para 0 mesmo fim.

As caracteristicas morfolégicas permitem as bromélias oferecer alimento, abrigo,
agua, nutrientes e sitio de reproducdo para diversos organismos, ampliando a riqueza e
diversidade de espécies nos ecossistemas em que se encontram (ROCHA et al., 2004). A
presenca de uma grande diversidade de invertebrados nas espécies de Tillandsia analisadas
por Frank et al. (2004), demonstram a importancia das bromélias como hébitat, mesmo que
muitas das espécies encontradas nao apresentem uma relacdo obrigatéria, estas plantas
suportam uma fauna diversificada de invertebrados. As formigas podem estabelecer relacdes
oportunistas com as espécies de bromélia, construindo seus ninhos em seus tanques
(BLUTHGEN et al., 2000) e utilizando seu néctar em troca de protecdo contra o ataque dos
herbivoros (VESPRINI; GALETTO; BERNARDELLO, 2003).

Dentre as trés tradicionais subfamilias, Tillandsioideae e Bromelioideae séo
monofiléticas e, Pitcairnioideae, parafilética (SMITH; DOWNS 1974). Tillandsioideae
configura um grupo cujas espécies sdo predominantemente epifitas. Quanto a estrutura floral
0 ovario é supero e o fruto é uma cépsula deiscente cujas sementes possuem apéndices
plumosos; as margens foliares sdo lisas. Em Bromelioideae, o ovario é infero e os frutos séo
bagas, cujas sementes ndo possuem apéndices; as folhas possuem margens aculeadas.
Pitcairnioideae possui ovario spero e os frutos usualmente secos, encerrados em capsula
deiscentes com sementes aladas (raramente nuas); as margens das folhas sdo espinescentes
(SMITH; DOWNS 1974, 1977, 1979; REITZ, 1983; BENZING, 1998). Estudos filogenéticos
propGem uma nova classificacdo para a familia onde os diferentes clados referentes as antigas
Piticairnioideae, sdo tratados como novas subfamilias. Neste caso, Bromeliaceae passa a ter
oito subfamilias: Brocchinioideae, Bromelioideae, Hechtioideae, Lindmanioideae,
Navioideae, Pitcairnioideae, Puyoideae e Tillandsioideae (GIVNISH et al., 2007).

A distribuicdo das bromelidceas é quase restrita & regido Neotropical, tendo seus
limites de ocorréncia entre o norte dos estados da Virginia, Texas e California, seguindo
através da America Central em direcdo ao centro da Argentina e Chile, tendo como limite sul
a Patagbnia (SMITH, 1934). Pitcairnia feliciana (A.Chev.) Harms & Mildbr. é a Unica
excecdo quanto a essa distribuico geografica, encontrada no oeste da Africa, no Guing,

possivelmente tendo chegado até essa regido por dispersdo a longa distancia em um periodo
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relativamente recente (JAQUES-FELIX, 2000; GIVNISH et al., 2007). Sao considerados trés
0s centros de diversidade de espécies, os Andes, o Planalto das Guianas e o leste do Brasil,
representado pela Mata Atlantica (SMITH, 1934; SMITH; DOWNS, 1974). Pelo menos 40%
das espécies podem ser encontradas no Brasil, fazendo do pais o mais importante em termos
de diversidade, sendo o ecossistema atlantico o responsavel por abrigar varias espécies
endémicas (LEME, 1997). Martinelli et al. (2008) descrevem 603 espécies endémicas para 0
dominio Mata Atlantica e para o Rio Grande do Sul sdo descritas 69 espécies, nove géneros e
nove endémicas.

Vaérios trabalhos vém sendo realizados com Bromeliaceae, em relacdo a anatomia de
Orgdos vegetativos, cuja énfase é dada principalmente a folha (TOMLINSON, 1969;
ROBINSON, 1969; BRAGA, 1977; PITA; MENEZES, 2002; ARRUDA; COSTA, 2003;
AOYAMA; SAJO, 2003; SEGECIN; SCATENA, 2004; PROENCA; SAJO, 2004; SOUSA et
al., 2005; SCATENA,; SEGECIN, 2005; SCATENA et al., 2006; PROENCA; SAJO, 2007,
PROENCA; SAJO, 2008; DETTKE; MILLANEZE-GUTIERRE, 2008), a morfologia das
escamas peltadas sdo abordadas em Strehl (1983), Varadarajan e Gilmartin (1987) e
Mantovani e Iglesias (2005). No entanto, os estudos sdo escassos em relacdo a anatomia dos
orgdos reprodutivos, valendo salientar os de Kulkarni e Pai (1982), Sajo, Prychid e Rudall
(2004a) e Sajo, Rudall e Prychid. (2004b).

A parede da antera em Bromeliaceae é formada pela epiderme, endotécio do tipo
fibroso e tapete do tipo secretor (JOHRI; AMBEGAOKAR; SRIVASTAVA, 1992; DAVIS,
1966). Durante a meiose a citocinese € do tipo sucessiva e as tétrades isobilaterais. Os grados
de pdélen sdo descritos como bicelulares quando liberados das anteras, com uma ou duas
aberturas (colpado-distal) como descrito por Lakshmanan (1967) e Concei¢cdo (2005). A
androsporogénese foi descrita como sucessiva (PALM, 1920; STENAR, 1925; SARTORI,
2008; FURNESS; RUDALL, 1999; LAKSHMANAN, 1967; RAO; WEE 1979) e é o tipo
mais comum em monocotileddneas (SAJO et al., 2005).

O género Dyckia, pertencente a subfamilia Pitcairnioideae, possui cerca de 130
especies e sete variedades (LUTHER, 2008). Sao plantas geralmente terrestres ou rupestres,
de natureza xerofitica, crescem em locais de altitude elevada e se distribuem pelo Escudo
Brasileiro chegando até a Argentina, Bolivia, Paraguai e Uruguai (SMITH, 1934; SMITH;
TILL, 1998; GIVNISH et al., 2011). Um checklist realizado por Martinelli et al. (2008) na
Mata Atléntica coloca que o género Dyckia possui um grande numero de espécies
indeterminadas ou com identificacbes imprecisas sugerindo a realizacdo de uma reviséo

urgente.
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Dyckia se caracteriza por apresentar inflorescéncia amplamente paniculada a simples,
as brécteas primérias inconspicuas e as brécteas florais de mais curtas que os pedicelos a
maiores que as flores. As flores sdo perfeitas e uniformes ou raramente dimorfas, apresentam
tamanho relativamente pequeno, sua coloracdo pode variar de amarelo a vermelho. As bases
dos filamentos sdo separadas uns dos outros, mas as vezes individualmente adnatos as pétalas
e sépalas. Os frutos sdo uma cépsula pequena a grande, septicida e algumas vezes loculicida
com sementes largas e aladas. As folhas apresentam as margens espinescentes ou serreadas. O
escapo floral € geralmente lateral (SMITH; DOWNS 1974; REITZ, 1983; SMITH; TILL,
1998).

Mesmo sendo possivel encontrar uma ampla obra taxondmica sobre a familia, muitas
controvérsias ainda existem, gerando interpretacdes diferentes e discordantes (MARTINELLLI,
2006). Varias especies ja estdo incluidas na lista vermelha publicada pelo IJUCN (2011). Uma
das principais barreiras para a realizacdo de estudos efetivos na conservacao de espécies é o
problema de delimitagdo taxondmica. Contribui para a resolucdo de tais problemas a
integracdo dos dados obtidos através de diferentes areas de estudo, dentre elas, a morfologia
externa e interna de érgdos vegetativos e, principalmente, de érgdos reprodutivos (ENDRESS
2005), devendo ser considerados para tanto, andlises do desenvolvimento de pecas periantais
e detalhes da diferenciacdo de esporangios e de suas células reprodutivas, através da area do
conhecimento definida como embriologia vegetal. O uso de tais informagGes para a melhor
caracterizacdo taxonémica pode também ser utilizado para a verificacdo das relacGes
filogenéticas no grupo. Diferentes trabalhos em Bromeliaceae, tém sido realizados na busca
da elucidacéo dessas relagdes, podendo ser citados os de Gilmartin e Brown (1987), Terry et
al. (1997a,b), Horres et al. (2000) e Givnish et al. (2011).

A necessidade de se reunir informacdes taxondmicas para Bromeliaceae bem como
sua importancia no panorama da conservac¢do da biodiversidade sdo os principais argumentos
para a realizacao deste estudo. Nesse contexto, informacdes sobre a estrutura de esporangios e
gametdfitos contribuirdo para a melhor caracterizacdo de processos reprodutivos, aléem da
aplicacdo dos caracteres em analises taxondmicas e filogenéticas, cujos resultados sdo de
grande valor aos programas de conservagéo. Este trabalho busca conhecer a embriologia com
énfase estrutural de Dyckia racinae L.B.Sm., caracterizando aspectos de desenvolvimento
inicial das estruturas reprodutivas, além da androsporogénese e da androgametogénese. Como
justificativa para a escolha do tdxon, cabe salientar que a presente proposta de estudo faz parte
de um projeto de conservacdo de Bromeliaceae, que envolve diferentes instituicbes de ensino

superior e de pesquisa, que ira contemplar diversos aspectos biologicos de diversas espécies
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das trés subfamilias, tradicionalmente descritas para Bromeliaceae, e jA comentado acima.
Assim, de acordo com os termos gerais do projeto maior (Edital FAPERGS-CNPq, PRONEX
008/2009) ja estdo sendo desenvolvidos estudos em espécies de duas subfamilias, faltando

Pitcairnioideae que, portanto, se pretende contemplar com a presente proposta.

OBJETIVO GERAL

e Realizar a descricdo do desenvolvimento inicial das pecgas florais bem como da

ontogénese das anteras em Dyckia racinae L.B.Sm.

Obijetivos especificos

e Descrever o desenvolvimento inicial das pecas florais;

e Caracterizar a estrutura da flor;

e Fornecer a origem dos esporangios a partir do meristema floral,

e Investigar o padrdo de formacdo dos estratos parietais das anteras;

e Caracterizar citologicamente o0s estratos parietais das anteras ao longo do
desenvolvimento;

e Analisar a meiose e padrdo de organizacdo dos andrdsporos;

e Caracterizar a esporoderme;

e Caracterizar o androfito (grdo de polen).
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DESENVOLVIMENTO INICIAL E CARACTERIZACAO
ESTRUTURAL DA FLOR EM Dyckia racinae
L.B.Sm.(BROMELIACEAE)
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INTRODUCAO

Formada por aproximadamente 58 géneros (GIVNISH et al., 2011) Bromeliaceae é
considerada uma das mais importantes familias neotropicais (MARTINELLI, 2006). Possui
varios taxons com numeros expressivos de espécies indeterminadas ou com identificacdes
imprecisas (BENZING, 2000) dentre os quais podemos citar o género Dyckia (MARTINELLI
et al., 2008). Mesmo sendo possivel encontrar uma ampla obra relacionada a familia, o
desenvolvimento floral de suas espécies ainda nédo foi descrito.

As modificacOes responsaveis pela alteracdo da fase vegetativa para a reprodutiva séo
controladas pelo meristema apical. Externamente podem incluir a alteracdo de uma folha em
bractea, mudancas na filotaxia e/ou elongacdo do eixo. Internamente, sdo as mudancas
fisiologicas que vao agir na efetivacéo desse processo (TUCKER; GRIMES, 1999).

O meristema reprodutivo possui uma estrutura fundamentalmente diferente do
vegetativo. A transicdo de uma fase para a outra envolve o aumento da atividade mitética em
todas as regides do meristema vegetativo, indicando que todas essas zonas estdo envolvidas
na producdo das partes reprodutivas da planta (CORSON, 1969). O é&pice floral é formado por
trés camadas LI, LIl e LII, responsaveis pelas mudancas na forma e tamanho do apice floral
durante seu desenvolvimento (SATINA; BLAKESLEE, 1941).

Estudos abordando caracteres da ontogénese floral podem ser utilizados para testar
hipoteses filogenéticas e relagdes taxondmicas (TUCKER, 1992; PRENNER, 2004;
PRENNER, 2004b; MOCO; MARIATH, 2009), utilizando os dados na distincdo entre
subfamilias, tribos e niveis infragenéricos (TUCKER, 1991, 1993, 1996, 2003; SAMPAIO;
MOCO; MARIATH, 2013). A determinacdo dos genes envolvidos na ontogénese floral
também € importante para a compreensdo do processo e tem sido abordada por vérios
trabalhos (CARPENTER; COEN, 1995; HANTKE; CARPENTER; COEN, 1995; LIU;
RUNNING; MEYEROWITZ, 1997; SESSIONS et al., 1997).

Através da investigacdo do desenvolvimento floral é possivel identificar caracteres
potenciais para serem utilizados taxonomicamente. Nunes et al. (2012) descrevem o
desenvolvimento de Potamogeton Richard (Potamogetonaceae), colocam que a forma e a
propor¢cdo do estigma, assim como 0 posicionamento e a abertura do carpelo, séo

caracteristicas potenciais para serem utilizadas com énfase taxonémica.
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O presente estudo tem como objetivo descrever os estadios iniciais da ontogénese
floral de Dyckia racinae L.B.Sm., salientando a ordem de iniciacdo e a contribuicdo das

diferentes camadas na formacao dos primordios dos 6rgaos que constituem o botéo floral.

MATERIAL E METODOS

O processamento e a analise do material foram realizados no Laboratério de Botanica
Estrutural do Departamento de Biologia, CCNE/ UFSM. O material boténico foi coletado no
municipio de S&o Pedro do Sul, RS, Brasil, nas coordenadas geogréaficas 29° 35 22,2 S e
54° 49 49,4 W. Cabe salientar que a espécie é terrestre, oriunda de local nunca sombreado,
exposto a intensidade maior de ventos e radiacdo solar, onde o solo €é raso e pedregoso.

O material testemunho de Dyckia racinae encontra-se depositado no Herbario do
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Santa Maria — SMDB, com registro
13840. No laboratério da UFSM estd sendo mantida uma cole¢do liquida dos materiais
coletados para as andlises histoldgicas, com registro de coleta. Um individuo estd sendo
mantido em colecdo viva, sob numeracdo de registro 0286, na casa de vegetacdo do
Laboratorio de Anatomia Vegetal na Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

Apices de inflorescéncias com botdes florais em diversos estadios de desenvolvimento
foram coletados. Para a analise em Microscopia Optica, em campo claro (MO) o material foi
fixado em glutaraldeido 1% e paraformaldeido 4% em tampéo fosfato de sédio 0,1M pH7,2
(GABRIEL; 1982; MCDOWELL; TRUMP, 1976), no qual foi adicionado Tween20 2ml/L
(FREUDENSTEIN; HARRIS; RASMUSSEN, 2002). Apo6s a fixacdo o material foi
submetido ao vacuo, seguido de lavagem em tampdo fosfato de sodio 0,1M pH7,2
(GABRIEL; 1982) e desidratado em série etilica. Posteriormente a desidratacdo, o material foi
submetido a solugdes de cloroformio e etanol absoluto (1:3, 1:1, 3:1, 1:1 e 1:3), finalizando a
desidratagdo com uma etapa de etanol absoluto. O material foi pré-infiltrado com uma solucgéo
de hidroxietilmetacrilato (GERRITS; SMID, 1983) e etanol absoluto durante o periodo de
12h, seguido de infiltragdo em hidroxietilmetacrilato por cerca de 4h e emblocado com esta
resina em suporte de Teflon até sua polimerizacédo (GERRITS; SMID, 1983).

As se¢oes, de 3 um de espessura, feitas em micrétomo rotativo Leica RM2245, foram
coradas com Azul de Toluidina O 0,05% pH 4.4 em tampéo de benzoato de sodio (FEDER,;
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O‘BRIEN, 1968). As laminas histoldgicas foram analisadas em microscopio Leica DM2000
com sistema de captura digital de imagem DFC 295. Foram feitas representacfes da
inflorescéncia nos estadios iniciais de desenvolvimento através da utilizagdo da camara clara
da mesma marca, acoplada ao referido Microscopio, a representacdo da flor em antese foi
realizada em cdmara clara do Microscopio estereoscopico Leica M80.

Para a analise em microscopia eletrbnica de varredura (MEV) o material foi
processado conforme Gersterberger e Leins (1978) e submetido a secagem através de ponto
critico com o uso do equipamento BAL-TEC, CPD 030, no Centro de Microscopia Eletrénica
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CME/UFRGS). Em seguida, as amostras
foram montadas em suportes de aluminio e recobertas com ouro no aparelho metalizador
BAL-TEC, SCD 050. A anélise e as eletromicrografias foram realizadas em microscopio
JEOL 6060, sob 20kV (CME/UFRGS).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Desenvolvimento Floral Inicial

O meristema floral de Dyckia racinae, durante a fase inicial de seu desenvolvimento,
apos a emissdo da bractea responsavel por sua protecdo, estd organizado em trés camadas:
dérmica, subdérmica e central (Fig. 1.1 A). Nesse tipo de arranjo, que também €é encontrado
no apice caulinar de Datura (Solanaceae), a camada dérmica costuma apresentar durante todo
seu desenvolvimento apenas divisfes anticlinais, na camada subdérmica inicialmente também
sdo observadas apenas divisbes perpendiculares, mas podem acontecer no decorrer do
desenvolvimento divisdes periclinais durante a emissdo dos o6rgdos florais, ja na camada
central divisdes em todos os planos sdo observadas (SATINA; BLAKESLEE; AVERY, 1940;
SATINA; BLAKESLEE, 1941). O apice floral de Datura stramonium L. (Solanaceae)
também é formado por trés camadas, denominadas L-I, L-11 e L-11l, modificagdes estruturais
gue acontecem no apice do meristema floral dessa espécie durante seu desenvolvimento
resultam da atividade dessas trés camadas (SATINA; BLAKESLEE, 1941).
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O meristema floral surge como uma elevacao na axila da bractea, resultado de divisGes
periclinais que ocorrem na camada subdérmica (Fig. 1.1 A). Essa fase inicial é marcada pela
atividade mitética na camada celular subdérmica e, aparentemente, com contribuicdo de suas
derivadas (Fig. 1.1 A e B). Barnard (1960) coloca que o surgimento do primordio do
meristema floral na espécie Bulbine bulbosa (R.Br.) Haw. (Xanthorrhoeaceae), acontece na
camada subdérmica, através de divisdes periclinais, com a colaboracdo da camada central, no
aumento do tamanho do 6rgdo. Em Adesmia latifolia (Spreng.) Vogel (Leguminosae) séo as
divisdes periclinais e obliquas da camada central as responsaveis pela elevacdo do meristema
floral, sendo este formado exclusivamente por células derivadas dessa camada, a camada
dérmica e subdérmica apenas acompanham o crescimento do através de divisdes anticlinais
(MOCO; 2002). D. racinae e B. bulbosa possuem flores com simetria actinomorfa, este tipo
de simetria pode ser caracterizada pela insercdo dos orgdos florais em verticilos helicoidais,
mais ou menos equidistantes entre si, e também por ndo sofrer nenhum tipo de alteracdo nessa
posicdo durante a ontogénese floral (TUCKER, 1999) o contrario do que pode acontecer em
flores que apresentam simetria zigomorfa como A. latifolia, € que no inicio de seu
desenvolvimento apresentam simetria radial (TUCKER, 1999; MOCO, 2002).

Divisdes periclinais e obliquas, na camada central, contribuem para que o meristema
adquira um contorno em domo (Fig.1.1 B). As mudancas no meristema reprodutivo se dao de
forma gradual, para que o apice com contorno de domo adquira uma forma plana (Fig.1.1 C).
Nesta fase a camada central, formada por células com grandes vacuolos, esta revestida pelas
camadas dérmica e subdérmica que apresentam células relativamente pequenas com
citoplasma denso, e se dividem, principalmente, anticlinalmente (Fig.1.1 C). Essas mudancas
resultam de uma menor atividade mitética na zona central e uma maior atividade na zona
periférica do meristema (ESAU, 1977).

Nas regides onde os primordios dos 6rgdos florais serdo projetados é possivel
identificar um adensamento citoplasmatico seguido de uma divisdo periclinal na camada
subdérmica (Fig.1.1 E). McCoy (1940) observou a mesma origem para pétalas, sépalas e o
primordio estaminal na espécie Frasera caroliniensis Walter (Gentianaceae), como ocorre em
D. racinae, onde as primeiras divisdes periclinais acontecem na camada subdérmica. O
crescimento axial fica por conta da atividade do grupo de células derivadas da camada
subdérmica, com colaboragdo da camada central (Fig. 1.1 F e I). J& os resultados encontrados
por Satina e Blakeslee (1941) expdem que os estames em D. stramonium apresentam uma

origem diferente das pecas periantais.
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Diversas linhas de evidéncias devem ser apresentadas para que conclusdes sobre a
origem dos orgdos florais possam ser feitas (SATINA; BLAKESLEE, 1941). Fatores
genéticos também estdo envolvidos na determinagédo dos orgdos reprodutivos. A identidade do
orgdo depende de um desenvolvimento caracteristico do primordio (COEN; CARPENTER,
1995). Os genes funcionam como mecanismos reguladores garantindo a adequada
proliferacdo das células, a comunicagdo entre elas, 0 momento de iniciacdo dos 6rgdos, assim
como a diferenciacdo e morfogénese celular nos meristemas florais (LIU; RUNNING;
MEYEROWITZ, 1997; SESSIONS et al., 1997).

Os trés primordios de sépalas sdo iniciados em espiral no verticilo, equidistantes, no
apice meristematico, determinando um contorno triangular ao meristema floral (Fig. 1.1 D). A
ultima sépala a ser formada € de posicao dorsal (Fig. 1.1 D). Mais tarde, surgem as pétalas em
posicao alterna em relacdo as sépalas, sendo neste caso a pétala ventral a Gltima a ser formada
(Fig. 1.1 G).

Os trés primdrdios estaminais, em cada um dos seus verticilos, vao surgindo e no
decorrer de seu desenvolvimento € possivel identificar uma pequena diferenca de tamanho. Os
trés primdrdios alternipétalos sdo os mais desenvolvidos (Fig. 1.1 H), possivelmente esse fato
esteja relacionado ao maior espago para o seus desenvolvimento inicial ou por uma possivel
pressdo exercida pelas outras pegas florais. Remizowa et al. (2012) atribuiu a pequena
diferenca de tamanho encontrada entre os primdrdios das sépalas, de Xyris grandis
Ridl.(Xyridaceae), ao espaco disponivel no botdo floral durante o seu desenvolvimento.

O desenvolvimento inicial das folhas carpelares é similar aos dos outros 6rgéaos florais
(Fig. 1.1 1), uma vez que foram observadas divis@es periclinais na regido subdérmica. A partir
desse momento, é observada proliferacdo celular ventral mais intensa no primordio, dando
origem a uma concavidade ventral. O aumento da atividade mit6tica marginal, onde tais
margens se encontram pareadas em cada folha carpelar, associado ao crescimento direcionado
ao centro do meristema floral, possibilita a formag&o de um espaco transitoriamente fendido.
No primordio carpelar, as células da regido dorsal, nessa fase, se apresentam vacuoladas e
com nucleos proeminentes. A fusdo da fenda carpelar acontece depois como resultado de um
crescimento lateral continuo. A iniciagdo dos 6rgdos florais se d& numa ordem acropeta em D.
racinae, as primeiras estruturas emitidas sdo as sepalas, seguidas das pétalas, estames e
carpelos, esse tipo de desenvolvimento é muito comum, embora existam exce¢des (TUCKER,
2003).

Durante o desenvolvimento das pegas florais é possivel identificar uma diferenca de

tamanho entre as pecas do mesmo verticilo. Em algumas plantas a metade abaxial da flor
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apresenta um atraso em seu desenvolvimento inicial, se supde que esse pequeno atraso pode
ser causado pela bréactea que protege o botdo floral, onde tal 6rgéo usaria parte do meristema
que da origem a flor, enfraquecendo o meristema no lado em que se desenvolve (ENDRESS,
1999), outra explicacdo coloca que a pressdo exercida pelo contato direto da bractea com o
meristema floral, poderia estar causando o atraso em seu desenvolvimento (ENDRESS,
1999). O gradiente também pode ser inverso como em Trochodendron (Trochodendraceae)
onde os estames da face adaxial sdo mais atrasados no inicio de seu desenvolvimento quando
comparados com os da face abaxial (ENDRESS, 1986).

Poderia também ndo aparecer como em Potamogeton (Potamogetonaceae) onde a
bréactea floral se apresenta bem reduzida e ndo é possivel identificar um atraso significativo
(POSLUSZNY:; SATTLER, 1974). Sugere-se que em D. racinae o pouco espaco disponivel
para o desenvolvimento dos 6rgéos florais seja a causa dessa pequena diferenca de tamanho
encontrada entre as pecas florais do mesmo verticilo, o que estaria relacionado a presenca de
uma bréactea floral (Figs. 1.1 D, 1.3 H) que pressionaria os botdes durante o inicio de seu
desenvolvimento e com o crescimento do escapo da inflorescéncia essa pressdo cessaria

impedindo a visualizacdo desta diferenca nos estadios posteriores de desenvolvimento.

Descricao flor madura e nectério

A espécie Dyckia racinae (Fig. 1.2 A-B) apresenta flores perfeitas, trimeras,
heteroclamideas e cada flor esta envolvida por uma bréactea (Fig.1.1 D). As sépalas sdo
concrescidas na base, esverdeadas, com manchas marrons (Fig. 1.3 A). As pétalas sdo
parcialmente conatas e de cor amarela (Fig. 1.2 G). As sépalas sdao mais curtas que as pétalas
(Fig. 1.3 A). O androceu é composto por seis estames, 0s quais sdo adnatos a corola, além de
apresentarem leve unido na base (Fig. 1.3 E). O ovaério é supero, trilocular (Fig. 1.3 D), com
um grande numero de rudimentos por l6culo, 0s quais se encontram agrupados muito
préximos uns aos outros (Fig. 1.3 B).

Nectarios estdo presentes, sendo predominantemente infraloculares, (Figs.1.4 AF).
Tais nectarios sdo estruturados, a epiderme é multipla, do tipo secretora (Figs. 1.4 E-F) e
rafides estdo presentes (Fig. 1.4 E). O aporte vascular é profuso e difuso através do
parénquima se desenvolvendo até o terco basal ovariano na regido septal (Fig. 1.4 A). Além

disso, 0 nectario se organiza como labirintico, sua diferenciagdo acontece na porcéo abaixo
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dos l6culos e dos septos. Aparentemente, as por¢des de nectério abaixo dos l6culos também
possuem continuidade com os mesmos (Figs. 1.4 A-C). O que sugere esta suposicao sdo duas
camadas de células, vistas em se¢do longitudinal (Fig. 1.4 B), que apresentam entre si um
pequeno espaco celular ligando o nectario e o léculo (Fig. 1.4 C). Quanto a funcdo desta
ligacdo, podemos sugerir que o loculo funcionaria como um possivel local para
armazenamento de néctar, quando este fosse produzido em grande quantidade e 0s visitantes
florais ndo aparecessem, dessa forma ndo desperdicaria energia, mas ainda sdo necessarias
mais analises para confirmar esta suposicao.

Nectérios septais estruturados, labirinticos, diferenciados em parénquima nectarifero e
epitélio secretor foram descritos para Bromeliaceae por Bernardello; Galetto e Juliani (1991).
Sajo; Rudall e Prychid (2004) classificam o nectario do género Dyckia como infralocular,
labirintico, inserido na regido do receptaculo floral e se estendendo pelo ovéario por fendas
parcialmente apocérpicas. A presenca de nectarios florais em Bromeliaceae é considerada
uma condicdo plesiomorfica dentro das Poales, onde sua presenga costuma ser rara. Mas estes
nectarios sdo bem comuns em outras monocotileddneas, desaparecendo e reaparecendo varias
vezes durante o curso da evolucdo (SAJO; RUDALL; PRYCHID, 2004). Krieck (2008)
coloca que D. encholirioides teria nectario extrafloral nas sépalas, o que contraria 0s
resultados descritos por este trabalho para D. racinae.

Durante as coletas realizadas no periodo reprodutivo da espécie, foi possivel observar
a presenca de formigas em toda a extensdo da inflorescéncia de D. racinae (Fig.1.2 F). Em
Dyckia floribunda Griseb. o néctar é secretado durante todo o periodo reprodutivo a partir de
gemas em desenvolvimento até a quase maturacdo dos frutos. Durante esse periodo as
formigas sdo encontradas patrulhando a inflorescéncia e coletando o néctar, agindo de
maneira agressiva, acabam protegendo a planta dos ataques de herbivoros (VESPRINI;
GALETTO; BERNARDELLO, 2003). O néctar extrafloral das espécies de Bromeliaceae
utilizadas no estudo de Galetto e Bernardello (1992) é composto de sacarose quase pura e
aminoacidos, sugerindo que este pode ser visto como um possivel componente nutricional
para as formigas que utilizam este recurso. Essa interagdo mutualistica entre as formigas e
espécies de Bromeliaceae (BLUTHGEN et al.,, 2000; VESPRINI; GALETTO;
BERNARDELLO, 2003; SCHMID et al., 2010; LEROY et al., 2012) pode representar uma
desvantagem por afastar possiveis polinizadores, mas isso € compensado pela protecéo contra
os herbivoros (VESPRINI; GALETTO; BERNARDELLO, 2003). O sucesso reprodutivo de

D. floribunda, relacionado com o numero de frutos produzido por planta, nimero de sementes
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por fruto e nimero de sementes, foi fortemente afetado em plantas onde as formigas foram
excluidas (VESPRINI; GALETTO; BERNARDELLO, 2003).

Para D. encholirioides existe a descricdo de interacdo entre uma espécie de formiga
cortadeira, que leva para seu ninho partes das flores e dos frutos em desenvolvimento para o
cultivo de fungos, afetando negativamente a reproducéo da espécie (KRIECK, 2008). Durante
as coletas e observacOes feitas em campo ndo identificado em qualquer momento que as
especies de formiga que visitavam a inflorescéncia de D. racinae estavam carregando partes
das flores, apenas foi visualizado a coleta de néctar. Como os trabalhos foram realizados em
locais diferentes, um em Santa Catarina outro no Rio Grande do Sul, possivelmente as
espécies de formigas que visitam as inflorescéncias sejam diferentes e busquem também
outros tipos de recurso na mesma espécie, e no caso do presente trabalho as formigas

poderiam estar contribuindo para o processo reprodutivo.

CONSIDERACOES FINAIS

O estudo traz a descricdo inédita do desenvolvimento floral para Bromeliaceae,
sugerindo que ao abranger um numero significativo de espécies dentro do género, em
trabalhos futuros, possiveis variacbes encontradas na ontogénese floral poderiam ser
utilizadas como caracteristicas Uteis na delimitacdo de espécies problematicas.

A caracterizacdo das camadas LI, LIl e LIII, a identificacdo dos padrbes de divisdes
que ocorrem no meristema floral, a determinacdo da camada onde acontece a divisdo
periclinal que d& inicio a projecdo do primérdio e sua ordem de iniciacdo, podem ser

consideradas como caracteres com potencial taxondmico em D. racinae.
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Figura 1.1, A-1. Organogénese floral em Dyckia racinae (Bromeliaceae). Sec¢des longitudinais em ML em A, B,
C, E, F, H e I. Eletromicrografias em MEV em D e G. A. Meristema floral mostrando a bractea protetora, as
camadas dérmica, subdérmica e central e a divisdo periclinal da camada subdérmica (seta). B. Meristema floral
com contorno em domo, divisfes periclinais e obliquas (setas) da camada central. C. Meristema floral com forma
plana. D. Meristema floral no estadio de iniciacdo dos primérdios das pétalas. E. Meristema floral no estadio de
iniciacdo dos primoérdios dos estames. F. Detalhe da figura E mostrando a iniciagdo dos primoérdios estaminais.
G. Meristema floral no estadio de iniciacdo dos primordios estaminais. H. Crescimento em extensdo do
primordio estaminal, que acontece na camada subdérmica (seta) com colaboragdo da camada central (setas). I.
Crescimento em extensdo do primoérdio carpelar, que acontece na camada subdérmica (seta) com colaboracao da
camada central (seta). Abreviaturas: B, bractea; C, camada central; D, camada dérmica; E, estame; P, pétala; SD,

subdérmica; S, sépala. Barra=20 umem A, B, E, F, I; =50um em C, G ¢ H; =100pm em D.
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Figura 1.2, A-H. Dyckia racinae (Bromeliaceae). A. Aspecto geral da planta com inflorescéncia. B. Parte
vegetativa. C. Detalhe ramificacio da inflorescéncia. D. Apice da inflorescéncia. E. Inflorescéncia jovem
no interior da roseta. F. Formigas patrulhando a inflorescéncia. G. Detalhe da flor. H. Cépsula do fruto
apos a liberagdo das sementes. Barra=40 cmem A, = 18 mmem B, Ce D, = 9 mm em E, F e H. Fotos:

Mariane Paludette Dorneles.
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Figura 1.3, A-H. Morfologia floral de Dyckia racinae (Bromeliaceae). Representacdes feitas em camara clara. A-
G. Microscépio estereoscopico. H. Microscopio de luz, em campo claro. A. Flor em antese. B. Corte longitudinal
da flor em antese. C. Gineceu. D. Corte transversal do ovario, mostrando os trés carpelos e os rudimentos. E.
Estames conatos na base. F. Estame. G. Detalhe da antera, em vista ventral e dorsal. H. Inflorescéncia durante o

desenvolvimento inicial dos botdes.
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Figura 1.4, A-F. Estrutura do nectario de Dyckia racinae (Bromeliaceae). Sec¢Ges longitudinais em ML em A, B,
C, D, E e F. A. Aspecto geral do ovario e do receptaculo. B. Detalhe mostrando a possivel ligagdo (seta) do
nectario (Ne) com o I6culo (L). C. Detalhe das células que fariam esta ligagdo. D. Corte transversal do nectério.

E. Presenga de rafides (seta). F. Detalhe das células secretoras. . Barra = 20 um em C ¢ E =100um em B, D, F;

=200um em D.
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INTRODUCAO

As bromeliaceas vém sofrendo um grande declinio em suas populagdes, resultante da
destruicdo dos hébitats onde sdo encontradas, além da coleta extrativista realizada devido ao
seu alto valor ornamental e o interesse que desperta aos colecionadores particulares
(MARTINELLI, 2006). Varias espécies de Bromeliaceae, incluindo espécies de Dyckia, ja
estdo incluidas na “Lista Vermelha” publicada pelo IUCN (2011). A Instrucdo Normativa
para o0 estabelecimento da politica Nacional da Biodiversidade caracteriza espécies em
“ameacadas” e com “deficiéncia de dados”. O entendimento de “deficiéncia de dados”, diz
respeito a falta de informacdes de distribuicdo geografica, ameacas/impactos e usos, entre
outras (MMA, 2008). Embora D. racinae néo esteja oficialmente na lista citada, atualmente a
falta de informacdes cientificas enquadraria a mesma na situacdo de um entendimento de
deficiéncia de dados, pois, por exemplo, o conhecimento da distribuicdo da espécie €
incompleto.

A familia possui um nimero grande de géneros questionaveis (BENZING, 2000)
justificando a necessidade de trabalhos que contribuam para a determinacdo das espécies
principalmente dos grupos mais problematicos, que segundo Martinelli et al (2008) na Mata
Atlantica sdo representados por Aechmea, Cryptanthus, Neoregelia, Billbergia, Hohenbergia
e Dyckia. A necessidade dos trabalhos de base, como morfoldgicos e taxonémicos, se tornam
cada vez mais importantes, em funcdo da grande diversidade dos tdxons e da deterioracdo de
seus respectivos ambientes. Assim, as atividades de conservacdo sdo dificultadas pela falta de
informacdes (MARTINELLI, 2006).

A descricdo da estrutura e dos processos que envolvem a formacéao do esporangio e do
gametofito pode ser aplicada em andlises filogenéticas e taxonémicas (ENDRESS, 2005),
onde a caracterizacdo da antera e do grdo de polen é potencialmente informativa (FURNESS;
RUDALL, 2001). Informagdes de diversas areas do conhecimento, incluindo as
embriologicas, sdo importantes para 0 estabelecimento de programas de conservacao
(MARTINELLI, 2006). Os aspectos embriologicos gerais para antera em Bromeliaceae
consistem em aspectos da estrutura dos androsporangios, da morfologia das tétrades e
dindmica da meiose, além de aspectos do tecido tapetal e da estrutura do grdo de poélen
(DAVIS, 1966; JOHRI et al.,1992; FURNESS; RUDAL, 1998; SAJO, 2005). As informacdes

para Dyckia sdo baseadas em estudos de poucas espécies. Dados sobre estrutura basica da
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antera, tipo de espessamento do endotécio, e esterilidade tapetal e polinica foram descritos
para Dyckia hebdingii L. B. Sm. (SAJO et al., 2005). Dyckia pseudococcinea L.B.Sm
(MENDES; COSTA; DE TONI, 2012) recebeu analise detalhada sobre a formacdo dos
estames, principalmente dos esporangios, além da esporogénese e gametogénese, tendo as
autoras explorado suas informagdes de pesquisa como base para cultura in vitro de anteras e
de grdos de polen aplicaveis a programas de conservacdo. Considerando que Dyckia possui
cerca de 130 espécies (LUTHER, 2008), fica evidente que os estudos embrioldgicos atuais,
embora relevantes, ainda ndo podem ser considerados para efeitos de generalizacdo do
referido tdxon.

Com base nas informagdes apresentadas acima, este trabalho busca descrever a
embriologia com énfase na estrutura da antera e do polen de Dyckia racinae, caracterizando
aspectos de desenvolvimento inicial dos esporangios, alem da androsporogénese e da

androgametogénese.

MATERIAL E METODOS

O processamento e a analise do material foram realizados no Laboratério de Botéanica
Estrutural do Departamento de Biologia, CCNE/ UFSM. O material botanico foi coletado no
municipio de Sao Pedro do Sul, RS, Brasil, nas coordenadas geograficas 29° 35 22,2 S e
54° 49 49,4 W. Cabe salientar que a espécie é terrestre, oriunda de local nunca sombreado,
exposto a intensidade maior de ventos e radiacdo solar, onde o solo é raso e pedregoso (Fig.
2.1).

O material testemunho de Dyckia racinae encontra-se depositado no Herbério do
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Santa Maria — SMDB, com registro
13840. No laboratério da UFSM estd sendo mantida uma colegdo liquida dos materiais
coletados para as analises histoldgicas, com registro de coleta. Um individuo esta sendo
mantido em colecdo viva, sob numeracdo de registro 0286, na casa de vegetacdo do
Laboratorio de Anatomia Vegetal na Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).
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Figura 2.1, Morro em S&o Pedro do Sul/RS, onde foi feita a coleta de Dyckia racinae. Foto: Jodo Marcelo

Santos de Oliveira.

Flores em diversos estadios de desenvolvimento foram coletados (Fig. 1.2 E). Para a
analise em Microscopia de luz, em campo claro (ML) o material foi fixado em glutaraldeido
1% e paraformaldeido 4% em tampdo fosfato de sédio 0,1M pH7,2 (GABRIEL; 1982,
MCDOWELL; TRUMP, 1976), no qual foi adicionado Tween20 2ml/L (FREUDENSTEIN;
HARRIS; RASMUSSEN, 2002). Apés a fixacdo o material foi submetido ao vacuo, seguido
de lavagem em tampdo fosfato de sddio 0,1M pH7,2 (GABRIEL; 1982) e desidratado em
série etilica. Posteriormente a desidratacdo, o material foi submetido a solugdes de
cloroférmio e etanol absoluto (1:3, 1:1, 3:1, 1:1 e 1:3), finalizando a desidratacdo com uma
etapa de 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 4h e emblocado com esta resina
em suporte de Teflon até sua polimerizacdo (GERRITS; SMID, 1983).

As secdes, de 3 um de espessura, feitas em micrétomo rotativo Leica RM2245, foram
coradas com Azul de Toluidina O 0,05% pH 4.4 em tampao de benzoato de sédio (FEDER,;
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O‘BRIEN, 1968). As laminas histoldgicas foram analisadas em microscopio Leica DM2000
com sistema de captura digital de imagem DFC 295.

A andlise do espessamento do endotécio foi realizada através da dissociacao de anteras
maduras em 4&cido latico 60%, montadas em laminas semi-permanentes com glicerina
alcodlica (MANNING, 1996) e analisadas em microscopia de luz polarizada.

Para a realizagdo dos testes histoquimicos, as seguintes técnicas foram utilizadas:
Acido periodico-Reativo de Schiff (PAS), para polissacarideos totais (O‘BRIEN;
MCCULLY, 1981); Alcian Blue (8GX), para a deteccdo polissacarideos da esporoderme
(LILLIE, 1965); Sudan Black B, para a localizacao de lipidios (SASS, 1951); Sudan I, para
a localizacdo de substancias lipidicas (pollenkitt) (O‘BRIEN; MCCULLY, 1981), para esse
teste utilizou-se polen de anteras maduras maceradas; Coomassi Blue 0.1%, para compostos
proteicos (HESLOP-HARRISON et al., 1973); para a identificacdo do amido foi utilizado IKI
(solucdo de Lugol) (JOHANSEN, 1940); Vermelho de Ruténio para mucopolissacarideos
acidos e acidos pécticos (JENSEN, 1962); Auramina O em concentracdo 0,01%, para a
deteccdo de lipidios na esporoderme (NEPI; FRANCHI 2000); Calcofluor White, em solucgéo
aquosa 0,01% para celulose (HUGHES; MCCULLY, 1975); Azul de Anilina, para calose
(MARTIN; 1959); Sudan Red 7B, deteccdo dos lipidios totais; (BRUNDRETT; KENDRICK;
PETERSON, 1991); Nile Red, permite detectar lipidios, descriminando lipidios polares e ndo
polares (GREENSPA; MAYER; FOWLER, 1985; DIAZ et al., 2008). A combinacdo de
Acido periddico-Reativo de Schiff (PAS) (O‘BRIEN; MCCULLY, 1981), Azul de Astra 1, 5
% em solucdo aquosa e Fucsina Basica 0,05 % em solucdo aquosa (KRAUS et al., 1998).

Para a analise em microscopia eletrénica de varredura (MEV) o material foi
processado conforme Gersterberger e Leins (1978) e submetido a secagem através de ponto
critico com o uso do equipamento BAL-TEC, CPD 030, no Centro de Microscopia Eletrénica
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CME/UFRGS). Em seguida, as amostras
foram montadas em suportes de aluminio e recobertas com ouro no aparelho metalizador
BAL-TEC, SCD 050. A anélise e as eletromicrografias foram realizadas em microscopio
JEOL 6060, sob 20kV (CME/UFRGS).

A metodologia para a microtomia de congelamento foi realizada com auxilio do Dr.
Rinaldo Pires dos Santos, no Laboratorio de Anatomia Vegetal na Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (UFRGS), onde tal metodologia se encontra em preparacdo para

publicacdo e foi solicitado a ndo divulgacdo da mesma. Micrétomo: Criostato Leica CM1850.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os primérdios estaminais depois de projetados adquirem, em seus estadios iniciais, um
formato elipsoide, em secgdo transversal. Nessa fase as células do primoérdio, de maneira
geral, sdo poliédricas e isodiamétricas, o nucleo é volumoso com heterocromatina periférica e,
usualmente, apresenta um nucléolo; no citoplasma também é possivel identificar a presenca,
embora pouco evidente, de vactolos (Fig. 2.2 A).

Com o crescimento, os primordios desenvolvem um formato trapezoidal, revelado pela
seccao transversal mediana, onde é possivel identificar a protoderme uniestratificada, o
meristema fundamental e, préximo a regido central, o tecido pré-vascular, cujas células séo
relativamente menores, além de apresentarem citoplasma denso (Fig. 2.2 B e C). Na
protoderme ocorrem apenas divisdes anticlinais (Fig. 2.2 C). No tecido fundamental é
possivel identificar divisdes periclinais, anticlinais e obliquas (Fig. 2.2 C). O estame em se¢éo
longitudinal apresenta leve curvatura em funcdo da expansdo vacuolar nas células da regido
dorsal (Fig. 2.2 G).

Na fase posterior, células da regido dorsal da antera, situadas entre a epiderme e a
regido dos feixes vasculares, se caracterizam pela presenca de vacuolos proeminentes (Fig. 2.
H). A regido central do conectivo é formada por células do tecido pré-vascular, que sofrem
divisdes dando origem a derivadas de menor diametro, mais alongadas horizontalmente e com
citoplasma denso (Fig. 2.2 E e G). A protoderme, diferenciada em epiderme, acompanha o
crescimento em volume do primordio estaminal atraves de divisdes anticlinais. O crescimento
na regido ventral, onde ocorre no sentido radial, através de divisdes periclinais da camada
subdérmica (Fig. 2.2 D). Diferentes padrbes de desenvolvimento sdo necessarios para que a
antera inicie a projecdo de seus esporangios, sendo possivel considerar o formato bilobado um
momento critico durante sua formacdo. Davis (1966) e Pozner (2011), entre outros, propdem
gue o desenvolvimento inicial dos esporangios acontece através de divisdes periclinais em
células que possuem caracteristicas meristematicas, localizadas na camada subdérmica dos
primordios, formando as iniciais subdérmicas. Como descrito para a espécie, sdo as células
localizadas na camada subdérmica as responsaveis pela formacéo dos esporangios.

Durante o periodo de diferenciacdo dos esporéngios, células da camada subdérmica se
dividem periclinalmente formando as células precursoras da camada parietal primaria (CPP) e
das células esporogénicas (CE), voltadas para a epiderme e as células precursoras do tapete
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interno (Fig. 2.2 H e ). Posteriormente, as células subjacentes a epiderme sofrem uma divisdo
periclinal originando a camada parietal priméaria (CPP) e as células esporogénicas (CE) (Fig.
2.3 A e B). Apods essa divisdo acontecer, as células precursoras do tapete interno também
sofrem divisbes mitdticas, iniciando o acumulo de células na por¢éo interna do esporangio.
De maneira geral, o esporangio em diferenciacdo apresenta células com formato retangular,
ou levemente isodiamétricas, além do citoplasma denso (Fig. 2.3 Ae B).

A literatura nos mostra que ainda existem divergéncias com relacdo a origem do tapete
interno. Este poderia ser gerado atraves da diferenciagdo das camadas de células
esporogénicas que estdo em contato com o conectivo (BOKE, 1949), pela diferenciacdo das
células do conectivo (VIJAYARAGHAVAN; RATNAPARKHI, 1973; GUPTA; NANDA,
1978; NANDA; GUPTA, 1978) ou do tecido central, que ainda mantendo caracteristicas
meristematicas, daria origem ao tapete interno e ao conectivo (BITTENCOURT, 1995;
BITTENCOURT; MARIATH, 1997; OLIVEIRA; MARIATH; BUENO, 2001; MOCO,
2002). Em Dyckia pseudococcinea L.B.Sm. o tapete interno se originaria das células
esporogénicas, diferenciando-se destas por seu formato retangular, em secédo transversal, em
vez de isodiamétrico (MENDES; COSTA; DE TONI, 2012). Por outro lado em D. racinae as
andlises sugerem que as células precursoras do tapete interno teriam origem no inicio do
desenvolvimento, a partir da camada subdérmica, como em Spondias mombin L.
(Anacardiaceae) (OLIVEIRA, 2001).

Gradualmente a antera assume uma forma tetralobada (Fig. 2.3 C). As células que
constituem o conectivo sdo menos densas, se distribuindo em torno de tecido pro-vascular e
entre 0s esporangios. Possivelmente o nimero de camadas do conectivo na regido dorsal e
ventral € o mesmo, mas as células dorsais se distinguem das ventrais pelos vactolos
proeminentes e espacos intercelulares, sendo que essa organizagdo contribui para a expansao
da regido dorsal. A diferenciacdo de idioblastos cristaliferos, proximos ao tecido pro-vascular,
inicia nesse estagio (Fig. 2.3 C), sendo comuns mitoses acitocinéticas, seguidas de fusdes
nucleares (Fig. 2.4 C).

A CPP se divide periclinalmente formando a camada parietal secundaria externa
(CPSE) e a camada parietal secundaria interna (CPSI) (Fig. 2.3 D). Nesta fase as células
iniciais esporogénicas sao maiores e apresentam ndcleos bem proeminentes, além de comecar
a sofrer sucessivas mitoses formando o tecido esporogénico e dando forma aos esporangios
(Fig. 2.4 D). Em seguida, as células derivadas da CPSE e da CPSI ddo origem aos estratos
parietais, que logo apds a divisao se apresentam com formato retangular. A seguir as células

apresentam crescimento tangencial devido a menor frequéncia de divisdes anticlinais e ao
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crescimento do tecido esporogénico no centro de cada esporangio. As derivadas da CPSE
resultam no endotécio e na camada media externa, as derivadas da CPSI formam a camada
média interna e o tapete (Figs. 2.3 E e F). Com base nas caracteristicas de desenvolvimento
dos estratos parietais descritas, se considera que o padrdo de formacdo em D. racinae é do
tipo béasico (DAVIS, 1966).

Mesmo com a predominéncia do padrdo monocotileddneo entre as espécies de
Bromeliaceae (DAVIS, 1966; JOHRI; AMBEGAOKAR; SRIVASTAVA, 1992; SAJO et al.
2005) essa classificagdo ndo deve ser tomada como uma generalizacdo dentro da familia. Ja
que o padrdo béasico foi descrito para as espécies de Vriesea carinata Wawra (SARTORI,
2008) e Dyckia pseudococcinia (MENDES; COSTA; DE TONI, 2012) e também é observado
em Rapateaceae, familia basal proxima de Bromeliaceae (VENTURELLI; BOUMAN, 1988),
recomendam mais estudos que abranjam um numero maior de espécies. Mendes, Costa e De
Toni (2012) sugerem que o tipo basico encontrado em D. pseudococcinia seria uma reversdo a
um estado plesiomorfico, uma vez que espécies de Dyckia caracterizam-se como derivadas

em filogenias de Bromeliaceae.

Epiderme

A epiderme € uniestratificada (Fig. 2.6 A) durante todo o desenvolvimento da antera,
acompanhando o crescimento do esporangio através de divisdes anticlinais. As células
epidérmicas, durante o processo de diferenciacdo, se tornam papilosas (Fig. 2.6 B) e sua
parede periclinal externa se torna mais espessa, principalmente na regido central, através de
incremento de material péctico, celulésico e lipidico (Fig. 2.6 C-H). Estrias epicuticulares séo
observadas (Figs. 2.6 1 e J). O incremento de material, que acaba gerando a papilosidade,
inicia durante o crescimento radial das células do endotécio, estando totalmente finalizado
apos o depdsito dos espessamentos fibrosos do mesmo (Figs. 2.6 A e B).

As células estomiais (Figs. 2.7 A-C), localizadas entre os esporangios, no local onde
ird ocorrer a deiscéncia da antera, ndo apresentam crescimento celular apds a fase de tétrade,
ao contrario das demais celulas, principalmente as células adjacentes, que apresentam arranjo
e palicada (Figs. 2.7 B e C). As células estomiais no inicio de seu desenvolvimento se
apresentam vacuoladas (Fig. 2.7 A) e proximo & liberacdo do androfito ndo é possivel mais

visualizar vacuolos (Figs. 2.7 B e C).
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Endotécio

O endotécio em D. racinae se apresenta uniestratificado (Figs. 2.3 F e 2.4 B), como ja
descrito para outras espécies da familia Bromeliaceae (SAJO et al., 2005; SARTORI, 2008;
MENDES; COSTA,; DE TONI, 2012; SPAT, 2012). Sendo a familia considerada basal dentro
do grupo das Poales (LINDER; RUDALL, 2005) este resultado vai de encontro com o que foi
colocado por Bhandari (1984) em que a presenca de multiplas camadas no endotécio pode ser
considerada uma caracteristica plesiomorfica, ja que é comum em familias relativamente mais
primitivas, e existe uma tendéncia filogenética para a reducao desse tecido.

Durante o periodo de diferenciacdo das células-mae de andrésporo as células do
endotécio comecam a mostrar um aumento consideravel de seu volume celular, além de um
alongamento anticlinal. Apds a primeira meiose dos andrésporos, as células que fazem parte
do endotécio j& apresentam espessamento composto por celulose e polissacarideos (Figs. 2.7
D e E), os quais se lignificam (Figs. 2.6 B).

Sdo observados espessamentos em forma de “U”, dos quais ¢ comum se
desenvolverem ramificagOes na porgédo voltada para parede periclinal interna (Figs. 2.7 F-H).
O espessamento em forma de “U” foi verificado nas espécies Vriesea carinata (SARTORI,
2008), Tillandsia aeranthos (Loisel.) L.B.Sm. (SPAT, 2012) e Dyckia brevifolia Baker
(MANNING, 1996), ndo tendo sido descritas ramificacbes como no presente estudo. O
espessamento helicoidal foi encontrado em todas as espécies de Bromeliaceae analisadas por
Sajo et al. (2005), incluindo D. hebdingii, assim como em D. pseudococcinea (MENDES;
COSTA; DE TONI 2012).

Camada média

Observa-se a presenca de duas camadas médias com duas origens em D. racinae, uma
da CPSi e outra da CPSe. Suas células sdo alongadas anticlinalmente durante a diferenciagéo,
mostrando uma redugédo bastante drastica em sua espessura na fase de CMA (Fig. 2.5 B).

Durante o processo de maturacdo da antera a camada média se degenera, sendo
considerada efémera (BHANDARI, 1984; JOHRI; AMBEGAOKAR; SRIVASTAVA, 1992).

A reducéo nas células da camada média pode estar relacionada com uma economia de espaco



56

necessaria durante este estagio de desenvolvimento. Cabe salientar que com a diferenciacdo
dos estratos parietais as células do tapete aumentam seu volume assim como as células do
tecido esporogénico (Fig. 2.4 G e 2.5 B) e possivelmente pelo menos uma parte desse espaco

seria cedida pela degeneracdo da camada média.

Tapete

Durante o inicio da diferenciacdo do tapete, que acontece na fase de proliferagdo do
tecido esporogénico, suas células apresentam citoplasma denso, com pequenos vacuolos,
nucleo volumoso com nucléolo e heterocromatina conspicuos (Fig. 2.3 F). Com o crescimento
do esporangio as células do tapete sofrem divisbes em diversos planos dando ao tecido um
arranjo irregular, bem caracteristico, que pode se apresentar em algumas regiGes do
esporangio com até trés camadas (Fig. 2.4 B).

No inicio da meiose ja sdo observadas células tapetais binucleadas (Fig. 2.5 B). Fusdes
entre os nucleos também sdo identificadas, formando células tapetais com nucleos bem
volumosos, contendo dois ou mais nucléolos (Fig. 2.5 B). As células aumentam de tamanho e
se projetam em direcdo ao l6culo do esporangio (Figs. 2.5 B, E e H). Vacuolos evidentes,
armazenando polissacarideos também sdo encontrados (Figs. 2.5 B e E). Ainda durante a
préfase meidtica se observa aumento da densidade citoplasmatica, mobilizacdo dos acUcares
acima citados e vacuolacdo das células. A mobilizacdo dos aclcares € concomitante ao
aumento do espessamento das paredes cal6sicas observada nos meidcitos (Figs. 2.5 G-I). Nas
préximas etapas da meiose as células adquirem uma densidade citoplasmatica maior e 0
citoplasma se retrai (Fig. 2.7 J), provavelmente ja indicando a morte das células tapetais. Nao
foram observadas células do tapete entre 0os meidcitos e suas paredes celulares ainda podem
ser identificadas, mesmo na fase de tétrade onde estas ja se encontram em degradagéo (Fig.
2.7L).

Durante a liberacdo dos androsporos da calose, as células do tapete entram em
colapso, podendo durante tal fase e logo apds se perceber o rompimento da parede celular
(Figs. 2.7 L). Com a degeneragdo ocorre a liberag&o no fluido locular de material lipidico que
formara o pollenkitt (Fig 2.12 A). Células tapetais colapsadas sdo observados no fluido

locular, principalmente na periferia do l6culo (Fig. 2.7 L).Apds a primeira mitose do



57

androsporo apenas a membrana tapetal pode ser visualizada junto & camada média colapsada
(Fig. 2.7 M).

A degeneracdo das celulas do tapete pode ser resultante de uma morte celular
programada, que possivelmente se encontra relacionada com a importancia que 0s restos
celulares liberados no fluido locular, ttm para o desenvolvimento de andréfitos vidveis
(PAPINI; MOSTI; BRIGHIGNA, 1999). As caracteristicas que precedem a morte celular
programada sdo a reducdo geral da célula e do nucleo, a condensacdo da cromatina na
periferia da membrana nuclear, o aumento dos reticulos endoplasmaticos e a persisténcia das
mitocdndrias junto com os microtubulos até os ultimos estdgios de degeneracdo do tapete,
esta ultima relacionada a necessidade do fornecimento de energia e da manutengdo da forma
da célula por mais um tempo mesmo depois da parece celular ter sido rompida (PAPINI;
MOSTI; BRIGHIGNA, 1999). No contexto do processo reprodutivo, outro exemplo que pode
ser citado de morte celular programada € a degeneracgdo de trés células resultantes da meiose
no gametofito feminino, restando apenas o megasporo funcional e possivelmente nesse caso a
deposicdo assimétrica de calose na tétrade estaria relacionada a escolha de quais células irdo
degenerar (PAPINI et al., 2011).

O tapete é um tecido especializado no fornecimento de nutrientes essenciais ao
desenvolvimento dos andrésporos (BHANDARI, 1984; PACINI; FRANCHI; HESSE, 1985;
BATYGINA, 2002). Sua funcdo nutritiva provavelmente comeca apo6s a diferenciacdo dos
estratos parietais, sendo inicialmente mais sutil devido a presenca da parede celular nas
células arquesporias e, mais tarde, da calose nos meidcitos. A perda das paredes citadas
intensifica o fluxo de nutrientes (PACINI; FRANCHI; HESSE, 1985). Suas células exercem a
funcdo secretora (PACINI, 1997) estando envolvidas na sintese e liberacdo de materiais que
participam da deposicdo de tryphine e pollenkitt (BHANDARI, 1984), assim como a liberacdo
da enzima responsavel pela despolimerizacdo da parede de calose das tétrades (MEPHAM,;
LANE, 1969; STIEGLITZ, 1997). E usualmente multinucleado, sendo a variago no nimero
de nucleos dependente do estagio de desenvolvimento e do tipo de tapete (PACINI, 1997). No
estagio de CMA as células possuem apenas um nucleo (PACINI, 1997). Problemas no tapete
podem resultar em esterilidade polinica (BHANDARI, 1984).

Foi observado para D. racinae o tapete do tipo secretor, predominante entre as
Angiospermas (PACINI; FRANCHI; HESSE, 1985) inclusive nas Angiospermas basais
(FURNESS; RUDALL, 2001a), considerado 0 mais primitivo entre todos os tipos de tapete
(PACINI; FRANCHI; HESSE, 1985). Em Poales o tipo secretor é considerado o mais comum
(FURNESS; RUDALL, 2001), descrito também para Bromeliaceae por Johri (1992) e Davis
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(1966), embora Furness e Rudall (1998) tenham descrito como plasmodial. O tipo secretor
também foi observado em D. pseudococcinia (MENDES; COSTA; DE TONI 2012), onde a
degeneracdo das células tapetais foi descrita por iniciar durante a meiose.

No tapete do tipo secretor as celulas permanecem na posicéo original e degeneram
posteriormente (BATYGINA, 2002) e o loculo se mantém cheio de fluido responsavel pela
transmissdo dos nutrientes aos andréfitos (PACINI, 1997). Durante as fases iniciais de
desenvolvimento do tecido secretor, as células demonstram uma forte polarizacéo,
absorvendo nutrientes em um dos polos e liberando os produtos produzidos pelo polo secretor
(PACINI, 1997). Com relacdo a vantagem e desvantagem desse tipo de tapete, podemos citar,
respectivamente, que as anteras podem ser grandes e conter muitos andrésporos por léculo,
mas com isso tém que manter os loculos cheios de fluido para evitar a desidratacéo e permitir
a transferéncia de nutrientes a todos os andrdsporos, o que pode se tornar um problema em
ambientes aridos (PACINI; FRANCHI; HESSE, 1985). Mesmo assim, o tipo secretor € mais
comum em plantas que se desenvolvem em ambientes secos (PACINI; FRANCHI; HESSE,
1985), estando D. racinae localizada em um ambiente mais favoravel ao stress hidrico, logo

estaria corroborando com esta informacéo.

Réafides

Idioblastos cristaliferos, nos quais se diferenciam rafides, sdo encontrados no
conectivo, principalmente proximos aos feixes vasculares, na regido estomial e na camada
subdérmica conectival (Fig. 2.8 A-B). Comecam a se diferenciar durante a proliferacdo do
tecido esporogénico (Fig. 2.4 A e C) e aqueles que estdo localizados na regido do
estdbmioalcancam seu total desenvolvimento préximo ao periodo de deiscéncia da antera (Fig.
2.8 CF).

Na espécie Capsicum annum L. os idioblastos cristaliferos também sdo encontrados na
regido do conectivo e do estdbmio, e como em D. racinae também apresentam uma pequena
diferenca no desenvolvimento, sendo os da regido conectival os primeiros a acumular cristais
devido a sua proximidade com a regido vascular (HORNER; WAGNER, 1980).

Os cristais de oxalato de calcio resultariam do metabolismo (PRYCHID; RUDALL,

1999) celular e poderiam ser acumulados para servir como reservatério de calcio ou como
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defesa contra a herbivoria (PRYCHID; RUDALL, 1999; WEBB, 1999; RUDALL, 2007) ou
ainda envolvidos no processo de deiscéncia da antera (HORNER; WAGNER, 1980).

A presenca ou auséncia de cristais nas plantas pode servir como caracteres
taxonémicos importantes em alguns grupos de plantas (PRYCHID; RUDALL, 1999; WEBB,
1999). As réfides sdo o tipo de cristais mais comuns entre as monocotiledéneas (PRYCHID;
RUDALL, 1999) e sdo um dos caracteres utilizados por Gilmartin e Brown (1987) para

entender as relacdes filogenéticas entre os taxons incluindo as Bromeliaceae.

Androsporogénese e Androgametogénese

Com o estabelecimento dos quatro esporéangios e a diferenciacdo dos estratos parietais
(FIGS. 2.4 A, B, F e G), as divisdes mitoticas que vinham ocorrendo em ritmo acelerado no
tecido esporogénico diminuem sua frequéncia e as células aumentam de volume, assim como
sua densidade citoplasmatica e o tamanho de seus nucleos, além de pequenos vacuolos (Fig.
2.4 E). Nessa fase ndo foram encontrados grdos de amido nas CMA, embora sejam comuns no
endotécio e camada média.

Com o inicio do processo mei6tico as células do tecido esporogénico se diferenciam
em células-mée de andrésporo (CMA), alcangando seu tamanho maximo, ndo apresentam
mais vacuolos e o nlcleo ocupa uma grande parte do citoplasma (Fig. 2.5 C e F). O depdsito
de calose inicia pelos vértices das CMA e se expande ao redor de toda a célula (Fig. 2.5 I).
Canais citoplasmaticos interligam as CMA, sendo possivel, também, observar plasmodesmos
(Fig.2.51).

Durante a profase, se observa que 0s meidcitos iniciam separacdo da lamela média, o
que origina espacos intercelulares tipicos através de todo o tecido (Fig. 2.5 G e I). Acredita-se
que a funcionalidade do processo residiria na facilitagdo de distribuicdo de enzimas tapetais
que atuariam na dissolugédo dos diferentes carboidratos que ocorrem na parede das células mée
de andrésporos e a propria calose. Cabe salientar que o tecido meidtico é volumoso em D.
racinae, quando observado em secdo transversal, e se 0 mesmo se mantivesse compacto o
tempo de dissolucdo periférica e central poderia ser relativamente diferente. Além disso, a
sugestdo de separagdo ou desagregacdo da lamela média parece interessante para explicar que

a minima insercdo de enzimas para tornar o tecido frouxo poderia gerar dissolugdo assimétrica
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da calose. Espacos intercelulares similares sdo observados em D. pseudococcinea, através da
andlise das imagens publicadas em trabalho de Mendes, Costa e De Toni (2012).

Foi observada uma acentuada sincronia entre 0s meiocitos de um mesmo esporangio.
No final da meiose I, uma parede de calose separa as diades (Figs. 2.9 B e C), como resultado
de uma meiose do tipo sucessiva. A meiose do tipo sucessiva € descrita como predominante
para Bromeliaceae, sendo descrita para muitos géneros (LAKSHMANAN, 1967; HESS,
1991; FURNESS; RUDALL, 1999; SAJO et al., 2005; SARTORI, 2008; SPAT, 2012) assim
como para D. pseudococcinea (MENDES; COSTA; DE TONI, 2012). Ap6s a meiose Il
ocorre a citocinese formando tétrades isodiamétricas ou decussadas (Figs. 2.9 D-G). A
primexina comeca a se formar um pouco antes da dissolucéo total da calose (Fig. 2.9 D).

Com a liberacdo dos androsporos no fluido locular, apds a dissolucdo da calose,
mudancas importantes para o desenvolvimento deste se iniciam. Um periodo de répida e
consideravel expansdo de seu volume é observado, a0 mesmo tempo em que ocorre 0
espessamento da esporoderme através da deposicdo da exina e intina (Fig. 2.9 H). Varios
vacuolos com formato irregular comecam a se desenvolver (Fig. 2.9 H), formando mais tarde
dois vacuolos maiores responsaveis pelo deslocamento do ndcleo para a regido polar, ou polo
generativo (Fig.2.9 J), o que foi observado como mais comum durante o desenvolvimento.
Pequenos gréos de amido sdo visualizados nesta fase dispersos pelo citoplasma (Fig. 2.9 1),
marcando o inicio da amilogénese.

Posterior a todas estas transformacfes, acontece a primeira divisdo mitética,
assimétrica, originando a célula vegetativa e a célula generativa (Fig. 2.9 L e M). Ndo ha
sincronia entre as mitoses em um mesmo esporangio, podendo se observar em um mesmo
corte diversas fases mitdticas, dessincronia que continua sendo observada nos estagios que
seguem. Durante a citocinese a célula generativa adquire formato lenticular e usualmente se
localizada no polo generativo oposto a abertura, comprimida contra a esporoderme (Fig. 2.10
A). A célula vegetativa acaba ficando com a maior parte do citoplasma, seu nicleo
inicialmente apresenta uma forma irregular com nucléolo proeminente, mas com a retomada
de sua posicéo central o nucleo adquire formato esférico (Fig. 2.10 A). A parede que separa as
células possui constituicdo péctica e celuldsica, a qual se mostra continua a intina em
formacéo (Figs. 2.9 N e 2.11 D).

Nos estagios subsequentes do desenvolvimento, a célula generativa comega a ser
englobada pela vegetativa (Fig. 2.10 C), os grandes vacuolos que polarizaram anteriormente o
androsporo, gradualmente reduzem em tamanho e acabam desaparecendo (Fig. 2.10 C). A

célula generativa, quando totalmente englobada, se torna esférica e segue para a regido central
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do androfito (Fig. 2.10 D e E) onde adquire formato fusiforme (Fig. 2.10 F), o nicleo da
célula vegetativa também sofre alteracbes em sua forma (Fig. 2.10 E e F). Essas alteracoes
caracterizam a formacdo da unidade germinativa masculina (Fig. 2.10 H).

Em D. racinae os andrdfitos sdo apresentados como bicelulares quando liberados das
anteras (Fig. 2.10 1), com uma abertura (Fig. 2.14 D e E), apresentando uma esporoderme
constituida por exina, mais externa e resistente, e intina mais interna (Fig. 2.11 E e C, 2.14 D-
F), como descrito para a familia em outros trabalhos (JOHRI; AMBEGAOKAR;
SRIVASTAVA, 1992; DAVIS, 1966; LAKSHMANAN, 1967; CONCEICAOQ, 2005).

A presenca de grdos de amido dispersos no citoplasma da célula vegetativa no
momento em que atinge a seu apice (Fig. 2.10 G) é marcada por uma progressiva assimilacéo
dessas reservas durante as fases seguintes, resultando em androfitos maduros sem amido no
momento da dispersdo. Este amido poderia estar sendo hidrolisado para a forma de
polissacarideos armazenados no citoplasma, o que explicaria a reacdo positiva encontrada no
teste de PAS dos androfitos durante o processo de maturacao (Figs. 2.11 B e C). No andréfito
maduro ainda € possivel identificar estes polissacarideos mesmo que em uma gquantidade bem
reduzida. Baker e Baker (1979) também observaram que o andréfito em Bromeliaceae é
disperso sem amido, sendo classificado como do tipo starchless, rico em agucares e 6leos.

Lipidios polares e apolares foram identificados no citoplasma dos andréfitos maduros,
através de testes histoquimicos (Figs. 2.11 A, 2.13 B e C). A maior intensidade de
fluorescéncia especifica foi observada para os lipidios polares (Fig. 2.13 C), sugerindo haver
uma secrecdo em maior quantidade do que a dos lipidios apolares (Fig. 2.13 B).

Os androfitos do tipo starchless tendem a ter um tamanho reduzido, produzidos em
grandes quantidades e ricos em lipidios, servindo como parte da recompensa recebida por
abelhas e moscas (BAKER; BAKER, 1979). As abelhas possivelmente utilizariam esses 6leos
no desenvolvimento das larvas, na construcdo de ninhos e até mesmo para a nutricdo dos
adultos (BUCHMAN, 1987). Krieck (2008) ao investigar os visitantes florais na espécie de
D.racinae coletava néctar e pdlen das flores visitadas, sendo que os demais visitantes em sua
maioria procuravam apenas pelo néctar. A constatagdo da presenca de lipidios no androfito
maduro de D. racinae, tanto no citoplasma quando aderidos na exina como pollenkitt, poderia
ter como uma de suas possiveis fungdes atrair um numero maior e mais diversificado de
visitantes florais, e consequentemente polinizadores. Sendo a especie D. racinae classificada
com tendo um sistema de autoincompatibilidade, formando sementes viaveis apenas através
da polinizacéo cruzada (KRIECK, 2008), sugerindo-se assim a importancia da manutencgdo de

um variado numero de polinizadores.
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A presenca no andréfito maduro de compostos altamente energéticos, sugere que estes
possam ter um papel importante nas estratégias de polinizacdo de D. racinae, contribuindo
assim para o sucesso do processo de fecundacéo.

A exina em D. racinae possui como constituintes proteinas e lipidios (Tabela 1)
(Figs.2.11 E e F, 2.13 A). A participacdo de enzimas na sintese de esporopolenina foi
discutida por Santos (2000) em llex paraguariensis A.St.-Hil. (Aquifoliaceae), no entanto,
essa participacdo nao seria estrutural, j& que ndo se observa nitrogénio entre os elementos
formadores da mesma (KAWASE; TAKAHASHI, 1995). Assim, as proteinas encontradas,
nesse estudo, ndo participariam da estrutura da exina, mas associadas a esta, sugerindo uma
origem esporofitica, que a literatura comprova como sendo resultado da degradacao tapetal.
As proteinas e os lipidios encontrados entre as ondulac@es da exina (Fig. 2.14 C) podem estar
relacionados as mais variadas funcdes, como a adesdo do pdlen a polinizadores, manutencéao
da hidratacdo durante sua dispersdo, protegendo o gréo de polen dos efeitos da radiacdo solar
e do ataque de possiveis patogenos. Além de participar dos processos de reconhecimento do
grdo de polen ao estigma receptivo, interferindo diretamente nos processos de germinagédo
(PACINI; FRANCHI, 1993; PIFFANELLI; ROSS; MURPHY, 1998; EDLUND;
SWANSON; PREUSS, 2004).

Foi possivel identificar que o pollenkitt estd presente em forma de goticulas lipidicas
aderidas a superficie externa do gréo de pdlen e entre as ondula¢Bes da exina (Figs. 2.11 G,
2.12 A - B). O pollenkitt se forma no final da degeneracédo do tapete (PACINI, 1997) ele pode
ser produzido independentemente do tipo de tapete, plasmodial ou secretor (PACINI; HESSE,
2005), sendo depositado em volta da exina de maneira homogénea ou ndo (PACINI; HESSE,
2005). Ele comeca a desempenhar sua fungao assim que a antera se abre e continua durante a
dispersdo do polen e racinae identificou entre eles a presenca de trés espécies de abelha
colocando que esta possivelmente cessa quando o pdlen se reidrata no estigma (PACINI;
HESSE, 2005). Constituido principalmente de lipidios e carotenoides, como descrito para
especie de Lilium L. (Liliaceae) por Heslop-Harrison (1968). Pode estar envolvido em
diversas funcbes relacionadas & polinizacdo e a germinacdo do podlen (EDLUND;
SWANSON; PRESS, 2004; PACINI; HESSE, 2005).

Foram identificados como constituintes da intina (Tabela 1) polissacarideos, acidos
pécticos e celulose (Fig. 2.11 C e D, 2.12 B e C). Na regido da abertura a intina apresenta
duas camadas em funcdo da reagdo ao teste de PAS (Fig. 2.11 C). Apos a primeira mitose do
polen a exintina se deposita na regido equatorial e polar ventral. A endintina é celuldsica e

apresenta reacdo positiva ao teste para proteinas (Figs. 2.11 F). Tal estrato possui uma
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espessura homogénea. A intina é estruturalmente mais simples do que a exina e é composta
principalmente de polissacarideos (pectinas, hemiceluloses e celuloses) (RUDALL, 2007). A
intina comeca a ser depositada durante a maturacdo do andrdésporo ja liberado da calose.
Antes da primeira mitose na regido da abertura ja é observada a porcéo externa da intina com
grande espessura, sendo mais delgada nas margens da abertura. Tal porcdo da intina é
polissacaridica e péctica. As aberturas representam regifes especializadas em que a exina €

reduzida ou ausente e a intina espessada (RUDALL, 2007).



Tabela 1. Testes histoquimicos empregados para a identificagdo dos compostos constituintes da esporoderme (intina e exina) dos
grdos pélen de Dyckia racinae.

Estratos da esporoderme

Corante ou reagente Especificidade

Intina Exina

PAS Polissacarideos totais + _

Alcian Blue Acidos Pécticos + B

Coomassie Blue Proteinas totais _ +

Sudan I Lipidios _ +

Sudan Black B Lipidios (incluindo fosfolipidios) _ +

Vermelho de Ruténio Acidos Polissacarideos e Acidos Pécticos + _

Auramina Lipidios _ +

Calcofluor White Celulose +
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Figura 2.2, A-l. Formacédo dos esporangios em Dyckia racinae. Se¢des transversaisem MLem A, B, C, D, F, H
e |. Secdes longitudinais em ML em E e G. A. Primérdio estaminal com formato elipsoide, a seta aponta para o0s
vacuUolos. B. Primdrdio estaminal com formato trapezoidal, tecido pré-vascular (estrela). C. Antera adquirindo
formato bilobado, tecido prd-vascular (estrela). D. Divisdo periclinal na camada subdérmica. . E. Células do
tecido prd-vascular. F. Antera bilobada. G. Secdo longitudinal, mostrando a curvatura do primoérdio e células
vacuoladas da regido dorsal. H Antera bilobada, seta apontando para as células vacuoladas na regido dorsal,
tecido pro-vascular (estrela). |. Detalhe do esporangio mostrando a célula precursora do tapete interno (*),
Camada esporogénica (seta) e camada parietal priméria (estrela). Barra = 20um em A, B, C, D, E, F, H ¢
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Figura 2.3, Formag&o dos estratos parietais em Dyckia racinae. SecGes transversais em ML em A-F. A. Antera
bilobada durante a formacdo do esporangio. B. Detalhe do esporangio mostrando célula da camada parietal
primaria (estrela), camada esporogénica (seta) e tapete interno (*). C. Antera tetralobada durante a formacéo dos
estratos parietais, idioblasto no inicio de sua diferenciagdo (*). D. Detalhe do esporangio mostrando a divisao da
camada parietal priméaria em camada parietal secundaria (CPSE) interna e externa (CPSI), tecido esporogénico
(TE) e Tapete interno (TI). E. Antera durante a formagéo dos estratos parietais. F. Detalhe do esporangio logo
apos a divisdo da CPSE e CPSI formando os estratos parietais. Abreviaturas: Ed, endotécio; cm, camada média;

t, tapete. Barra=20umem A, B, D e F =40pum em C e E.
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Figura 2.4, Diferenciacdo dos estratos parietais em Dyckia racinae. Sec¢Bes transversais em ML em A-G. A.
Antera tetralobada. B. Detalhe do esporangio mostrando a diferenciacdo dos estratos parietais. C. Idioblasto da
regido conectival, detalhe da célula poliploide. D. Detalhe mostrando o tecido esporogénico durante sua
proliferacdo E. Detalhe da célula mao de androsporo em interfase, vactolo (seta). F. Aspecto geral da antera. G.
Detalhe do esporangio. Abreviaturas: Ed, endotécio; cm, camada média; t, tapete; te, tecido esporogénico. Barra
=20pumemB,C,D,Ee G=100umem A e F.
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Figura 2.5, Mobilizacdo dos agucares acumulados no vacutolo do tapete durante o inicio da deposi¢do da calose
em Dyckia racinae. Secfes transversais em ML em A-l. A. Aspecto geral da antera. B. Detalhe do esporangio
mostrando a diferenciacdo dos estratos parietais, vactolos armazenando polissacarideos insolUveis (estrela),
célula tapetal binucleada (seta). C. Célula mae de andrésporo no inicio da préfase. D. Aspecto geral da antera
corada com azul de Astra, fucsina e PAS. E. Detalhe do esporangio mostrando vactolos PAS positivos (seta). F.
Célula méae de andrdsporo com citoplasma PAS positivo (seta). G. Aspecto geral da antera. H. Detalhe do
esporangio mostrando vacuolos sem os polissacarideos (estrela). 1. Célula mée em profase, plasmodesmos sdo
mostrados pela seta e a deposi¢do de calose. Barra=20pmem B, C, He I = 50um E e F=100um em D ¢ G =200

pmem A.
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Figura 2.6, Estrutura da epiderme em Dyckia racinae. SecOes transversais em ML em AH. Eletromicrografias
em MEV em | e J. A. Estrato parietal antes do espessamento, no inicio do incremento de material que gera a
papilosidade. B. Epiderme papilosa. C. Parede periclinal externa da epiderme com acumulo de celulose
(Calcofluor). D. Parede periclinal externa da epiderme com acimulo de &cidos pécticos (Alcian Blue). E. Parede
periclinal externa da epiderme com acumulo de lipidios (Sudan Black B) F. Parede periclinal externa da
epiderme com acimulo de lipidios (Sudan I11). G. Parede periclinal externa da epiderme com actmulo de &cidos
polissacarideos e acidos pécticos (Vermelho de ruténio). H. Parede periclinal externa da epiderme com acimulo
de polissacarideos insoluveis (PAS). |. Estrias epicuticulares. J. Estrias epicuticulares. Barra= 10 pm em [ e J=

20umem A, B, D, E, F, Ge H=50um em C.
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Figura 2.7, Estrutura do estdmio, endotécio e tapete em Dyckia racinae. Se¢des transversais em ML em A, B,
C,E, I, J, L e M. Sec¢do transversal em Fluorescéncia em D. Dissociacdo em acido latico, MO com luz polarizada
emF, G e H. A. Regido estomial no inicio de seu desenvolvimento. B. Regido estomial préximo da deiscéncia da
antera. C. Detalhe mostrando as células estomiais. D. Endotécio celul6sico (Calcofluor). E. Endotécio com
polissacarideos insoltveis (PAS) F. Ramificagdes no espessamento do endotécio (seta). G. Espessamento do
endotécio em forma de “U” isolado. H. Espessamento do endotécio. I. Tapete no estagio de célula mde em
préfase, detalhe da divisdo (seta). J. Tapete em estagio de tétrade, inicio da degeneragdo, seta aponta para o
material secretado. L. Tapete apds a liberacdo dos andrdsporos, parede celular ja rompida (seta). M. restos de
células tapetais durante o estagio de maturagdo dos androéfitos. Barra=20um em A, B, C, I, E, J, L e M = 50pm

emD,E,F,GeH.
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Figura 2.8, Réfides da regido do conectivo e do septo em Dyckia racinae. Sec¢Ges transversais em ML em A, B,
D e F. Eletromicrografias em MEV em E. Dissocia¢do em &cido latico, ML com luz polarizada em C. A. Réafides
da regido dorsal do conectivo. B. Inicio de acimulo de cristais na regido do septo. C. Rafides. D. Regido do
septo no estagio de andréfito maduro. E. Réfides. F. Detalhe das rafides da regido do septo. Barra = 10um em E=

20pm em A, B e F=50pm em C = 100pum em D.
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Figura 2.9, Meiose, dissolugdo da calose e primeira divisdo mitotica em Dyckia racinae. ML em A, B, D, F, H,
I,J, L, M e N. Fluorescéncia em C, E e G. A. Meidcito . B. Diade. C. Detalhe mostrando a presenca de calose
(seta) separando as diades. D. Tétrade isodiamétrica, primexina depositada (seta) E. Calose em tétrade
isométrica. F. Tétrade decussada. G. Calose em tétrade decussada. H. Andrdfito unicelular, inicio da vacuolagéo
(seta). I. Presengca de amido (seta) (Lugol). J. VacUolos responsaveis pela polarizacdo do nicleo (setas)
(calcofluor). L. Anéafase mit6tica. M. Célula generativa (*) e célula vegetativa (seta). N. Presenca de celulose

separando a célula generativa da vegetativa (seta). Barra= 10 um de A-N.
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Figura 2.10, Processo de maturacdo do andréfito em Dyckia racinae. ML em A-l. A. Nucleo da célula
vegetativa seguindo para a posi¢do central. B. Célula generativa comega a ser englobada pela vegetativa. C.
Célula generativa sendo englobada pela vegetativa. D. Célula generativa ap0s ser englobada totalmente. E.
Célula generativa com formato esférico se aproximando do nlcleo da célula vegetativa. F. Célula generativa com
formato fusiforme. G. Grdos de amido acumulados no citoplasma da célula generativa (Lugol). H. Unidade
generativa masculina formada. I. Andréfito maduro. *: Célula generativa; seta: célula vegetativa. Barra= 10 um
de A-l.
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Figura 2.11, Testes histoquimicos em andréfito maduro. ML em A-G. A. Sudan Red 7B, detec¢do dos lipidios
totais no citoplasma do andrdfito (seta). B. PAS, polissacarideos presentes no citoplasma (seta) durante o
processo de maturacdo do andrdfito. C. PAS, porcao polissacaridica da intina, seta apontando para regido de
abertura. D. Vermelho de Ruténio, acidos polissacarideos e acidos pécticos presentes na intina principalmente na
regido de abertura (seta). E. Sudan Black B, lipidios na exina (seta). F. Coomassie Blue, compostos proteicos
encontrados na exina (seta). G. Sudan 111, substancias lipidicas (pollenkitt) aderidas a exina (seta). Barra= 10 um

em B-G, =20 uym em A.
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Figura 2.12, Composic¢do quimica da esporoderme em andréfito maduro. Corte em micr6tomo de congelamento
em A-C. Fluorescéncia em C. A. Androfito maduro, com intina péctica, espessada na regido de abertura (*) e
pollenkitt (seta). B. Alcian Blue, mostrando a presenca de acidos pécticos da intina, regido de abertura (*) e
pollenkitt (seta). C. Calcofluor, mostrando a presenca de celulose na constituicdo da intina, regido de abertura
(*). Barra=20pumem A, B e C.
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Figura 2.13, Composi¢do quimica da esporoderme em andréfito maduro. Corte em micr6tomo de congelamento
em A-C. Fluorescéncia em A-C. A. Auramina, mostrando a porcao lipidica da exina (seta). B. Nile red, lipidios

polares no citoplasma (seta). C. Nile red, lipidios apolares no citoplasma (seta). Barra= 20pm em A, B e C.
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Figura 2.14, Morfologia da antera e do andrdfito maduro em Dyckia racinae. Eletromicrografias em MEV em
A-F. A. Face ventral do estame. B. Face dorsal do estame. C. Detalhe da exina. D. Vista lateral do andréfito. E.

Face dorsal do androfito mostrando a abertura (seta). F. Face ventral do andro6fito. Barra= 1 mm em A = 500 pm

B=5umemD,EeF=1pumemC.



>

=

-
3

(A SN
A

L

90



91

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BAKER HG, BAKER I. Starch in Angiosperm pollen grains and its evolutionary
significance. American Journal of Botany 66: 591-600, 1979.

BATYGINA, T. B. Embryology of flowering plants-Terminology and concepts.-
Generative organs of flower. v.1, Oxford & IBH Publishing Co. Pvt. Ltd ed. New Dheli,
2002.

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

BHANDARI, N.N. The microsporangium. In: JOHRI, B.M. (Ed.). Embryology of
angiosperms. Berlin - Heidelberg: Springer-Verlag, p. 53-121, 1984.

BITTENCOURT, N. S. Jr. Ontogenia da antera e do rudimento seminal de Tabebuia
pulcherrima Sandwith (Bignoniaceae). 1995, 106 f. Dissertacdo (Mestrado em Boténica),
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 1995.

BITTENCOURT, N. S. Jr.; MARIATH, E. A. Ontogenia dos estratos parietais da antera de
Tabebuia pulcherrima Sandw. (Bignoneaceae). Acta Botanica Brasilica, v.11, p. 9-30, 1997.

BOKE, N. H. Development of stamens and carpels in Vinca rosea L. American Journal of
Botany, v. 36, p. 535-549, 1949.

BRUNDRETT, M.C.; KENDRICK, B; PETERSON, C. A. Efficient lipid staining in plant
material with sudan red 7B or fluorol yellow 088 in polyethylene glycol glycerol. Biotech
Histochem, v. 66, p.111-116, 1991.

BUCHMANN, S. L. The Ecology of Oil Flowers and their Bees. Annual Review of Ecology
and Systematics, v. 18, p. 343-369, 1987.

CONCEICAO, S. P. Ontogenia das anteras de Dyckia pseudococcinea L. B. Smith
(Bromeliaceae). Monografia de concluséo de curso. Universidade Santa Ursula, Rio de
Janeiro, RJ, 2005.

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



92

DIAZ, G.; MELIS, M.; BATETTA, B.; ANGIUS, F.; FALCHI, A. M. Hydrophobic
characterization of intracellular lipids in situ by Nile Red red/yellow emission ratio. Micron,
v. 39, p. 819-824, 2008.

EDLUND, A. F.; SWANSON, R.; PREUSS, D. Pollen and Stigma Structure and Function:
The Role of Diversity in Pollination. The Plant Cell, v. 16, p. 84-97, Supplement, 2004.

ENDRESS, P. K. Links between embryology and evolutionary floral morphology. Current
Science, Bangalore, v. 89, p. 749-754, 2005.

FEDER, N.; O’BRIEN, T.P. Plant microtechinique. Some principles and new methods.
American Journal of Botany, v. 55, p. 123-142, 1968.

FREUDENSTEIN, J. V.; HARRIS, E. M.; RASMUSSEN, F. N. The evolution of anther
morphology in orchids: incumbent anthers, superposed pollinia, and the vandoid complex.
American Journal of Botany, v. 89(11), p. 1747-1755, 2002.

FURNESS, C. A.; RUDALL, P. J. The tapetum and systematics in monocotyledons.
Botanical Review, v.64(3), p. 201-239, 1998.

FURNESS C. A.; RUDALL, P. J. Microsporogenesis in Monocotyledons. Annals of Botany,
v. 84, p. 475-499, 1999.

FURNESS, C. A.; RUDALL, P. J. The tapetum in basal angiosperms: early diversity.
International Journal of Plant Sciences, v. 162(2), p. 375-392, 2001a.

FURNESS, C. A.; RUDALL, P. J. Pollen and anther characters in monocots systematic.
Grana, v. 40(1-2), p. 17-25, 2001.

GABRIEL, B.L. Biological Electron Microscopy. Van Nostrand Reinhold Company: New
York, 1982.

GREENSPAN, P.; MAYER, E. P.; FOWLER, S. D. Nile Red: a selective fluorescent stain for
intracellular lipids droplets. Journal of Cell Biology, v. 100, p. 965-973, 1985.

GERRITS, P. O.; SMID, L. A new less toxic polymerization system for the embedding of soft
tissue in glycol methacrylate and subsequent preparing of serial sections. Journal of
Microscopy, v. 132, p. 81-85, 1983.



93

GERSTERBERGER, P.; LEINS, P. Rasterelekytronenmikroskopische Untersuchungen an
Blutenknospen von Physalis philafelphica (Solanaceae) Anwendung einer neuen
Préparationsmethode. Berichte Der Deutschen Botanischen Gesellschaft, v. 91, p.381-387,
1978.

GILMARTIN, A. J.; BROWN, G. K. Bromeliales, Related Monocots, and Resolution of
Relationships among Bromeliaceae Subfamilies. Systematic Botany. v. 12, (4), p. 493-500,
1987.

GUPTA, S. C. & NANDA, K. Studies in the Bignoniaceae. I. ontogeny of dimorphic anther
tapetum in Pyrostegia. American Journal of Botany, v. 65 (4), p. 395-399, 1978.

HESLOP-HARRISON, J. Tapetal origin of pollen-coat substances in Lilium. New
Phytologist. v. 67, p. 779-786, 1968.

HESLOP-HARRISON, J.; HESLOP-HARRISON, Y.; KNOX, R. B.; HOWLETT, B. Pollen-
wall Proteins: 'gametophytic' and 'sporophytic' Fractions in the Pollen Walls of the
Malvaceae. Annals of Botany, v. 37, p. 403-12, 1973.

HESS, M. W. Ultrastructure of organelles during microsporogenesis in Tillandsia
pallidoflavens (Bromeliaceae). Plant Systematics and Evolution, v. 176 (1-2), p. 63-74,
1991.

HORNER, H. T.; WAGNER, B. L. The association of druse crystals with the developing
stomium of Capsicum annuum (Solanaceae) anthers. American Journal of Botany, v. 67, p.
1347-1360, 1980.

HUGHES, J.; MCCULLY, M. The use of an optical brightener in the study of plant structure.
Stain Technology, v 50(5), p. 319-329, 1975.

IUCN. The IUCN Red list of threatened Species. Disponivel em
<http://www.iucnredlist.org> Version 2011.1. Acessado em: 17 fev. 2013.

JENSEN, W.A. Botanical histochemistry: principles and practice. Sdo Francisco, W.H.
Freeman, 1962.

JOHANSEN, D.A. Plant microtechnique. New York, MacGraw-Hill, 1940.



94

JOHRI, B.M., AMBEGAOKAR, K.B., SRIVASTAVA, P.S. Comparative Embryology of
Angiosperms. Springer, Berlin, 1992.

KAWASE, M.; TAKAHASHI, M. Chemical composition of sporopollenin in Magnolia
grandiflora (Magnoliaceae) and Hibiscus syriacus (Malvaceae). Grana, v. 34, p. 242-245,
1995

KRAUS, J.E.; SOUZA, H.C.; REZENDE, M.H.; CASTRO, N.M.; VECCHI, C.; LUQUE, R.
Astra blue and basic fuchsin Double staining for plant material. Biotechnic Histochemistry,
V. 73, p. 235-243, 1998.

KRIECK, C. Ecologia Reprodutiva de Dyckia encholirioides var. encholirioides (Gaud)
Mez. (Bromeliaceae) em Costdes Oceanicos em Floriandpolis, Santa Catarina. 2008, 67 f.
Dissertacdo (Mestre em Ciéncias), Universidade Federal de Santa Catarina, Floriandpolis,
2008.

LAKSHMAN, K.K., Embryological studies in Bromeliaceae. I. Lindmania penduliflora (Ch
Wright) Stapf. Proceedings of the Indian Academy of Sciences - Section B, v. 65, p. 49-55,
1967.

LILLIE, R.D. Histopathologic technique and practical histochemistry. McGraw-Hill, New
York, 1965.

LINDER, H. P.; RUDALL, P. J. Evolutionary history of Poales. Annual Review of Ecology,
Evolution and Systematics, v. 36, p. 107-124, 2005.

LUTHER H. E. An alphabetical list of Bromeliad binomials. Florida: The Bromeliad Society
International. Sarasota, 2008.

MANNING, J. C. Diversity of endothecial patterns in the angiosperms. p.136-158. In The
anther: form, function and phylogeny. W. G. D’Arcy & R. C. Keating. (ed.), Cambridge
University Press, Cambridge, 1996.

MARTIN, F.W. Staining and observating pollen tubes in the style by means of fluorescence.
Stain Techonolgy, v. 34, p. 125-128, 1959.

MARTINELLI, G. Manejo de populagfes e comunidades vegetais: um estudo de caso na
conservacao de Bromeliaceae. Biologia da Conservacao, Esséncias. 1 ed. Sdo Carlos: Rima,
v. 1, p. 479-503, 2006.



95

MARTINELLI, G.; VIEIRA, C. M.; GONZALEZ, M.; LEITMAN, P.; PIRATININGA, A.;
COSTA, A. F.; FORZZA, R. C. Bromeliaceae da Mata Atlantica Brasileira: lista de espécies,
distribuicéo e conservacdo. Rodriguésia. v. 59 (1), p. 209-258, 2008.

MCDOWELL, E. M.; TRUMP, B. R. Histological fixatives for diagnostic light and eletron
microscopy. Archives of Pathology & Laboratory Medicine, v. 1000, p. 405-414, 1976.

MENDES, S. P., COSTA, C. G., DE TONI, K. L.G. De. Androecium development in the
bromeliad Dyckia pseudococcinea L.B.Sm. (Pitcairnioideae-Bromeliaceae), an endangered
species endemic to Brazil: implications for conservation. Flora, v. 207 (2012), p.622— 627,
2012.

MEPHAM, R. H.; LANE, G. R., Formation of the tapetal periplasmodium in Tradescantia
bracteata. Protoplasma, v. 68, p. 175-192, 1969.

MMA — Ministério do Meio Ambiente, Lista Oficial das Espécies da Flora Brasileira
Ameacadas de Extincao, 2008. Disponivel em <http://www.mma.gov.br>. Acessado em 23
fev. 20013.

MOCO, M.C.C. Desenvolvimento floral em Adesmia latifolia (spreng.) Vog.
(leguminosae-papilionoideae); 2002, 131 f. Tese (Doutorado em Boténica), Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2002

NANDA, K.; GUPTA S. C. Studies in the Bignoniaceae. Il. Ontogeny of Dimorphic Anther
Tapetum in Tecoma. American Journal of Botany, v. 65 (4), p. 400-405, 1978.

NEPI, M.; FRANCHI, G.G. Cytochemistry of mature angiosperm pollen. Plant Systematic
and Evolution, v. 222, p. 45-62, 2000.

OLIVEIRA, J. M. S.; MARIATH, J. E. A; BUENO, D. M. Desenvolvimento floral e
estaminal no clone CP76 de Anacardium occidentale L.: cajueiro-ando precoce
(Anacardiaceae). Revista brasileira de Botanica, v. 24 (4), p. 377-388, 2001.

OLIVEIRA, J. M. S. Androsporogénese e androgametogénese em Spondias mombin L.
(cajazeira-Anacardiaceae). 2001, 125 f. Dissertacdo (Mestrado em Boténica), Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, 2001.

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



96

PACINI, E. Tapetum character states: analytical keys for tapetum types and activities.
Canadian. Journal of Botany, v.75(9), p. 1448-1459, 1997.

PACINI, E.; FRANCHI, G. G.; HESSE, M. The tapetum: its form, function, and possible
phylogeny in Embryophyta. Plant. Systematic and Evolution, v.149(3-4), p. 155-185, 1985.

PACINI, E.; FRANCHI, G.G. Role of the tapetum in pollen and spore dispersal. In: HESSE,
M.; PACINE, E.; WILLEMSE, M. Tapetum: cytology, function, biochemistry and evolution.
Plant Systematics and Evolution, v.7, p. 1-11, 1993.

PACINI, E.; HESSE, M. Pollenkitt — its composition, forms and functions. Flora, v. 200, p.
399-415, 2005.

PAPINI, A; MOSTI, S.; BRIGHIGNA, L. Programmed-cell death events during tapetum
development of angiosperms. Protoplasma, v. 207, p. 213-221, 1999.

PAPINI A, MOSTI S, MILOCANI E, TANI G, DI FALCO P, BRIGHIGNA L.
Megasporogenesis and programmed cell death in Tillandsia (Bromeliaceae). Protoplasma, v.
248 (4), p. 651-662, 2011.

PIFFANELLI, P.; ROSS, J.; MURPHY, D. Biogenesis and function of the lipidic structures
of pollen grains. Sexual Plant Reproduction, v. 11, p. 65-80, 1998.

POZNER, R. Approach to the early sporangial development in angiosperms considering
meiosis control and cellular differentiation. Plant Systematic and Evolution. v. 230, p. 25—
42, 2001.

PRYCHID, C.J.; RUDALL, P.J. Calcium oxalate crystals in Monocotyledons: a review of
their structure and systematic. Annalls of Botany, v. 6, p. 725-739, 1999.

RUDALL, P. Anatomy of Flowering Plants — An Introduction to Structure and
Development. 32 ed. Cambridge: Cambridge University Press, 2007.

SAJO, M. G.; FURNESS, C. A.; PRYCHID, C. J.; RUDALL, P. J. Microsporogenesis and
anther development in Bromeliaceae. Grana, v. 44, p. 65-74, 2005.

SANTOS, R. P. Ontogenia da esporoderme em llex paraguariensis A. St. Hil.
(Aquifoliaceae). Tese, 160 p. UFRGS, Porto Alegre, 2000. 22 ed. lowa: State College Press,
228 p., 1951.



97

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

SASS, J.E. Botanical microtechnique. 22 ed. lowa: State College Press, 228 p, 1951.

SPAT, C. Caracterizacédo estrutural da embriologia em Tillandsia aeranthos (Lois.) L.
B.Sm (Tillandsioideae-Bromeliacaea). Dissertacdo (Mestrado em Agrobiologia),
Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria, RS, 2012.

STIEGLITZ, H., Role of B-1,3-Glucanase in Postmeiotic Microspore Release.
Developmental Biology, v. 57, p. 87-97, 1977.

VENTURELLI, M.; BOUMAN, F. Development of ovule and seed in Rapateaceae.
Botanical Journal of the Linnean Society. v. 97, p. 267-294, 1988.

VIJAYARAGHAVAN, M. R.; RATNAPARKHI, S. Dual otigin and dimorphism of the
anther tapetum in Alectra thomsoni Hook. Annals of Botany v. 37, p. 355-359, 1973.

WEBB, M. A. Cell-Mediated Crystallization of Calcium Oxalate in Plants. The Plant Cell, v.
11, p. 751-761, 1999.



CAPITULO IV

98

DIMORFISMO POLINICO EM Dyckia racinae
L.B.Sm.(BROMELIACEAE)



99

INTRODUCAO

Dyckia com 130 espécies (LUTHER, 2008), pertence a subfamilia Pitcairnioideae
(Bromeliaceae), sendo considerada um género monofilético (GIVNISH et al., 20011), estudos
filogenéticos tem sugerido uma recente radiacdo do género (KRAPP; WEISING, 2011), tal
hipdtese poderia explicar o grande nimero de espécies indeterminadas ou com identificacdes
imprecisas (MARTINELLI et al., 2008), geradas pela grande dificuldade na determinacdo das
mesmas, resultante da falta de caracteres consistentes e taxonomicamente Uteis (LEME;
RIBEIRO; MIRANDA, 2012). Informac6es mais especificas sobre a estrutura de esporangios
e gametofitos e das etapas pelas quais passam durante seu desenvolvimento, contribuirdo para
a melhor caracterizacdo de processos reprodutivos.

O desenvolvimento embrioldgico nas anteras estd caracterizado com a
androsporogénese como momento inicial, onde estdo contempladas diferentes etapas, desde a
formacdo inicial dos estames até a diferenciacdo final dos andrésporos para o inicio da
gametogénese (BHANDARI, 1984; KNOX, 1984; RAGHAVAN, 1997). A
androgametogénese masculina culmina com a formacdo de androfitos funcionais os quais
consistem em uma célula vegetativa e uma célula generativa (KNOX, 1984; JOHRI,;
AMBEGAOKAR; SRIVASTAVA, 1992; RAGHAVAN, 1997). A androsporogénese e a
androgametogénese, de maneira geral, envolvem processos biol6gicos basicos em plantas
como organizacdo de meristemas, proliferacdo celular através de mitoses, meiose e
diferenciacdo celular. Dentre os processos de diferenciacdo a divisdo celular, a divisdo
assimétrica é fundamental para a formacdo das células generativa e vegetativa (TWELL,;
PARK; LALANNE, 1998, UEDA et al., 2012). A interrupcdo do processo gametofitico de
desenvolvimento in vivo ocorre em um grande numero de espécies de angiospermas
(DUNWELL, 2010) a semelhanca do observado em Dyckia racinae L.B.Sm.(DORNELES;
OLIVEIRA, 2013 — nesta Dissertacdo). Assim, além do processo de desenvolvimento
gametofitico foram observados grdos que interromperam seu desenvolvimento e grdos que
apresentaram erros na primeira mitose (DORNELES; OLIVEIRA, 2013 — nesta Dissertacao).
Diversos trabalhos apontam que fatores que induzem estresse, como temperatura e falta de
nutrientes podem estar relacionados a interrup¢do do processo gametofitico (HEBERLE-
BORS, 1985; TELMER; NEWCOMB; SIMMONDS, 1993; SMYKAL, 2000; ZORINIANTS

et al., 2005). A interrupcdo do desenvolvimento gametofitico é considerada, teoricamente,
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como uma indicagdo da totipoténcia da célula vegetal, onde uma Unica célula poderia
regenerar uma planta inteira (ZORINIANTS et al., 2005). Androsporos ou androfitos in vivo
foram descritos como capazes de originar embridides in vivo em hibridos entre espécies de
Solanum L. (Solanaceae) (RAMANNA, 1974) e entre espécies de Narcissus L.
(Amaryllidaceae) (KOUL; KARIALOO, 1977), porém in vitro podem, apds interromper e
alterar o padrdo de desenvolvimento gametofitico, gerar novas plantas (GUHA,;
MAHESHWARI, 1964). Desde a descoberta de tal potencialidade de androsporos e andréfitos
(GUHA; MAHESHWARI, 1964) muitos esforcos tém sido dedicados em estudo basicos e
aplicados sobre o desenvolvimento esporofitico a partir de andrésporos e androfitos
(BABBAR; KUMARI; MISHRA, 2004).

Os grdos que interrompem, ou alteram, seu processo de desenvolvimento acabam
apresentando caracteristicas estruturais, fisioldgicas, bioguimicas e moleculares comuns e
foram denominados dimdrficos (HEBERLE-BORS, 1985). Através da analise microscopica
diferencas na estrutura nuclear e citoplasmética sdo usualmente descritas e consideradas como
marcadores morfoldgicos durante o desenvolvimento in vivo e/ou in vitro dos gréos
dimorficos bem como seu desenvolvimento em embrides (HEBERLE-BORS; REINERT,
1980; RASHID; SIDDIQUI; REINERT, 1981; ZAKI; DICKINSON, 1991; TELMER,
NEWCOMB; SIMMONDS, 1993).

Smykal (2000) comenta que a hip6tese de que existem graos de pélen pré-formados
competentes para embriogénese ser abandonada. A ocorréncia de grdos dimorficos figura
como indicacdo de potencialidade de um caminho de desenvolvimento relacionado a
desdiferenciacdo ou interrup¢do do desenvolvimento gametofitico o qual, se explorado, pode
resultar em embrides haploides ou duplo-hapléides (HEBERLE-BORS, 1985).

Assim, o presente estudo objetiva descrever aspectos estruturais de androsporos e
androfitos dimdrficos que ocorrem entre andrésporos e androfitos tipicos em Dyckia racinae
L.B. Sm. como base para estudos embriolégicos e androgenéticos futuros como perspectiva

importante para a conservacao de especies de Bromeliaceae.

MATERIAL E METODOS

O processamento e a analise do material foram realizados no Laboratério de Botéanica

Estrutural do Departamento de Biologia, CCNE/ UFSM. O material botanico foi coletado no
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municipio de Sao Pedro do Sul, RS, Brasil, nas coordenadas geograficas 29° 35° 22,2 S e
54° 49 49,4 W. Cabe salientar que a espécie é terrestre, oriunda de local nunca sombreado,
exposto a intensidade maior de ventos e radiacdo solar, onde o solo é raso e pedregoso (Fig.
2.1).

O material testemunho de D. racinae encontra-se depositado no Herbéario do
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Santa Maria — SMDB, com registro
13840. No laboratorio da UFSM estd sendo mantida uma colecdo liquida dos materiais
coletados para as analises histoldgicas, com registro de coleta. Um individuo esta sendo
mantido em colecdo viva, sob numeragdo de registro 0286, na casa de vegetacdo do
Laboratdrio de Anatomia Vegetal na Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

Flores em diversos estadios de desenvolvimento foram coletados (Fig. 1.2 E). Para a
analise em Microscopia de luz, em campo claro (ML) o material foi fixado em glutaraldeido
1% e paraformaldeido 4% em tampdo fosfato de sédio 0,1M pH7,2 (GABRIEL; 1982;
MCDOWELL; TRUMP, 1976), no qual foi adicionado Tween20 2ml/L (FREUDENSTEIN;
HARRIS; RASMUSSEN, 2002). Ap6s a fixacdo o material foi submetido ao vacuo, seguido
de lavagem em tampdo fosfato de sédio 0,1M pH7,2 (GABRIEL; 1982) e desidratado em
série etilica. Posteriormente a desidratacdo, o material foi submetido a solugdes de
cloroférmio e etanol absoluto (1:3, 1:1, 3:1, 1:1 e 1:3), finalizando a desidratacdo com uma
etapa de etanol absoluto. O material foi pré-infiltrado com wuma solucdo de
hidroxietilmetacrilato (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 de Teflon até sua polimerizacdo (GERRITS; SMID, 1983).

As secdes, de 3 um de espessura, feitas em micrétomo rotativo Leica RM2245, foram
coradas com Azul de Toluidina O 0,05% pH 4.4 em tampéo de benzoato de sodio (FEDER,;
O‘BRIEN, 1968). As laminas histoldgicas foram analisadas em microscopio Leica DM2000
com sistema de captura digital de imagem DFC 295.

Para a realizacdo dos testes histoquimicos, as seguintes técnicas foram utilizadas:
Acido periddico-Reativo de Schiff (PAS), para polissacarideos totais (O‘BRIEN;
MCCULLY, 1981), para a identificagdo do amido foi utilizado IKI (solugéo de Lugol)
(JOHANSEN, 1940).

Para a analise em microscopia eletronica de varredura (MEV) o material foi
processado conforme Gersterberger e Leins (1978) e submetido a secagem através de ponto
critico com o uso do equipamento BAL-TEC, CPD 030, no Centro de Microscopia Eletrénica
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CME/UFRGS). Em seguida, as amostras
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foram montadas em suportes de aluminio e recobertas com ouro no aparelho metalizador
BAL-TEC, SCD 050. A anélise e as eletromicrografias foram realizadas em microscopio
JEOL 6060, sob 20kV (CME/UFRGS).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Graos tipicos

De maneira geral o processo final de esporogénese em D. racinae (Figs. 2.15 Ae B) é
similar ao descrito para as angiospermas, principalmente para Bromeliaceae (JOHRI,;
AMBEGAOKAR; SRIVASTAVA, 1992). Os androsporos sdo envoltos por uma parede
caldsica na fase de tétrade (Fig. 1C). Ap0s a liberacdo da calose apresentam formato irregular
(Figs. 2.15 D e E) embora na maturidade aumentam em volume e expressam simetria tipica
(Fig.2.15 G). O nucleo dos esporos apresenta densidade homogénea, sem heterocromatina,
possuem usualmente um nucléolo volumoso, ou raramente dois (Figs. 2.15 D e G). Antes de
ser observavel uma vacuolacdo generalizada é observado inicio de amilogénese (Fig. 2.15 F).
A esporoderme ja apresenta a exina totalmente diferenciada e a intina em diferenciag&o,
principalmente na regido da abertura (Figs. 2.15 E, G e H).

A preparacdo para a primeira mitose pode ser percebida através da vacuolagdo
citoplasmatica e polarizacdo nuclear (Fig. 2.15 G), seguido da uma mitose assimétrica (Fig.
2.15 H), resultando nas células generativa e vegetativa. A célula generativa, inicialmente
lenticular (Fig. 2.15 I), tem sua parede composta por pectinas, a qual é continua com a intina,
além de celulose (DORNELES; OLIVEIRA, 2013 — nesta Dissertacdo). A célula vegetativa
herda quase todo o citoplasma do andrésporo genitor. O polo generativo € oposto a regido da
abertura, podendo a célula generativa ficar na regido equatorial (Figs. 2.15 | e J) ou, menos
frequente deslocada para um dos polos (Fig. 2.16 A). Posteriormente, a célula generativa
migra em direcdo ao nudcleo da célula vegetativa (Fig. 2.15 J), onde formam a unidade
germinativa masculina (Figs. 2.6 B e D). Como caracteristicas marcantes, associadas aos
volumes celulares diferentes, nucleo da celula vegetativa altamente transcritivo, nucléolo

proeminente devido alta atividade (Figs. 2.15 | e J, 2.16 B-D), grande condensacao
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cromatinica do nucleo da célula generativa (Figs 2.16 B e D). De maneira geral, a mudanca
diferencial na concentracdo de histonas, em ambas as células, estd associada a polaridade
estabelecida antes da primeira mitose, aos padrdes de estruturacdo nuclear e aos diferentes
destinos de fungdes das derivadas como consequéncia direta da primeira mitose assimétrica
(TWELL,; PARK; LALANNE, 1998; UEDA et al., 2000, RANGANATH, 2005). De acordo
com Ranganath (2005) a formacdo de duas derivadas distintas a partir de uma célula-mae é
um processo complexo que envolve posicionamento de nucleo e formacdo de fuso em local
especifico, polarizacdo celular através de fatores citoplasmaticos de diferenciacdo e
citocinese. Nesse contexto, em relagdo a presenca de celulose na parede inicial entre as
células generativa e vegetativa, poderia estar relacionado a manutencdo da polaridade que
impediria a difusdo dos fatores ou determinantes citoplasmaticos de diferenciacéo.

Algumas dessas caracteristicas podem ser consideradas como padrdo para as
angiospermas (MAHESHWARI, 1950; KNOX, 1984) e foram descritas para especies como
Nicotiana tabacum L. (Solanaceae) (YU; RUSSEL, 1994), Plumbago zeylanica L.
(Plumbaginaceae). (RUSSELL et al. 1996) e para Dyckia pseudococcinea (MENDES;
COSTA; DE TONI, 2012). Assim, ap0s a primeira mitose assimétrica é garantida a formacao
da célula vegetativa (ou célula sifonogénica) e da célula generativa (ou célula gametogénica),
as quais sdo fundamentais para o processo de formacdo do tubo polinico e de dupla
fecundacdo em angiospermas (TANAKA, 1997; TWELL; PARK; LALANNE, 1998; UEDA
et al. 2000).

Graos atipicos

Entre os grdos de pélen com desenvolvimento tipico foram observados graos de pélen
atipicos, onde as células generativa e vegetativa ndo sdo formadas, ou por ndo ocorrer a
primeira mitose (Figs. 2.17 A-G), pela primeira mitose ndo produzir uma célula generativa
lenticular ou em funcéo da primeira mitose ser simétrica (Figs. 2.16 B-D, F e G). De maneira
geral, cada variagdo em relacdo ao padréo tipico de desenvolvimento possui um conjunto de
caracteristicas tipicas, as quais poderiam ser consideradas como variantes do processo normal.
De acordo com Dunwell (2010) a quase totalidade das espécies de angiospermas produzem, in
vivo, andrdésporos ou grdos de polen atipicos em uma baixa frequéncia. Como principais

caracteristicas de tais grdos atipicos se destacam atraso no desenvolvimento ou atraso na
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primeira mitose do pélen e/ou divisbes celulares supranumerarias nas derivadas gametofiticas
(DUNWELL, 2010).

Dentre as variacdes observadas no presente estudo aquela que mostra a interrup¢éo do
desenvolvimento, sem a ocorréncia da primeira mitose do polen é a mais frequente. A
frequéncia pode ser percebida tanto pela constancia nos loculos (Figs. 2.15 F, 2.16 A, B e E)
qguanto pela constancia em todas as anteras e flores analisadas. Como conjunto de
caracteristicas de tais grdos podem ser descritos a ocorréncia de trés a seis nucléolos
relativamente menores em relacdo aqueles apresentados pelos grdos que efetivamente sofrem
a primeira mitose (Fig. 2.17 C). O nucleo se mostra mais transltcido, com heterocromatina
periférica. A posi¢do de tais nucleos também difere, uma vez que é usual os mesmos ocorrem
junto da regido equatorial (Fig. 2.16 E). O citoplasma de tais grdos ¢ normalmente menos
denso, apos coloracdo, quando comparados com as androfitos tipicos (Fig. 2.17 B e D).

Em Lilium longiflorum Thunb. e em Tulipa gesneriana L., ambas pertencentes a
Liliaceae, foi descrito que o decréscimo de histonas tipo H1, no nicleo da célula vegetativa, é
responsavel pelo padrdo de estruturacio do mesmo, além de estar associado ao
desenvolvimento da célula vegetativa, sendo tais histonas perdidas apenas apds a primeira
divisdo no polen (TANAKA; ONO; FUKUDA, 1998). O padrdo de estruturacdo nuclear
citados para L. longiflorum e para T. gesneriana (TANAKA; ONO; FUKUDA, 1998) séo
muito similares aos observaveis em D. racinae e descrito para diversas outras espécies, além
de outras caracteristicas como aumento de densidade citoplasmatica e acimulo de metabdlitos
(JOHRI; AMBEGAOKAR; SRIVASTAVA, 1992, RAGHAVAN, 1997). Ap6s a primeira
mitose é detectada a expressdo de genes especificos da fase gametofitica, tanto na célula
vegetativa quanto na célula generativa (TWELL, 1992; UEDA et al., 2000; UEDA et al.,
2012), sendo considerada a primeira mitose, portanto, como uma fase critica para o
desenvolvimento do gametdfito masculino (BEDINGER, 1992).

Nos grdos dimorficos o volume é pouco incrementado e a regido da abertura se
mantém concava, permitindo clara distingdo, principalmente quando seccionados atraves da
regido polar (Figs. 2.17 C e G). A amilogénese em tais graos inicia tardiamente, quando 0s
grdos tipicos estdo maduros e as anteras ja estdo proximas ao periodo de deiscéncia (Fig. 2.17
E). A constatacdo de amilogénese tardia é importante, pois demonstra que 0s gréos estdo
funcionais, porém com atraso no inicio do desenvolvimento ou que possuem desenvolvimento
lento. Somado ao descrito acima, a vacuolagdo inicialmente estabelecida n&o regride
totalmente. Assim, ao se analisar o loculo se percebe clara distin¢gdo na ocorréncia de graos

relativamente menores, de citoplasma pouco denso e vacuolado dentre grdos mais volumosos,
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as vezes quase esféricos, com citoplasma denso, com acimulo de grdos de amido e lipidios
além da diferenciacdo das células generativa e vegetativa (Figs. 2.17 B e D). Bhojwani;
Dunwell e Sunderland (1973) observaram que o contetdo proteico e de RNA em gréos
atipicos foi muito menor em relacdo aos graos tipicos, cuja relevancia ao presente estudo seria
a percepgdo de coloragdo citoplasmatica menos intensa nos grdos de pdlen atipicos, que
poderia estar indicando reducdo dos processos metabolicos que usualmente geram a
intensidade de coloracao tipica.

Foi observado em Hordeum vulgare L. (Poaceae) (DALE, 1975) e em Anacardium
occidentale L. (Anacardiaceae) (OLIVEIRA; BUENO; MARIATH, 2001) a ocorréncia de
grdos dimorficos entre anteras, 0s quais também apresentaram atraso no desenvolvimento.
Dale (1975) verificou que os graos dimorficos ocorriam predominantemente na porcéo basal
da antera, porém, em A. occidentale (OLIVEIRA, BUENO, MARIATH, 2001), a semelhanca
de D. racinae a distribuicdo dos grdos atipicos foi uniforme nos esporangios. Em N. tabacum
(HEBERLE-BORS; REINERT, 1979) foram denominados de ‘p6len P’ todos aqueles graos
atipicos que, além do atraso ou interrup¢do no desenvolvimento apresentavam fraca reacdo ao
carmim acético e tamanho inferior aos grdos tipicos. Graos desse tipo foram observados,
também, em outras espécies in vivo e in vitro (BUYSER; PICARD, 1975, HORNER;
STREET, 1978; RASHID, 1983). Em espécies de Paeonia L. (Paeoniaceae)
(SUNDERLAND; HUANG, 1987) os androsporos que apresentavam atraso no
desenvolvimento foram denominados de ‘residuais’, onde tal fato estaria relacionado por
algum fator externo aos andrdsporos.

Com uma ocorréncia menos frequente, porém tipica no androceu em algumas flores,
se destacam aqueles grdos de pdlen cuja citocinese foi atipica. Assim, foram observadas
células cuja derivada menor € lenticular, porém com volume citoplasmatico maior em relacéo
a célula generativa (Fig. 2.16 B) ou divisGes que separaram as células em metades iguais ou
quase iguais (Figs. 2.16 C e F), com paredes celulares sendo formadas através do eixo polar
ou equatorial, e ainda obliquo (Fig. 2.16D). Foram também observadas paredes incompletas e
paredes com descontinuidades similares a perfuragdes, as quais permitiam continuidade
citoplasmatica entre as derivadas (Figs. 2.16 F e G). Os erros na citocinese, com descritos
acima, foram descritas in vivo (OLIVEIRA; BUENO; MARIATH, 2001) e in vitro
(BUYSER; PICARD, 1975, HORNER; STREET, 1978, RASHID, 1983; SUNDERLAND;
HUANG, 1987) e, de maneira geral, sdo considerados relacionados com o0s gréos atipicos
(HEBERLE-BORS, 1985; DUNWELL, 2010). No presente estudo tal correlagdo se torna

dificil em funcdo do método de analise, onde as anteras sdo fixadas, o que impede o
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acompanhamento do grdo de pdlen ao longo do seu desenvolvimento. Cabe salientar que o
atraso no desenvolvimento pode estar configurando aspecto diferente e, portanto, néo
relacionado as divisdes andmalas, pois é implicito ao atipico a ndo ocorréncia de divisao.
Além disso, nas citocineses andmalas as derivadas acabam usualmente diferenciando
caracteristicas de células vegetativas, as quais podem ser resultado da expressdo génica
especifica para a celula vegetativa como descrito em outros trabalhos (HEBERLE-BORS,
1985; DUNWELL, 2010).

No presente estudo, nos casos com citocinese anémala, foi observado que ambas as
células derivadas apresentavam as mesmas caracteristicas de uma célula vegetativa, ou seja,
ambas acumularam em seus citoplasmas reservas nutritivas e seus ndcleos apresentaram
gradual difusdo cromatinica além de nucléolos grandes. O mesmo foi observado por Tanaka e
Ito (1981) e Tanaka; Ono e Fukuda, (1998). Bouharmont (1977) e Wilson; Mix e Foroughi-
Wehr (1978) demonstraram que em botdes florais, submetidos a baixa temperatura, ocorreu
um aumento no nimero de androsporos que se dividem em duas células iguais, onde Rashid e
Reinert (1983) também atribuiram ao pré-tratamento a frio, associado a outros fatores, o
aumento da frequéncia de embrides haploides. Telmer; Newcomb e Simmonds (1993)
observaram que micrésporos se dividiram simetricamente apos terem sido submetidos plantas
ou microsporos isolados a temperatura elevada. A analise ultraestrutural mostrou que a
temperatura afetou a polaridade dos grdos, nao afetou o fuso mitético e que a divisdo foi
precedida pela formacdo de uma banda pré-profasica que é inexistente na divisao assimétrica
dentro do padrdo gametofitico tipico (TELMER; NEWCOMB; SIMMONDS, 1993).

Os estudos sobre efeitos da falta de aglcares para alteracdo da rota gametofitica de
desenvolvimento tém sido utilizados em grdos de poélen em cultivo, botdes florais, anteras
excisadas ou até plantas completas (HEBERLE-BORS, 1979). Segundo Zoriniants et al.
(2005) o nivel de aclcares € um dos fatores mais importantes para o desenvolvimento tipico
de andrésporos e andréfitos férteis. Os niveis de aglcares em tecidos vegetativos também tem
sido estudados (YU, 1999), aspectos da floracdo (CORBESIER; LEJEUNE ;BERNIER,
1998; ROLDAN et al.,, 1999), além de grdaos de polen (GARRIDO, et al.,, 1995,
ZORINIANTS et al., 2005). Nas células de tecidos somaticos a falta de aglUcares gera
interrupgdo do desenvolvimento e crescimento, rapido consumo de carboidratos e de lipidios
celulares, e degeneracdo de proteinas entre outras a nivel bioquimico (YU, 1999). Em graos
de pélen de N. tabacum, sob regime de cultivo in vitro, foi demonstrado que a falta de
acucares induz a desdiferenciacdo de plastidios, ao consumo de aglcares e ao aparecimento de

um amplo vacuolo (GARRIDO et al., 1995). Algumas das caracteristicas chamam a atencéo
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quando comparadas as caracteristicas dos graos atipicos descritas para D. racinae, no presente
estudo, como a interrupcdo do desenvolvimento e crescimento além da presenga de um Unico
vacuolo. A menor coloracdo do citoplasma dos grédos atipicos, ndo apenas em D. racinae,
poderia estar relacionada a eventual perda de lipidios e, principalmente, de proteinas.

O androsporo recém-liberado das tétrades é altamente sensivel para uma grande
variedade de estresses abioticos (DOLFERUS; JI; RICHARDS, 2011). Oliver et al. (2005)
colocam que o0 arroz que € exposto a baixas temperaturas durante o pico da atividade tapetal,
na liberacdo dos andrdsporos da tétrade, causam o acimulo de agucares na antera. O estresse
hidrico na antese afeta principalmente o tamanho do gréo e na fase de desenvolvimento do
androsporo jovem € causa a esterilidade do grdo de polen (JI et al., 2010). No caso do polen
do trigo é provavel que o estresse hidrico interfira diretamente na funcdo do tapete (JI et al.,
2010). O tapete é particularmente sensivel ao estresse abidtico, baixas temperaturas ou falta
de &gua podem acabar atrasando seu desenvolvimento, ja a exposi¢do a altas temperaturas
causariam seu desenvolvimento precocemente (PARISH; PHAN; IACUONE, 2012).

O estresse térmico, como a alta temperatura induz variagdes no desenvolvimento
polinico em espécies de Brassica L. (Brassicaceae) (KELLER; ARMSTRONG, 1979). O
estresse nutricional, pela auséncia de acUcares, induz alteracdes similares em N. tabacum
(TOURAEV et al. 1996). Além disso, o programa de desenvolvimento gametofitico parece
favorecer o desenvolvimento da célula vegetativa, independentemente de haver ou néo
divisdo celular ou da divisdo ser ou ndo simétrica, uma vez que em qualquer situacdo genes
especificos na diferenciacdo da referida célula serem detectados (TWELL; PARK;
LALANNE, 1998). A diferenciacdo da célula generativa parece ser intimamente ligada a
divisdo assimétrica. Assim, conforme sugere Twell; Park e Lalanne (1998), o programa de
desenvolvimento gametofitico e, principalmente, da célula vegetativa é influenciado por
fatores externos como nutrientes, hidratacdo e variacdo térmica.

Em D. racinae, como comentado por Martins et al. (2013 — nesta Dissertacdo), o
florescimento e o local de ocorréncia dos individuos ocorre em meio a altas temperaturas e
solo raso e pedregoso, o que pode estar induzindo a uma relativa alta demanda metabdlica,
incluindo anteras e grdos de pdlen, o que é indiretamente indicado pela grande quantidade de
acucares armazenados do tecido estaminal e nos grdos de polen. Outra hipotese sugerida seria
a de que a sacarose que deveria chegar até os andrdsporos jovens € bloqueada, devido o
estresse abidtico, e com isso acaba se acumulando na parede da antera em forma de gréos de

amido.
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Os estudos que envolvem a indugdo da divisdo simétrica no grdo de poélen, tanto por
agentes quimicos quanto fisicos, usualmente incluem como procedimento metodoldgico a
definicdo de fases de desenvolvimento de androsporos e andréfitos, onde se demonstra que a
fase responsiva aos tratamentos é a fase de vacuolacdo ou que precede a primeira mitose
(BOUHARMONT, 1977; WILSON; MIX ; FOROUGHI-WEHR, 1978; ZAKI;
DICKINSON, 1991; TELMER; NEWCOMB; SIMMONDS, 1993; SMYKAL, 2000;
BABBAR; KUMARI; MISHRA, 2004; DUNWELL, 2010). Em D. racinae se acredita que a
menor ocorréncia de divisbes simétricas ou quase simetricas, possui relacdo com a
necessidade de coincidéncia entre a fase do desenvolvimento e 0 momento do dia em que 0s
botbes florais estdo sob a maior exposicdo ao calor. Em Brassica napus um periodo de
exposicdo dos grdos por oito horas a temperatura de 32,5°C é suficiente para inducdo de
divisbes simétricas e perda do desenvolvimento gametofitico durante a fase de andrésporo
uninucleado (CUSTERS et al., 1994; BABBAR; KUMARI; MISHRA, 2004) e 42°C ao gréo
de polen ja bicelular (ZORINIANTS et al., 2005).

Foi demonstrado que apds a movimentacdo do nucleo, através de vacuolacdo, o
mesmo é ancorado a membrana plasmatica por microtubulos (HAUSE; HAUSE; VAN
LAMMEREN, 1992; BABBAR; KUMARI; MISHRA, 2004). Tratamentos com temperatura
elevada promovem a despolimerizacao de microtibulos (ZHAO; SIMMONDS; NEWCOMB,
1996; SIMMONDS; KELLER, 1999) que resultam no retorno do ndcleo a sua posi¢do central
(SIMMONDS; KELLER, 1999), fato que estd relacionado a perda do padrdo de
desenvolvimento gametofitico, ocorrendo ou ndo citocinese, uma vez que a célula generativa
ndo se desenvolve.

ApoOs a primeira mitose ocorrem mudangas tipicas na esporoderme, célula generativa e
na célula vegetativa. Quando analisadas em conjunto, tais caracteristicas permitem clara
distincdo em relacdo aos grdos que ndo mantém o mesmo modo de desenvolvimento. A
melhor concluséo sobre a ocorréncia de atraso no desenvolvimento, interrup¢do do mesmo, ou
até abortamento, depende de aplicacdo de outras metodologias, principalmente se fossem

incluidas analises fisiologicas ou bioguimicas.
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CONCLUSOES

VariagGes no programa de desenvolvimento gametofitico em gréos de pdlen podem
ser consideradas como uma rota androgénica importante bem como androéfitos bicelulares
simétricos, ou quase. Os estudos das rotas androgénicas de desenvolvimento resultaram em
grandes avancos na producdo de embribes sintéticos, os quais podem ser aplicados com
sucesso em diferentes aspectos, dentre eles a conservacao de especies.

As variantes rotas de desenvolvimento polinico in vivo, observadas no presente estudo
podem ser obtidas in vitro, através da influéncia de meios de cultura. Em tais condicbes é
comum ser explorado o potencial embriogénico das células.

Sugere-se, com base na discussdo apresentada acima, que as alteragcdes de rotas de
desenvolvimento possam ser resultado de competicdo dos andrdsporos por aclcares, em
quantidade suficiente ou, tais grdos poderiam ser menos habeis na absorcdo de acucares. A
demanda metabdlica, que induz ao maior consumo de agUcares poderia resultar em alteracoes
no desenvolvimento pela auséncia de nutrientes em momento critico do desenvolvimento. Os
erros nas divisdes, que ocorrem em frequéncia muito menor, poderiam estar refletindo
aspectos limiares do estresse térmico, tipico do ambiente local, que poderiam influenciar cada
um dos andrésporos ou androfitos.

A constatacdo de ocorréncia de dimorfismo polinico em Dyckia racinae gera
perspectivas de novos estudos em diferentes areas tanto basicas quanto aplicadas.
Considerando que D. racinae possui ocorréncia restrita na regido central do Rio Grande do
Sul e cujos acessos sdo usualmente dificeis, ou em funcdo das pequenas populacdes
ocorrerem em areas privadas, os programas de conservacdo se tornam extremamente
relevantes. A proposta de manutencdo de colecBes vivas através do edital PRONEX
(FAPERGS/CNPq), que fomentou o presente estudo, se mostrou em curto espaco de tempo
fundamental para o contexto de D. racinae.

Atualmente as informagdes sobre eventual vulnerabilidade ou risco de extingdo sdo
desconhecidas para a referida espécie, como era desconhecida a propria ocorréncia da espécie
na regido. Assim, os resultados do presente estudo também se tornam relevantes, pois além de
descrever um aspecto embrioldgico desconhecido em Bromeliaceae, apresentam as bases
morfologicas para estudos em diversas areas tanto basicas quanto aplicadas, figurando,

também, como informag&o importante para a conservagao da espécie.
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Figura 2.15 Aspecto geral de Dyckia racinae a campo e desenvolvimento do grdo dimérfico. A. aspecto geral do
individuo em floracdo na localidade de S&o Pedro do Sul. B. Detalhe da flor em antese. C. Tétrade em calose,
com microscopia optica e fluorescéncia. D. Detalhe de andrdsporos tipicos recém liberados da calose. E. Aspecto
geral de andrdsporos tipicos livres com formato irregular. F. Aspecto geral de l6culo mostrando contraste entre
androfitos tipicos e atipicos. G. Andrésporo tipico maduro, vacuolado e polarizado no sentido polar. H. Detalhe
da primeira mitose. I. Células generativa (asterisco) e vegetativa (seta = nlcleo da célula vegetativa). J. Célula

generativa (asterisco) sendo englobada pela célula vegetativa. (seta = ndcleo da célula vegetativa).
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Figura 2.16 DivisOes atipicas encontradas nos androfitos entre as células generativa e vegetativa. A. Célula
generativa (asterisco) em posi¢do equatorial. (seta = ndcleo da célula vegetativa). B. Seta indica possivel célula
generativa com volume celular alterado. C. Setas indicam paredes celulares ap6s mitose assimétrica andmala. D.
Seta indica parede celular em posicdo obliqua. E. Detalhe de grdo atipico, polarizado em seu eixo equatorial,

com desenvolvimento interrompido na fase vacuolada. F. seta indica perfuracdo na parede celular, ap6s mitose

simétrica. G. Setas indicam ndcleos préximos ap0s primeira mitose atipica.
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Figura 2.17 Andrdfitos atipicos em diversas fases de desenvolvimento. A-F. Microscopia Optica. G. Microscopia
eletrdnica de varredura. A. Setas indicam gréos atipicos durante o inicio da gametogénese. B. Seta indica grao
atipico, gametofito tipico ainda com reservas metaboélicas, durante inicio da formagdo da unidade germinativa
masculina. C. Seta indica nlcleo do pdlen atipico com trés nucléolos periféricos e cariolinfa menos densa. D.
Setas indicam grdos atipicos durante gametogénese tardia. E. Seta indica grdo atipico com reserva de amido
durante gametogénese tardia. F. Seta indica grdo atipico sem reservas de amido durante amilogénese no inicio da

gametogénese. G. Morfologia comparada de gréos atipicos (seta) e tipicos.
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Dynamics of starch reserves of the anther and pollen grains in
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RESUMO: O objetivo deste estudo é investigar a dinamica do amido nas anteras e nos graos
de polen de trés espécies de Bromeliaceae: Aechmea recurvata (Klotzsch) L.B.Sm.,
Tillandsia aeranthos (Loisel.) L.B.Sm. e Dyckia racinae L.B.Sm.. Estas espécies apresentam
grdos de poélen do tipo “starchless”, com pouco amido, no momento da disperséo. Por outro
lado, acredita-se que o acumulo de amido no conectivo e nos esporangios, exclusivamente na
Dyckia racinae, seja uma estratégia relacionada ao estresse ambiental e a demanda
metabdlica.
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ABSTRACT: Dynamics of starch reserves of the anther and pollen grains in
Bromeliaceae species. The aim of this study is to investigate the dynamics of starch in
anthers and pollen grains from three Bromeliaceae: Aechmea recurvata (Klotzsch) L.B.Sm.,
Tillandsia aeranthos (Loisel.) L.B.Sm.and Dyckia racinae. L.B.Sm. These species exhibit
starchless pollen grains at the time of dispersal. On the other hand, it is believed that starch
accumulation in connective and sporangia, exclusively on Dyckia racinae, is a strategy related
to both environmental stress and metabolic demand.
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INTRODUCTION

Pollen viability is one of the most important botanical parameters, responsible for
ensuring that fertilization occurs satisfactorily in plants (Delph et al., 1997). Carbohydrates
are accumulated during pollen grains development, being used in different ways (Pacini et al.,
2006). In this sense, starch is one of the polysaccharide reserves most commonly found in
pollen grains (Pacini, 1996).

According to Baker & Baker (1979), it can be found two classes of pollen grains
among Angiosperms: type "starchless”, with pollen grains containing little starch at the time
of dispersal; and type "starchy", with dispersed pollen grains containing large amounts of
starch.

Thus, the present study aims to show changes in starch reserves in anther and during
the formation of male gametophyte in three Bromeliaceae: Aechmea recurvata, Tillandsia
aeranthos and Dyckia racinae.

MATERIALS AND METHODS

In order to investigate the dynamics of starch in anthers and pollen grains,
inflorescences with flower buds were collected at different stages of development of
Tillandsia aeranthos (Fig. 3), in Santa Maria, RS (coordinates S29°38°36,3”/W53°54°14,4”),
and in S8o Sepé, RS (coordinates S29°54°47,97/W53°41°07,2”); of Aechmea recurvata (Fig.
2), in Santa Maria, RS (coordinates S29°36°095”/W53°42°840”); and, finally, of Dyckia
racinae (Fig. 1), in S&o Pedro do Sul, RS (coordinates 29° 35 22,2¢¢ /W54°49'49,4").

The flower buds were dissected under Leica EZ4D stereoscopic microscope before
being fixed. Then the material was fixed in 1% glutaraldehyde and 4% formaldehyde
(McDowell & Trump, 1976) in 0,1M sodium phosphate buffer pH 7.2 (Gabriel, 1982),
dehydrated in a graded ethylic series, and included on hydroxyethylmethacrylate (Gerrits &

Smid, 1983). Subsequently, sections of 2 to 5um thick were made in Leica RM2245 rotary
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microtome. We have used IKI for starch identification (Johansen, 1940). The analysis and the
photomicrographs were held at Leica DM2000/ DFC 295microscope.
RESULTS AND DISCUSSION

We have defined three distinct stages of development in the three species studied in
order to observe and make a comparative analysis of the dynamics of starch both in the
sporangium and in the arquesporial tissue.

In androspores, during the dyad and tetrad stages, still surrounded by callose, starch
grains were not detected in the three species. In the sporangium and in the cells of the
connective, the reaction was negative for the presence of starch in Aechmea recurvata and in
Tillandsia aeranthos, contrasting with Dyckia racinae, in which showed large amount of
starch grains (Fig. 4).

The androspores when still enclosed by callose do not show starch accumulation (Figs.
4, 5 and 6). Shortly after the androspores release in the locular fluid, small grains of starch
were seen in the cytoplasm in the three species (Figs. 7, 8 and 9).

The third stage is soon after the first mitosis in the pollen grain. The accumulation of
starch grains proved relatively more intense at this stage, being it just in vegetative cell (Figs.
10, 11 and 12).

Pacini (1996) has described developmental stages and intensity of amylogenesis
similar to that described in this work. Pacini & Franchi (1988) have observed that in the
species where occur two peaks of amylogenesis, the second peak is more intense. From the
maximum amylogenesis observed in this study, the later stages were marked by a progressive
assimilation of these reservations, culminating in pollen grains without starch in the
dispersion phase.

Baker & Baker (1979) have considered for Bromeliaceae the presence of starchless

pollen, similar to what we have found in this work. On the ecological context, the distribution
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of this type of reservation would be related to strategies adopted on the basis of pollination
syndrome (Baker & Baker, 1979).

Speranza et al. (1997), to relate the different types of metabolic reserves, have found
that starchless pollen grains at maturity are those that present greater longevity during the
dispersal. Such longevity would be linked to the presence of sugars from amylolysis in the
cytoplasm, and that would be associated with dehydration.

Temperature variations during the development of the pollen can also influence
content of starch (Pressmam et al., 2002; Sears, 1926), as well as there are species in which
the starch reserve changes according to the seasons (Zona, 2001) or on the basis of different
latitudes in which species are located (Baker & Baker, 1979). In addition, it has also been
reported that plants exposed to extreme environmental conditions can store an increased
amount of starch at the time of pollen grain dispersal (Pacini, 2006). After the dissolution of
the callose, the androspores begin to store carbohydrates that will be extremely important to
pollen grain in its development (Eva et al., 2006).

Starch grains were not found in the cytoplasm of the generative cell in the three
species analyzed, contrasting with the vegetative cell cytoplasm, which is rich in this type of
reserve. As activities inherent to vegetative cell, it may be mentioned the construction of
intine, the participation in the formation of male germ unit, and the formation of pollen tube,
in which carbohydrates are used both metabolically and structurally. Eva et al. (2006),
analyzing Tillandsia seleriana Mez, demonstrated that the vegetative cell was responsible for
the supply of reserves used during development of the generative cell, and then to the

emission of the pollen tube.
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CONCLUSIONS

In the present study, we note that the pollen grains in Dyckia racinae, Tillandsia
aeranthos and Aechmea recurvata are not dispersed with starch, although the first species
occur on relatively stressful environment.

In addition, Dyckia racinae is the only species of terrestrial habit, located in never
shaded environment, exposed to higher intensity of winds, where the soil is shallow, stony
and with higher altitude. The other two species have epiphytical habit, located usually in
shaded areas, with higher moisture content.

Dyckia racinae was the only species that showed accumulation of starch in the
sporangium. This difference can be reflecting strategies related to environment due to the
relative major metabolic demand and to the higher risk of environmental stress on the
processes of sporogenesis and gametogenesis.
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Fig. 1: Inflorescences with flower buds at different stages of development of Tillandsia aeranthos. Fig. 2:
Inflorescences with flower buds at different stages of development of Aechmae recurvata. Fig. 3: Inflorescences
with flower buds at different stages of development of Dyckia racinae. Figura 4: Endothecium and middle layer
showing large amount of starch grains in Dyckia racinae. Fig. 5: Small grains of starch displayed in the
androspore cytoplasm in Aechmea recurvata. Fig. 6: Small grains of starch displayed in the androspore
cytoplasm in Tillandsia aeranthos. Fig. 7: Small grains of starch displayed in the androspore cytoplasm in
Dyckia racinae. Fig. 8: Accumulation of starch grains after the first pollen mitosis - vegetative cell in Aechmea
recurvata. Fig. 9: Accumulation of starch grains after the first pollen mitosis - vegetative cell in Tillandsia
aeranthos. Figs. 10 - 12: Accumulation of starch grains after the first pollen mitosis in vegetative cell. 10:
Dyckia racinae. 11: Aechmea recurvate. 12: Tillandsia aeranthos. Escale bars: =8 mm em 1 = 39,0 mm =em 2

=2, 7mmem3 =10 umem5e 6 =20 um em 7 — 12= 200um em 4



131




132

CAPITULO VI

CONSIDERACOES FINAIS
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CONSIDERACOES FINAIS

Dentre os resultados encontrados neste trabalho, a descricdo do desenvolvimento
inicial das pecas florais traz resultados inéditos para o género Dyckia mostrando outros
aspectos morfoldgicos e de desenvolvimento que podem ser utilizados como futuros
parametros na determinacdo taxondémica bem como na compreensdao das relagdes
filogenéticas dentro da familia.

Com relagdo ao padrdo de formacdo dos esporéngios da antera, bem como a
diferenciacdo dos estratos parietais e seu desenvolvimento durante a formacdo dos gréos de
polen, foram descritos pela primeira vez para Dyckia racinae L.B.Sm. Mesmo sendo um tema
ja trabalhado dentro de Bromeliaceae, a descri¢do detalhada dos processos trouxe algumas
informacdes novas, resaltando a importancia de mais estudos e da utilizacdo das mais variadas
técnicas para a formulacéo de conclusdes.

Outro ponto interessante tem a ver com as substancias energéticas encontradas durante
as fases de desenvolvimento dos grédos de polen e sua dindmica no decorrer destes processos.
Sugere-se que estejam envolvidas no desenvolvimento de grdos vidveis e na garantia do
sucesso das estratégias de polinizacdo, bem como nos processo de germinacdo deste no
estigma, além da fecundacéo.

Ja a recorrente presenca de grdos de pdélen dimorficos no material analisado,
possibilitou a especulacdo da existéncia de diferentes rotas no desenvolvimento destes, que
serviriam como alternativas relacionada a possiveis imprevistos aos quais a planta se encontra
exposta, ou apenas seriam o resultado de um desenvolvimento incompleto devido a falta de
nutrientes para todos os grdos de pélen em determinados momentos criticos. Para maiores
esclarecimentos sdo necessarias a aplicacdo de outras metodologias, além de anélises
fisiolégicas ou bioquimicas.

Os resultados encontrados no trabalho acabaram gerando diversos questionamentos
que merecem a atencdo em abordagens futuras:

e Como se da o processo de ginosporogénese e ginogametogénese nesta mesma espécie?

e Qual a importancia das substancias de reserva encontradas no grdo de pélen maduro, na
garantia do sucesso das estratégias de polinizacao?

e As condi¢Bes ambientais as quais a espécie se encontra exposta no local onde ocorreram

as coletas podem estar influenciando os processos reprodutivos? Quais seriam as
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diferencas encontradas se o material da casa de vegetacdo fosse comparado com o do
campo?

Qual o tipo de relacdo que as formigas encontradas visitando as inflorescéncias tém com a
espécie?

A superficie do estigma teria alguma relacdo direta com as substancias encontradas
revestindo a esporoderme, no processo de reconhecimento e germinacdo do grdo de
polen?

A possivel ligacdo do nectario septal, descrito para a especie, estaria relacionada a
importancia da presenca do néctar para os rudimentos, ou apenas serviria como um

possivel local de armazenamento?



