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RESUMO

SANTA-ROSA, S. Desenvolvimento floral e do évulo e aspectos da reprodugao em Aechmea
sp. e Vriesea sp. (Bromeliaceae). 2015. 167 p. Tese (Doutorado) — Centro de Energia Nuclear
na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2015.

A utilizacdo de Bromélias tem sido crescente no mercado de plantas onamentais, por outro
lado, muitas espécies encontram-se ameacadas, grande parte pelos impactos humanos no
ambiente. Aechmea correia-araujoi E. Pereira & Moutinho, Aechmea gamossepala Wittm,
Vriesea ensiformis (Vell.) Beer e Vriesea saundersii (Carriere) E. Morren ex Mez, espécies
nativas da Mata Atlantica brasileira, tém sido alvo de extrativismo. Informacgdes bdsicas
sobre a espécie sdo essenciais para subsidiar a conducdo de programas de conservagao e
melhoramento genético, que aliados a ferramentas biotecnoldgicas permitem a
incorporacdo de estratégias inovadoras aos métodos de melhoramento. Neste sentido, o
objetivo do presente trabalho foi descrever essas espécies, quanto a micromorfologia floral,
aspectos reprodutivos envolvidos no processo de polinizacdo, desenvolvimento floral e
deesenvolvimento gametofitico, como mecanismo de preservacao e producdo comercial. A
caracterizacdo morfoldgica e anatomica das flores das espécies de Aechmea e Vriesea
contribuiu para a compreensdo do processo reprodutivo. As espécies apresentam graos de
pdlen com alta capacidade reprodutiva, viabilidade polinica superior a 93%, germinacao in
vitro maior que 80% e o estigma apresenta-se receptivo da antese ao final do dia. A
ontogénese floral de A. correia-araujoi é centripeta, os primérdios desenvolvem-se na
ordem, sépala, pétala, androceu e gineceu. O apéndice petalar é formado na fase final do
desenvolvimento. O primdrdio de évulo tem origem placentaria e carater trizonal, o évulo é
anatropo, bitegumentado e crassinucelado. O meristema floral de A. gamosepala se
desenvolve de forma centripeta, de forma unidirecional reversa. O estigma diferencia-se na
fase inicial do desenvolvimento e os apéndices petalares, na fase final. O évulo é anatropo,
crassinucelado, bitegumentado, tétrade linear, megasporo calazal funcional,
desenvolvimento tipo monospérico e Polygonum. As anteras sdo bitecas,
tetraesporangiadas, com tapete secretor. Botdes florais de 8,7 — 13,0 mm sdo indicados no
estudo de embriogénese a partir de micrdsporo. As alteracOes celulares e o padrdo de
distribuicdo de pectinas e AGPs foram caracterizadas por analise citoquimica com azul de
toluidina, KI e DAPI e imunocitoquimica por imunofluorescéncia com os anticorpos para
RNA, pectinas esterificadas (JIM7), ndo esterificadas (JIM5) e AGPs (LM2, LM6, MAC207,
JIM13, JIM14) e analisadas por microscopia de fluorescéncia. Foram caracterizados padrdes
de distribuicdo espaco-temporal de pectinas e AGP que podem ser utilizados como
marcadores de desenvolvimento gametofitico masculino. As observacdes feitas nesse
trabalho fornecem dados sobre aspectos reprodutivos das espécies que podem ser utilizados
em programas de melhoramento genético, conservacao e desenvolvimento de haploides.

Palavras chave: AGPs. Bromélia. Desenvolvimento gametofitico. Morfologia floral. Pectinas.
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ABSTRACT

SANTA-ROSA, S. Development floral and ovule and aspects of reproduction in Aechmea sp.
and Vriesea sp. (Bromeliaceae). 2015. 167 p. Tese (Doutorado) — Centro de Energia Nuclear
na Agricultura, Universidade de S3o Paulo, Piracicaba, 2015.

The use of bromeliads has grown in the ornamental market, however many native species
are threatened, mostly due to human impacts. Basic information about the species is
essential to support breeding and conservation programs, which combined with
biotechnological tools allow for the innovative approaches to breeding methods. The
objective of this study was to characterize the floral development and reproductive aspects
of the ornamental species Aechmea correia-araujoi, Aechmea gamosepala, Vriesea
ensiformis and Vriesea saundersii, with detais on floral morphology and anatomy,
reproductive aspects involved in pollination. For the Aechmea species the gametophytic
development was characterized, as well as the cellular changes that occur during the
development of the male gametophyte, characterizing the distribution pattern of pectin and
arabinogalactan proteins (AGPs), for biotechnological applications. The plants were
characterized by observations of the material in the greenhouse and floral organs were
described using microscopic techniques. The flowers are actinomorphic, trimerous,
dichlamydeous, heterochlamydeous, with double petal appendages, six stamens,
gamocarpelar, tricarpellate ovary, with septal nectaries and a large number of ovules.
Aspects of the floral biology involved in reproduction were assessed by stigma receptivity,
pollen morphology, viability and in vitro pollen grain germination. The species produce large
amounts of pollen grains with high reproductive capacity, pollen viability higher than 93%, in
vitro germination higher than 80% and stigma is receptive throughout the day. The floral
ontogeny of A. correia-araujoi is centripetal, the primordia develop sepals, petals, stamens
and pistil. The petal appendages are formed in the final stages of floral development. The
cellular changes, and the distribution pattern of pectins and AGPs were characterized by
cytochemical analysis with IKI and DAPI, and immunocytochemistry and
immunofluorescence with antibodies for RNA, esterified pectins (JIM7) de-esterified (JIM5)
and AGPs (LM2 , LM6, MAC207, JIM13, JIM14) and analyzed by confocal microscopy. Various
spatio-temporal distribution patterns of pectins and AGPs were characterized and may be
used as male gametophyte development markers. The observations made in this work
provide data on reproductive aspects of the species studied, and can be further used in
breeding and conservation programs, and haploid production.

Keywords: AGPs. Bromeliad. Gametophytic development. Floral morphology. Pectin.
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1 INTRODUGAO

A familia Bromeliaceae é composta por aproximadamente 3.250 espécies e milhares
de hibridos, distribuidos em 58 géneros (LUTHER, 2010), dispersas em florestas tropicais e
subtropicais Umidas da América do Sul e Central, e apenas uma Unica espécie nativa do
Oeste da Africa, Pitcairnia feliciana (A. Chev.) Harms & Mildbraed (SMITH; DOWNS, 1974;
GIVNISH et al.,, 2007). Desde a publicacdo da monografia de Smith e Downs (1974; 1977,
1979), a classificagdo taxonOmica da familia tem sofrido diversas modificacGes.
Recentemente, Givnish et al. (2007; 2011), baseando-se em analises moleculares,
propuseram uma nova classificacdo de Bromeliaceae com oito subfamilias (Brocchinioideae,
Bromelioideae, Hechtioideae, Lindmanioideae, Navioideae, Pitcairnioideae, Puyoideae e
Tillandsioideae).

O maior centro de diversidade da familia Bromeliaceae encontra-se no Brasil, nos
dominios de Mata Atlantica, estima-se que o pais abrigue mais de 50% das espécies e 80%
dos géneros, sendo mais de 85% das espécies existentes, endémicas (MARTINELLI et al.,
2008; FORZZA et al., 2014).

O interesse ornamental por espécies dessa familia resultou em uma crescente
demanda e exploragdo das espécies na natureza (ROE et al., 2002; BERED et al., 2008;
MARTINELLI et al., 2008). A importancia econdmica ornamental e o papel ecoldgico das
espécies nativas, bem como o risco de sua extin¢do resultante da reducdo da cobertura
florestal, motivam estudos com Bromeliaceae. Considerando que o Brasil possui a maior
diversidade de bromélias do mundo, o estabelecimento de programas de melhoramento
genético e conservacdo, associado a ferramentas biotecnolégicas sdo uma eficiente
estratégia para o melhor aproveitamento de espécies nativas de interesse no mercado
ornamental.

Como as espécies nativas Aechmea correia-araujoi E. Pereira & Moutinho, Aechmea
gamosepala Wittm, Vriesea ensiformis (Vell.) Beer e Vriesea saundersii (Carriere) E. Morren
ex Mez, de distribuicdo praticamente restrita a Mata Atlantica. A. correi-araujoi ¢ uma
espécie epifita de médio porte, encontrada exclusivamente no estado da Bahia. Apresenta
inflorescéncia com bracteas vermelhas e folhas variegadas (LEME, 1998; FORZZA et al.,
2014). A. gamosepala de habito epifito e terrestre, possui inflorescéncia rosa e azul com

durabilidade de aproximadamente trinta dias (ARAUJO; FISCHER; SAZIMA, 2004; FORZZA et
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al., 2014). V. ensiformisé é uma espécie epifita, de folhas esverdeadas que contrastam com
as bracteas vermelhas da sua inflorescéncia, que envolvem as flores (SIQUEIRA FILHO; LEME,
2006). V. saundersii € uma espécie endémica do estado do Rio de Janeiro que apresenta
folhas coriaceas providas de maculas vermelho vinosas na superficie e inflorescéncia
composta de cor amarela (LEME; COSTA, 1998; FORZZA et al., 2014). Essas espécies
apresentam alguma categoria de ameca, A. gamosepala foi considerada extinta e em perigo
(CONSEMA-RS, 2002; SMA-SP, 2002), V. ensiformis tem sido alvo de extrativismo seletivo de
plantas ornamentais (SIQUEIRA FILHO; LEME, 2006), V. saundersii foi considerada
criticamente em perigo de extingdo (MARTINELLI et al., 2008), atualmente é indicada como
espécie de interesse para pesquisa e conservacao, devido a sua distribuicdo restrita, assim
como a espécie A. correi-araujoi (MARTINELLI; MORAES, 2013).

O conhecimento prévio das espécies é um pré-requisito para o estabelecimento de
programa de melhoramento, tornando estudos da morfoanatomia floral, aspectos
reprodutivos envolvidos no processo de polinizacdo, além do estudo detalhado do
desenvolvimento floral e desenvolvimento gametofitico, masculino e feminino, que
integram a caracterizacdo dos processos envolvidos na reproducado, essenciais.

O estudo do desenvolvimento gametofitico masculino é importante para a realizagdo
de estudos celulares, moleculares e a aplicacdo de técnicas biotecnoldgicas visando o
melhoramento genético, como a geracao de plantas haploides por embriogénese a partir
dos micrésporos ou pdlen (SEGUI-SIMARRO, 2010; GERMANA, 2011; DWIVEDI, et al., 2015).
A utilizacdo dessa técnica requer o conhecimento prévio do desenvolvimento gametofitico
masculino, porque a inducdao de embriogénese a partir do micrésporo é alcancada em fases
especificas do desenvolvimento, nos quais o micrésporo é capaz de se reprogramar da via
gametofitica para a esporofitica (TOURAEV; PFOSSER; HEBERLE-BORS, 2001; SEGUI-
SIMARRO, 2010).

O desenvolvimento gametofitico masculino é acompanhado de diversas modificacées
na atividade celular e na organizacdo estrutural dos compartimentos celulares,
dependentes, aparentemente de uma rede de eventos de sinalizacdo, em grande parte
indefinida, envolvendo moléculas de diferentes tipos (PREUSS, 2002). A parede celular é um
compartimento dinamico composto principalmente por pectinas que variam o seu estado de
esterificacdo durante a diferenciac3o e crescimento celular (WILLATS et al., 2001b; BARANY

et al., 2010b). Proteinas arabinogalactanas (AGPs) sdo glicoproteinas presentes na parede
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celular, com um papel fundamental em diversos processos do desenvolvimento de plantas,
incluindo o desenvolvimento do grao de pdlen (EL-TANTAWY et al., 2013). As modificacGes
celulares e o padrdo de distribuicdo de pectinas esterificadas e ndo-esterificadas, e AGPs
durante o desenvolvimento gametofitico masculino foram caracterizadas como marcadores
de fases do desenvolvimento gametofitico em espécies modelo, podendo contribuir para o
aprofundamento biotecnolégico em Bromeliaceae.

Nesse contexto, o objetivo desse trabalho foi descrever as bromélias ornamentais
nativas da Mata Atlantica brasileira Aechmea correia-araujoi, Aechmea gamosepala, Vriesea
ensiformis e Vriesea saundersii, quanto a micromorfologia floral, aspectos reprodutivos
envolvidos no processo de polinizacdo, desenvolvimento floral e desenvolvimento
gametofitico, como mecanismos de preservagado e produc¢ao comercial destas espécies. Para
atingir esses os objetivos foram definidos os seguintes objetivos especificos: descrever a
morfologia e anatomia floral, e aspectos reprodutivos envolvidos no processo de
polinizacdo, como estrutura floral, receptividade do estigma, morfologia, ultraestrutura,
viabilidade e germinacao de graos de pdlen (capitulo 3); Analisar o desenvolvimento floral,
do dévulo e grao de pdlen de A. gamosepala e o desenvolvimento floral e do évulo de A.
correia-araujoi e estabelecer uma relacdo entre o tamanho do bot3do floral e as fases de
desenvolvimento (capitulo 4); Por fim, identificar as modificacGes celulares e determinar o
padrdo de distribuicdo de pectinas (esterificadas e ndo-esterificadas) e AGPs, durante o
desenvolvimento gametofitico masculino das duas espécies de Aechmea, na busca de
marcadores de fases com uso potencial na embriogénese a partir de micrésporos

(capitulo 5).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 A familia Bromeliaceae

A familia Bromeliaceae Juss. é considerada monofilética e integra a ordem Poales
(GIVNISH et al., 2007; APG, 2009). O parentesco com os demais membros dessa ordem ainda
é controvérsio, porém a presenca de nectdrios septais e flores epigenas a difere das demais
familias (SAJO; RUDALL; PRYCHID, 2004). Diferentes hipdteses apontam para o
posicionamento pleisiomérfico de Bromeliaceae, que juntamente com Typhaceae e
Rapateaceae, compde as Poales basal (LINDER; RUDELL, 2005; GIVNISH et al., 2010).

A familia é composta por cerca de 3.250 espécies, 58 géneros e milhares de hibridos
(LUTHER, 2010), dispersas em grande parte dos ecossistemas americanos, desde o sudeste
dos EUA a florestas tropicais e subtropicais Umidas da América Central e do Sul, e ocorréncia
de uma Unica espécie no Oeste da Africa, Pitcairnia feliciana (A. Chev.) Harms & Mildbraed,
cuja presenca é atribuida a uma dispersao a longa distancia em um periodo relativamente
recente. Sdo considerados trés centros de diversidade para a familia, do norte dos Andes até
o México e Antilhas, Planalto das Guianas e leste do Brasil, nos dominios de Mata Atlantica
(SMITH; DOWNS, 1974; GIVNISH et al., 2007; 2011).

A maioria dos representantes da familia é caracterizada pela forma de vida epiffita,
embora existam também representantes terrestres e rupicolas (MARTINELLI et al., 2008).
Apresenta caule reduzido, folhas alternas espiraladas, recobertas por tricomas
especializados (escamas foliares, escamas peltadas, tricomas peltados), em geral formando
uma roseta (DAHLGREN; CLIFFORD; YEO, 1985; SMITH; TILL, 1998).

O Brasil é o maior centro de diversidade da familia, com maior taxa de endemismo,
sdo registrados 44 géneros e 1.343 espécies, das quais 1.174 sdao endémicas do territério
brasileiro (FORZZA et al., 2014). Ocorre em todos os ecossistemas com maior concentracao
na Mata Atlantica, que apresenta maior riqueza de espécies e endemismo, sdo registradas
911 espécies, o que corresponde a mais de 65% do total (BENZING, 2000; LEME, 2003;
WANDERLEY; MARTINS, 2007; WENDT et al., 2008; FORZZA et al., 2014).

Desde a publicagdo da monografia de Smith e Downs (1974, 1977, 1979) a
classificagdo taxon6mica da familia tem sofrido diversas modificagdes. Ao longo do século XX

a familia foi tradicionalmente subdividida em trés subfamilias Pitcairnioideae,
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Tillandsioideae e Bromelioideae, baseada em caracteristicas morfoldgicas, tais como posicao
do ovario, tipo de fruto, semente e tegumento, margem das folhas e forma de vida (SMITH;
DOWNS, 1974; 1977; 1979; BENZING, 2000). Mais recentemente, Givnish et al. (2007; 2011),
baseando-se em andlises moleculares, propuseram uma nova classificagdo em oito
subfamilias: Brocchinioideae, Bromelioideae, Hechtioideae, Lindmanioideae, Navioideae,
Pitcairnioideae, Puyoideae e Tillandsioideae. Bromelioideae e Tillandsioideae se mantém
como grupos monofiléticos e Pitcainioideae é segregada em seis subfamilias, sendo
Pitcairnioideae e Navioideae re-circunscritas, e quatro novas subfamilias, Brocchinioideae,
Hechtioideae, Lindmanioideae, Puyoideae sdo propostas.

Diversos estudos de caracterizacdo tém sido realizados para revisdao de géneros,
subgéneros e complexos de espécies (FARIA; WENDT; BROWN, 2004; FORZZA, 2005;
SIQUEIRA FILHO; LEME 2006; COSTA; RODRIGUES; WANDERLEY, 2009; VERSIEUX, 2009;
FARIA WENDT; BROWN, 2010). As abordagens tém fornecido importante contribuicdo ao
conhecimento da morfologia e taxonomia da familia. Porém, ainda persistem lacunas de
conhecimento para a compreensdo do parentesco entre os géneros, especialmente nas
subfamilias Bromelioideae e Tillandsioideae, aa quais pertencem as espécies estudadas
neste trabalho, assim como dos relacionamentos infragenéricos, especialmente nos géneros
mais ricos, Aechmea, Vriesea, Tillandsia e Neoregelia (TARDIVO, 2002; FARIA; WENDT;
BROWN, 2004; MARTINELLI et al., 2008; COSTA; GOMES-DA-SILVA; WANDERLEY, 2014;
2015). Essas inconsisténcias ocorrem principalmente pelo alto indice de homoplasia
morfoldgica, bem como a baixa resolu¢do obtida através das regides genomicas plastidiais

empregadas (GIVNISH et al., 2007).

2.1.1 O Género Aechmea

O género Aechmea Ruiz & Pav. é um dos maiores da familia, pertence a subfamilia
Bromelioideae e possui mais de 280 espécies, agrupadas em oito subgéneros (LUTHER, 2010;
BUTCHER; GOUDA, 2015). No Brasil sdo registradas 184 espécies sendo 159 endémicas.
Ocorrem do norte ao sul do Brasil, em diferentes ecossistemas, a Mata Atlantica é
considerada o centro de diversidade do género, sendo citadas 156 espécies (MARTINELLI et
al., 2008; FORZZA et al., 2014; MACIEL; LOUZADA; ALVES, 2015). A combinagdo de uma

grande diversidade estrutural e morfolégica com a precariedade do conhecimento acerca da
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delimitacdo consistente de suas espécies e, consequentemente, dos préprios géneros e
subgéneros, faz de Aechmea um dos mais importantes desafios da pesquisa taxonémica da
atualidade (SMITH; DOWNS, 1979; SIQUEIRA FILHO; LEME, 2006; WANDERLEY; MARTINS,
2007; GIVNISH et al., 2011).

As plantas sdo epifitas, terricolas ou rupicolas, as folhas lepidotas em ambas as faces,
densamente rosuladas ou disticas, com bainha bem desenvolvida, geralmente formando
tangue e |lamina com margem serrilhada a aculeada. Apresentam inflorescéncias simples ou
composta, excedendo ou inclusa na roseta foliar, sustentada por escapo ereto ou levemente
recurvo, composta por bracteas florais geralmente livres ou parcialmente conatas com os
entrends dos ramos. As flores sdo sésseis ou raramente pediceladas, disticas ou polisticas, as
sépalas sdo livres ou conatas, as pétalas sdo livres providas, na face interna, de dois
apéndices basais desenvolvidos, reduzidos ou rudimentares, geralmente com duas
calosidades longitudinais. Estames inclusos, livres ou adnatos as pétalas com anteras
dorsifixas. O ovario é infero, com hipanto formando ou ndo tubo, dvulos geralmente
caudados (SMITH; DOWNS, 1979, WANDERLEY; MARTINS, 2007).

Polinizagao por aves, principalmente beija-flores, mas também ha registros de
abelhas, mamangavas, borboletas, vespas e mariposas (MARTINELLI, 1994; VARASSIN;
SAZIMA, 2000; ARAUJO; FISCHER; SAZIMA, 2004; LENZI; MATOS; ORTH, 2006; MATALLANA
et al.,, 2010).

2.1.2 O Género Vriesea

O género Vriesea Lindl. é o terceiro maior na familia Bromeliaceae, pertence a
subfamilia Tillandsioideae, sendo composto por aproximadamente 280 espécies, divididas
em duas secbes Vriesea e Xiphion, reconhecido como polifilético (GIVNISH et al., 2011;
LUTHER, 2010; FORZZA et al., 2014). A secdo Vriesea inclui espécies com inflorescéncias
simples e compostas, com bracteas florais infladas ndo involutas, alaranjadas ou amareladas
e estames exsertos. A secao Xiphion inclui espécies com brdcteas florais esverdeadas ou
amarronzadas e estames inclusos na corola (BENNETT, 2000; COSTA; RODRIGUES;
WANDERLEY, 2009; LUTHER, 2010).

Com espécies distribuidas em toda a América desde o México e Cuba até o sul do

Brasil e nordeste da Argentina, o género tem dois centros de diversidade, América Central,
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Caribe e norte da América do Sul, e o outro fica no leste do Brasil, nas regides de Mata
Atlantica, com 166 espécies (SMITH; DOWNS, 1977; MARTINELLI et al., 2008). Atualmente,
sdo registradas 219 espécies, 208 endémicas que se encontram distribuidas na costa
atlantica brasileira entre o nordeste e sul do Brasil, predominantemente no Bioma Atlantico,
onde é o género com maior niumero de espécies na familia (SIQUEIRA FILHO; LEME, 2006;
MARTINELLI et al., 2008; COSTA; RODRIGUES; WANDERLEY, 2009; FORZZA et al., 2014).

Sdo espécies de crescimento lento, epifitas, rupicolas, saxicolas ou terrestres,
apresentam folhas em roseta, formando tanque, inteiras. Inflorescéncia simples ou
composta, escapo geralmente conspicuo podendo variar de ereto a péndulo, com bractea
floral geralmente conspicua. As flores sdo disticas ou secundas com sépalas livres, simétricas
ou subsimétricas, pétalas livres ou curtamente conatas com apéndices petalineos basais na
face interna, firmes, eretos ou encurvados, raramente ausentes; estames inclusos ou
exsertos; ovario supero, pluriovulado e évulos caudados (BENZING, 2000; STRINGHETA et al.,
2005; SIQUEIRA FILHO; LEME, 2006; COFFANI-NUNES et al., 2010; COSTA; GOMES-DA-SILVA;
WANDERLEY, 2014).

Apresenta antese diurna ou noturna, flores inodoras ou com odor, corola tubular ou
campanulada, geralmente associada ao sistema de polinizagdo por aves e morcegos

(BENZING, 2000; STRINGHETA et al., 2005; SIQUEIRA FILHO; LEME, 2006; ).

2.1.3 Importancia ecoldgica

As bromélias desempenham importante papel ecolégico nos ecossistemas naturais e
afetam muitos aspectos do ecossistema que habitam. Abrigam uma grande diversidade de
organismos, contribuem com a sustentabilidade e diversidade do ecossistema, producao e
ciclagem de nutrientes pelas espécies epifitas, além de servir como fonte de energia e
nutrientes a diversos organismos associados, como beija-flores, morcegos, abelhas e
formigas mutualistas (MARTINELLI, 1997; BENZING, 2000; OLIVEIRA, 2004).

As relagOes planta-polinizador estdo bem documentadas para a familia, sendo
indicada como a familia mais importante no fornecimento de néctar volumoso e
concentrado, para mais de 35% das espécies de beija-flores da Mata Atlantica brasileira
(MARTINELLI, 1997; BUZATO; SAZIMA; SAZIMA, 2000; SAZIMA et al., 2000; SIQUEIRA FILHO;

MACHADO, 2006). A presenca de fitotelma (tanque) em muitas espécies, formado pela
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sobreposicao das bainhas foliares, acumula dgua, matéria organica e inorganica, criando um
micro-ambiente propicio para o estabelecimento e crescimento de outras espécies vegetais
e uma fauna variada (BENZING, 2000; SCARANO, 2002; LOPEZ; ALVES; RIOS, 2009;). Atuam
como indicadores ambientais, criam um ambiente para estudos observacionais e
experimentais sobre uma ampla gama de questGes bioldgicas, incluindo a botanica
sistematica, interacdo entre plantas, ecofisiologia e mecanismos de mudanca evolutiva
(FOISSNER et al., 2003; GLIO; BAR; MONTEIRO, 2010; GALINDO-LEAL et al., 2011).

No entanto, a crescente demanda por bromélias ornamentais, ainda impulsiona o
extrativismo predatdrio de muitas espécies para comercializacdo (NEGRELLE; MITCHELL;
ANACLETO, 2012). O alto grau de endemismo da familia, que concentra cerca de 27% dos
taxons da familia na Mata Atlantica (FORZZA et al., 2014) e a reducdo e fragmentacdo desse
bioma (MYERS et al., 2000), vem provocando grandes danos ambientais, dentre estes a
reducdo da diversidade especifica, levando muitas espécies a uma erosdo genética
significativa, contribuindo para o aumento do nimero de plantas vulneraveis, ameacadas de
extincdo ou até mesmo em extingdo (COFFANI-NUNES, 2002; BERED et al.,, 2008;
MARTINELLI et al., 2008). Martinelli e Moraes (2013) citam um total de 202 espécies de
Bromeliaceae em alguma categoria de ameaca, sendo 111 em perigo, 30 vulneraveis e 61
criticamente em perigo. O desenvolvimento de estratégias para o aproveitamento de
espécies nativas no mercado ornamental é fundamental para o estabelecimento de um
sistema de cultivo racional e preservacao das espécies, pois possibilita o fornecimento de

plantas ao mercado, desencorajando o extrativismo (ARANDA-PERES; RODRIGUEZ, 2006).

2.1.4 Potencial ornamental

O cultivo e comercializagdo de Bromeliaceae como plantas ornamentais é secular
(SMITH, 1955). Nas utimas décadas, a crescente demanda de mercado tem sido responsavel
pelo aumento na producdo e comercializacdo de bromélias (COFFANI-NUNES, 2002; BERED
et al., 2008). Caracteristicas como fdacil adaptacdo, belas formas e cores, originalidade,
durabilidade e versatilidade, tornam as espécies dessa familia cada vez mais apreciadas no
mundo todo, para ornamentag¢ao de interiores e exteriores, representando um segmento de

importancia econdmica para o mercado de flores e plantas ornamentais (COFFANI-NUNES,
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2002; TERAO; CARVALHO; BARROSO, 2005; BERED et al.,, 2008; ANACLETO; REJANE;
NEGRELLE, 2013).

A Europa detém o maior mercado produtor e consumidor de bromélias do mundo, na
Holanda e Bélgica estao as maiores multinacionais. Essas empresas realizam melhoramento
genético e cultivo comercial em grande escala ha décadas e muitas delas possuem grande
nimero de cultivares exclusivas protegidas por patentes. Em 2008, o volume de bromélias
comercializadas na Europa atingiu 25 milhdes de vasos. Apesar de ser o centro de
diversidade da familia a produgdo brasileira é considerada pequena em comparagdao aos
grandes produtores, em 2008 o volume de bromélias comercializadas no Brasil ndo passou
de 2 milhGes de vasos (CHONE, 2011).

Apesar disso, o mercado brasileiro de flores e plantas ornamentais tem registrado
crescimento de 10 a 15% ao ano, na ultima década (IBRAFLOR, 2013). A producdo de
bromélias esta concentrada no estado de Sao Paulo, especificamente na regido de Campinas
e Holambra. A producdo consiste basicamente de hibridos desenvolvidos nos EUA e mais
umas poucas espécies melhoradas. Dentre as espécies cultivadas, destacam-se espécies dos
géneros Aechmea, Guzmania, Neoregelia, Tillandsia e Vriesea (PAULA, 2005; JUNQUEIRA;
PEETZ, 2008). Considerando a crescente demanda do mercado e a grande diversidade de
formas e riqueza de espécies nativas, com fins ornamentais, existe um mercado enorme a

ser explorado.

2.1.5 Espécies em estudo

Aechmea correia-araujoi E. Pereira & Moutinho, Aechmea gamossepala Wittm,
Vriesea ensiformis (Vell.) Beer e Vriesea saundersii (Carriere) E. Morren ex Mez, sao espécies
nativas, com distribuicdo praticamente restrita a Mata Atlantica, comercializadas como

plantas ornamentais (Figura 1.1).
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Figura 1.1 - Plantas adultas de Aechmea correi-araujoi (A), Aechmea gamosepala (B), Vriesea
ensiformis (C) e Vriesea saundersii.

A espécie Aechmea correi-araujoi é uma espécie epifita de médio porte, endémica do
Brasil, exclusivamente encontrada no estado da Bahia, onde floresce no periodo seco, entre
outubro e dezembro. Apresenta caracteristicas de planta de vaso, a presenca de bracteas
vermelhas na inflorescéncia e folhas variegadas lhes confere valor ornamental (LEME, 1998;
FORZZA et al., 2014).

Aechmea gamosepala ocorre nas regidoes de Mata Atlantica dos estados de Sao
Paulo, Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. E uma planta ornamental de habito
epifito e terrestre, floresce de dezembro a fevereiro e a inflorescéncia rosa e azul dura

aproximadamente 30 dias (ARAUJO; FISCHER; SAZIMA, 2004; FORZZA et al., 2014). A espécie
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foi considerada presumivelmente extinta, pela lista vermelha da flora de Sao Paulo (SMA-SP,
2002) e em perigo na lista vermelha da flora do Rio Grande do Sul (CONSEMA-RS, 2002).

Vriesea ensiformis é uma espécie epifita, endémica do Brasil, tipica do sub-bosque da
Mata Atlantica de Pernambuco a Santa Catarina, onde ocorre em altitudes préximas ao nivel
do mar até cerca de 1.000m. As folhas esverdeadas contrastam com as longas bracteas
vermelhas da sua inflorescéncia. Possui periodo de floracdo de dezembro a abril, e de
acordo com Siqueira Filho e Leme (2006), essa espécie tem sido alvo do extrativismo seletivo
de plantas ornamentais que tem contribuido para o desaparecimento de muitas espécies da
flora.

Vriesea saundersii € uma espécie rupicola, endémica do estado do Rio de Janeiro, que
cresce nas encostas rochosas e nas florestas Uumidas do litoral até 400m de altitude.
Apresenta folhas coridceas providas de maculas vermelho-vinosas na superficie e
inflorescéncia composta de cor amarela com periodo de floracdo de dezembro a margo
(LEME; COSTA, 1998; FORZZA et al., 2014). Descrita pela primeira vez por A. Carriére (1872),
destacou a beleza de suas folhas, com tons purpureos e mdculas vinosas, por muitas décadas
foi sistematicamente confundida com V. botafoguensis Mez. V. saundersii apresenta porte
mais robusto, com inflorescéncia frouxamente ramificada e flores com estames inclusos
(LEME; COSTA, 1998).

Muito difundida no passado, a espécie foi considerada criticamente em perigo de
extingdo devido a acdo antrdpica (MARTINELLI et al., 2008). Atualmente ndo é considerada
ameacada, porém é indicada como espécie de interesse para pesquisa e conservacao, devido
a sua distribuicdo restrita e caréncia de dados sobre a espécie (MARTINELLI; MORAES, 2013).

O melhoramento genético convencional, aliado a ferramentas biotecnoldgicas
constituem-se em uma eficiente estratégia para o aproveitamento e conservacao dessas
espécies que apresentam alguma categoria de ameaca e/ou distribuicdo restrita. No
entanto, a conducdo de programas de melhoramento e preservacdo requer
obrigatoriamente o conhecimento das espécies, tornando estudos de caracterizacao
essenciais, como o estudo da morfoanatémia floral, aspectos reprodutivos envolvidos no
processo de polinizacdo, além do estudo detalhado do desenvolvimento floral e
desenvolvimento gametofitico, que integram a caracteriza¢do dos processos envolvidos na

reproducao.
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2.1.6 Morfoanatomia floral e aspectos reprodutivos de Bromeliaceae

Estudos de caracterizagdo morfoldgica, com o objetivo de descrever espécies e/ou
género, tém sido utilizados ao longo da historia taxondmica de Bromeliaceae. A
caracterizacdo morfolégica do estigma (BROWN; GILMARTIN, 1984; VARADARAIJAN;
BROWN, 1988), classificados em cinco tipos, simples-ereto, cupulado, conduplicado-espiral,
lamina convoluta e coraliforme (BROWN; GILMARTIN, 1989). A superficie estigmatica,
analisada por Heslop-Harrison e Shivanna (1977), tipos de apéndices petalares (BROWN;
TERRY 1992), pdlen e pistilo (VERVAEKE et al.; 2003) e a presenca de apéndices nos évulos e,
consequentemente, nas sementes (PALACI; BROWN; TUTHILL, 2004), foram alguns dos
critérios morfoldgicos estudados em espécies desta familia.

Quanto a anatomia floral podemos citar os trabalhos de Okimoto (1948), sobre
anatomia e histologia de inflorescéncia e fruto de abacaxi, Kulkarni e Pai (1982), sobre
anatomia floral com referéncia ao nectdrio, Arrais (1989) sobre vascularizacdo floral, o de
Bernardello, Galetto e Juliani (1991) e Stahl et al. (2012) que estudaram a estrutura do
nectario, Sajo, Prychid e Rudall (2004), que analisaram a estrutura e desenvolvimento do
ovulo e Sajo, Rudall e Prychid (2004) sobre anatomia floral com referéncia aos nectarios e
posicionamento do ovario, a maioria com enfoque filogenético e taxon6mico, em que o
objetivo principal era descrever espécie e/ou género.

O grdo de pdlen é a unidade funcional da polinizagdo (PACINI, 2000; PACINI; HESSE,
2004), caracteristicas polinicas como tamanho, forma, ornamentacdo, estratificacdo e a
presenca de polenkit (HESSE, 2000), mostram uma relacdo entre o grao de pdlen e o tipo de
polinizador, como é o caso de Leguminosae (FERGUSON; SKVARLA, 1982) e Orchidaceae
(LUMAGA; COZZOLINO; KOCYAN, 2006). A morfologia polinica de Bromeliaceae, estudada
por diversos autores, apresenta uma diversidade de formas e tamanhos, com a presenca de
grdos de pdlen sulcados, biporados ou poliporados e inaperturados (EHLER; SCHILL, 1973;
ERDTMAN; PRAGLOWSKI, 1974; WANDERLEY; MELHEM, 1991; HALBRITTER, 1992; SOUSA;
WANDERLEY; CRUZ-BARROS, 1997; FORZZA; WANDERLEY, 1998; HALBRITTER; TILL, 1998;
LEME, 1998; TARDIVO; RODRIGUES, 1998; SOUZA; MENDONCA; GONGCALVES-ESTEVES, 2004;
MOREIRA; CRUZ-BARROS; WANDERLEY, 2005; MOREIRA, 2007). No entanto, caracteristicas
morfoldgicas especificas relacionadas com o polinizador sdo raras e dificeis de demonstrar

(HESSE, 2000).
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Uma das caracteristicas do grdo de pdlen é a sua parede (VIZCAY-BARRENA; WILSON,
2006). O conhecimento das diferentes camadas que compdem a parede do grao de pdlen é
muito importante, ja que estas possuem a funcdo de protecdo contra a dessecacdo, ataque
bacteriano e flngico e, também, por alojarem nas cdmaras da columela substancias
guimicas que determinam os sistemas de autoincompatibilidade (BEDINGER, 1992).

A parede do grao de pdlen é resistente, composta por duas camadas, a exina e intina.
A exina, composta por esporopolenina é a camada mais externa, a primeira a ser formada, é
estratificada em sexina, camada ornamentada mais externa, e nexina, camada interna. A
sexina compreende a columela e o teto, que pode estar ausente (sexina intectada) ou
parcialmente presente (sexina semitectada). A nexina é composta pela endonexina e “foot
layer”, que sustentam a columela e o teto (HESSE; HALBRITTER; ZETTER, 2009; VIZCAY-
BARRENA; WILSON, 2006). A intina é a camada mais interna do grdo de pélen, depositada
apo6s a formacgao da exina, composta por microfibrilas de celulose, pectinas, hemicelulose e
polissacarideos (OWEN; MAKAROFF, 1995 ).

A viabilidade germinativa dos graos de pélen é considerada uma medida de fertilidade
masculina que permite a fecundacdo e torna possivel o cruzamento entre espécies de
potencial econdmico que apresentam floracdo em épocas distintas (OLIVEIRA; MAUES;
KALUME, 2001), pode ser estimada por métodos colorimétricos e germinagao in vitro
(MUNHOZ et al, 2008).

Segundo Frankie et al. (1983), atributos morfolégicos e anatomicos da flor estdo
diretamente relacionados ao processo de polinizacao, podendo facilitar ou dificultar a acao
dos visitantes seja pela associacdo entre o tamanho corporal dos animais e as dimensdes
florais, ou pela localizagdo dos recursos na flor, sendo que quando essas caracteristicas
convergem, podem resultar no sucesso reprodutivo.

Aliados aos estudos de caracterizagdo morfoanatémica, aspectos da biologia floral
relacionados ao processo de polinizacdo, tais como variacdes morfoldgicas da flor, horario
da antese, viabilidade e germinac¢ao de grdao de pélen e receptividade do estigma, auxiliam
na compreensao do processo reprodutivo permitindo a aplicacdo de praticas de manejo e
melhoramento mais apropriadas (PARTON et al., 2002; VERVAEKE et al., 2003; LENZI;
MATOS; ORTH, 2006; RIBEIRO, 2006; SILVA et al., 2006; SCROK; VARASSIN, 2011).

A receptividade dos estigmas é um fator fundamental para se determinar o melhor

periodo de deposicdo do pdlen na flor. Normalmente, o estigma receptivo produz
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substancias viscosas que facilitam a aderéncia do pdlen, garantindo, provavelmente, a
fertilizacdo com a formac3o de frutos e sementes (MAUES; COUTURIER, 2002).

Aspectos da biologia floral relacionados ao processo de polinizagao e fertilizagdo, que
garantem o sucesso reprodutivo, foram estudados em diferentes espécies de Bromeliaceae,
tais como variagGes morfoldgicas de flores da subfamilia Pitcairnioideae (VARADARAJAN;
BROWN, 1988; STAHL et al., 2012), hordrio da antese, receptividade do estigma, morfologia,
viabilidade e germinacdao de grdo de pdlen (WEN; RAO, 1979; PARTON et al., 2002;
VERVAEKE et al., 2003; SOARES et al.,, 2011) e a presenca de recursos e atrativos florais
relacionados aos polinizadores (BERNARDELLO; GALETTO; JULIANI, 1991).

2.2 Desenvolvimento floral

A flor é o 6rgdo reprodutivo das angiospermas onde ocorre a reproducao sexual e
também assexuada no caso da apomixia. O desenvolvimento floral é composto de diferentes
fases que resultam na formacdao de uma flor ou de um dos verticilos, tecidos ou células
componentes (FOSTER; GIFFORD JUNIOR, 1974).

O desenvolvimento floral é continuo, mas para facilitar o estudo, Tucker (1993)
dividiu o processo em trés fases. Inicial ou organogenética, que corresponde a determinacgao
da localizacdo dos verticilos florais, nimero de cada tipo e coordenac¢do de sua iniciacdo;
Intermediario ou de formacdo, periodo em que os verticilos florais comecam a expressar
suas formas até estarem todos formados e final, ou de diferenciacdo, que corresponde a
diferenciacdo de células e especializacdes.

O meristema floral da maioria das angiospermas produz quatro tipos de pecas florais
definidas espacialmente em verticilos especificos com desenvolvimento centripeto na
sequéncia: sépalas, pétalas, estames e carpelos. Os primdrdios iniciam-se simultaneamente,
ou sucessivamente. Caracteres expressos no inicio do desenvolvimento sdo usualmente
estaveis e caracterizam niveis supragenéricos de hierarquia (subfamilias, tribos), enquanto
estados de cardter que surgem tardiamente no desenvolvimento, geralmente caracterizam
géneros ou espécies (TUCKER, 1997).

Arabidopsis thaliana é a planta-modelo em estudos de desenvolvimento floral, o
processo compreendido do inicio do surgimento do primérdio floral até a abertura do botdo

floral (antese), pode ser dividido em doze fases (SMYTH; BOWMAN; MEYEROWITZ, 1990). A
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expressao e controle génico da identidade dos érgaos florais sdo determinados pelo modelo
ABC, que vem sendo amplamente estudado em plantas modelo como Arabidopsis e
Antirrhinum (BOWMAN; SMYTH; MEYEROWITZ, 1991; SCHWARZ-SOMMER et al., 1992;
SOLTIS et al., 2009; WOLLMANN et al., 2010).

Estudos de desenvolvimento floral ajudam a compreender o processo de
diferenciacdo floral e podem ser utilizados para testar hipdteses filogenéticas, relagdes
taxonbmicas e determinacdo de genes envolvidos na ontogénese floral (TUCKER, 1992;
TUCKER; DOUGLAS, 1994; TUCKER, 1997, MOCO; MARIATH, 2009; AlZZA, 2010). A
caracterizacdo do desenvolvimento floral em Bromeliaceae é relatada somente para Dyckia
racinage L.B.Sm. (DORNELES, 2013).

Caracteres provenientes do estudo desse processo em Bromeliaceae podem fornecer
importantes dados morfolégicos estruturais para a familia. Além disso, o estudo do
desenvolvimento das estruturas reprodutivas integra a caracterizacdo dos processos
envolvidos na reproducdo. Essas informacbes sdo importantes para o melhor

aproveitamento e preservac¢do das espécies.

2.3 Reprodugao sexuada

As angiospermas se caracterizam pela presenga de uma estrutura reprodutora
especifica, a flor, local em que ocorre a reproducdo sexual, que envolve o desenvolvimento
dos gametdfitos, a dupla fertilizacdo e o desenvolvimento do embrido (KOLTUNOW, 1993).

As plantas com flores possuem dois tipos de gametéfitos. O gametdfito masculino ou
grdao de pdlen, formado no interior dos sacos polinicos, nas anteras, a partir de células
diploides, que se diferenciam em células mde do micrésporo e se dividem por meiose,
formando quatro micrdsporos haploides que dardo origem aos graos de pdlen. O gametéfito
feminino, ou saco embrionario é formado no ovario, no interior do évulo, a patir de uma
Unica célula fértil diploide, que se diferencia em célula mae do megdsporo e apds meiose
origina quatro megdsporos haploides, trés deles se degeneram e o restante sofre mitoses
sucessivas, até formar o saco embrionario com sete células, a oosfera ou gameta feminino,
duas sinérgides, localizadas na regido micropilar do saco embrionario, trés antipodas,

localizadas no lado oposto e a célula central com dois ntcleos polares (LERSTEN, 2004).
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Ap0s a liberagdo ou retirada dos graos de pélen das anteras maduras, o grao de pdlen
é transfererido e depositado na supeficie estigmatica do gineceu, onde germina formando o
tubo polinico, por meio do qual as duas células espermaticas sdo transportadas até o saco
embrionario onde ocorrera a dupla fecundacdo. O nlcleo de uma célula espermatica se
funde ao nucleo da oosfera, originando o zigoto, que posteriormente desenvolve-se em um
embrido, enquanto o nucleo da outra célula espermatica se funde aos nucleos polares da
célula central, oiginando o endosperma triploide (CAETANO; CORTEZ, 2014). Apds o
processo de fecundacdo, uma série de eventos embriogénicos dara origem ao embrido que
determina o inicio da fase esporofitica (DREWS; YADEGARI, 2002). Os mecanismos
moleculares que regulam a gametogénese em angiospermas sdo pouco conhecidos

(ESTRADA-LUNA et al., 2002).

2.3.1 Desenvolvimento do saco embrionario

O gametdfito feminino, ou saco embrionario, se desenvolve dentro do ovario no
interior do évulo e é dividido em duas etapas, megasporogénese e megagametogénese.
A megasporogénese tem inicio com a diferenciagdo da célula mae do megdasporo a
partir da célula arqueosporial, localizada na camada subepidérmica do évulo (DREWS;
YADEGARI, 2002). Durante a megasporogénese, a célula mde do megasporo diploide é
envolvida por calose e apds duas divisbes meidticas forma quatro células haploides, os
megdasporos, que se dispdem alinhados no eixo calazal-micropilar. Trés deles se degeneram
e apenas um, localizado na por¢dao calazal, sobrevive, sendo denominado megasporo
funcional (ZANETTINI; LAUXEN, 2003).

Na megagametogénese, o megdsporo funcional sofre trés mitoses sucessivas,
produzindo um saco embriondrio constituido por trés antipodas, duas sinérgides, uma célula
central com dois nucleos polares e a oosfera (REISER; FISCHER, 1993). Depois de formadas,
as antipodas migram para a regido apical onde se encontra a calaza, por onde sdo
transferidos todos os nutrientes necessdarios. Os nucleos polares atingem a regido mediana
enquanto as sinérgides e a oosfera sdo alojadas na regido proxima a micrépila, por onde
ocorre a penetragao do tubo polinico conduzindo os nucleos reprodutivos responsaveis pela
dupla fertilizacdo. A andlise do gametdfito feminino é importante por ser parte integrante do

ciclo de vida da planta. (DREWS; YADEGARI, 2002).
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Poucos sdo os estudos relacionados ao desenvolvimento do dvulo em Bromeliaceae.
Rao e Wee (1979) caracterizaram o desenvolvimento gametofitico e a semente de Ananas
comosus cv. Masmerah. Sajo, Prychid e Rudall (2004) analisaram a estrutura do évulo e
megagametogénese de 10 géneros, em um contexto filogenético. Palaci, Brown e Tuthill
(2004) descrevem a ontogenia do dvulo e da semente de Catopsis Griseb. e Tillandsia Linn,
Conceicdo, De Toni e Costa (2007) o desenvolvimento do nucelo de Dyckia pseudococccinea,
Sartori (2008) a ontogénese do évulo de Vrieseae carinata WAWRA, Spat (2012) ontogénese
do 6vulo de Tillandsia aeranthos (Lois.) L. B. Sm. e recentemente Fagundes e Mariath (2014)
descreveram a ontogenia do d6vulo de Billbergia nutans incluindo uma descricdo

tridimensional do gametéfito feminino.

2.3.2 Desenvolvimento do grao de pdlen

O desenvolvimento do gametdfito masculino, ou grao de pdlen, ocorre na antera, no
interior de sacos polinicos, a partir de células arquesporiais e compreende a
microsporogénese e microgametogénese. O processo compreende modificacdes das células
externas da antera, diferenciacdo das células do tapete (PACINI; FRANCHI, 1993) e
desenvolvimento do grao de pdlen a partir da célula mae do micrésporo, mediante meiose e
mitoses haploides (PACINI, 1997).

Durante a microsporogénese as células arquesporiais diploides se diferenciam em
células mae do micrésporo. Essas células entram em divisdo meidtica e originam quatro
micrdsporos haploides, que inicialmente permanecem unidos numa tétrade envolta por uma
parede de calose. Durante a fase de tétrade ocorrem diferentes processos, um deles é a
formacao da exina, parede do grao de pdlen. Ao longo do desenvolvimento a enzima calase
é secretada e digere a parede de calose da tétrade, liberando os micrésporos (ZANETTINI;
LAUXEN, 2003).

Na fase de microgametogénese os micrésporos aumentam de tamanho e sofrem
grandes mudancas metabdlicas e estruturais que afetam o ndcleo e o citoplasma
(TESTILLANO, 1991; TESTILLANO et al., 1993; TESTILLANO et al., 2000; BARANY et al., 2010a).
O citoplasma do micrésporo se vacuolariza formando um grande vacuolo que polariza o
nucleo. A célula do micrésporo sofre mitose, dividindo-se assimetricamente, dando origem a

um grao de podlen bicelular formado por duas células, a célula vegetativa e a célula
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generativa de diferentes tamanhos e estrutura (MCCORMICK, 2004). A divisdao assimétrica é
um acontecimento chave nos diferentes destinos das células (TWELL; PARK; LALANNE, 1998;
PARK; TWELL, 2001). Esta primeira mitose marca o fim do desenvolvimento do micrésporo e
inicio do desenvolvimento do pdlen. O nucleo da célula vegetativa apresenta cromatina
muito descondensada, tipico de células transcripcionalmente ativas e no citoplasma aparece
um grande numero de plastidios, que se enchem de amido e outras moléculas de reserva
como lipidios ou polissacarideos (LERSTEN, 2004). Assim, no pdlen maduro, a célula
vegetativa possui uma grande quantidade de carboidratos e/ou reservas lipidicas junto com
transcritos e proteinas, necessdrias para o rapido crescimento do tubo polinico (PACINI,
1996). A célula generativa apresenta nucleo com cromatina muito condensada, préprio de
células com baixa atividade transcricional. Wagner et al. (1990) descrevem uma baixa
densidade de poros nucleares, indicativo de baixa atividade transcricional da célula
generativa, embora ocorra a expressao de genes relacionados a segunda mitose do pdlen
(JACOBS, 1992).

Nas etapas seguintes o grdao de pdlen sofre maturagao e é liberado pela deiscéncia da
antera. Na maioria das Angiospermas o grdao de pdlen é liberado na forma bicelular,
constituidos pelas células vegetativa e generativa que apresentam uma organiza¢ao nuclear
diferente, relacionada com as diferentes fun¢bes que tém na reprodugdo sexual das
angiospermas. Em outras espécies, a segunda mitose do pdlen ocorre na antera dando lugar
a um grdo de pdlen tricelular (MCCORMICK, 2004).

O desenvolvimento do grao de pdlen tem despertado o interesse de muitos
estudiosos pelo potencial biotecnoldgico visando ao melhoramento genético, através da
geracao de plantas haploides por embriogénese a partir dos micrésporos ou pdlen, para
geracao de novos materiais com uso potencial em cruzamentos intraespecificos e geracdo de
novos hibridos (SEGUI-SIMARRO, 2010; GERMANA, 2011; DWIVEDI, et al., 2015). Esta
metodologia tem sido utilizada principalmente em espécies de interesse agron6mico, sendo
relatada em um numero reduzido de espécies ornamentais, tais como anturio, begonia,
crisantemo, lirio, girassol, entre outras, ndo havendo relatos em Bromeliaceae, apesar do
uso potencial na geracdo de hibridos (FERRIE; CASWELL, 2011). A utilizacdo dessa técnica
requer o conhecimento prévio do desenvolvimento gametofitico masculino, pois a indugdo
de embriogénese a partir do micrésporo é alcancada em fases especificas do

desenvolvimento, nos quais o micrdsporo é capaz de alterar o seu desenvolvimento
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gametofitico e se reprogramar para a via esporofitica. Na maioria das espécies estudadas,
esta fase ocorre entre micrésporo vacuolado e pélen jovem bicelular (TOURAEV; PFOSSER;
HEBERLE-BORS, 2001; SEGUI-SIMARRO, 2010).

Poucos trabalhos descrevem o desenvolvimento do pdélen de Bromeliaceae, os
trabalhos existentes, em sua maioria, tém sido utilizados na resolucdo de questdes
taxonbmicas. Podemos destacar o estudo sobre a microsporogénese de Lindmania
pedunliflora  (LAKSHMANAN, 1967) e de Ananas comosus (RAO; WEE, 1979), a
microsporogénese e microgametogénese de Aechmea recurvata (SARTORI, 2008), Tillandsia
aeranthos (Lois.) L. B. Sm (SPAT, 2012), Dyckia pseudococcinea (MENDES; COSTA; DE TONI,
2012) e de Dyckia racinae L.B.Sm. (DORNELES, 2013). Vale ressaltar ainda o trabalho de Sajo
et al. (2005), que destaca caracteristicas da microsporogénese e do desenvolvimento da
antera de diferentes espécies de Bromeliaceae e o de Oliveira et al. (2015) que destaca a
distribuicdo de amido durante diferentes fases do desenvolvimento do pdélen de Aechmea
recurvata (Klotzsch.) L.B.Sm., Dyckia racinae L.B.Sm. e Tillandsia aeranthos (Loisel.) L.B.Sm.

Todas as etapas do desenvolvimento gametofitico masculino sdo acompanhadas de
diversas mudancas na atividade celular e na organizacdo estrutural dos compartimentos
celulares, que sdo aparentemente dependentes de uma rede de eventos de sinalizacdo, em
grande parte indefinida, envolvendo moléculas de diferentes tipos (PREUSS, 2002). Essas
moléculas podem funcionar como marcadores de fases do desenvolvimento gametofitico

masculino, podendo auxiliar em aplicacGes biotecnoldgicas.

2.4 Parede celular

A parede celular € um compartimento dindmico com uma estrutura complexa que
envolve as células vegetais e se localiza na parte exterior da membrana plasmatica,
influencia na determinacdo do tamanho e forma da célula, crescimento, desenvolvimento,
comunicacdo intercelular e na interagdo da célula com seu entorno (KNOX, 2008).

Geralmente é composta por trés partes fundamentais, parede primaria, lamela média
e parede secunddria. A parede primdria é a camada mais externa que se forma
imediatamente depois da divisdo celular, constituida por microfibrilas de celulose
embebidas em substancias pécticas e proteicas. A parede secundaria é a camada adjacente a

membrana plasmatica, se forma em algumas células ao termino do crescimento celular e
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comeco da especializacdo de cada tipo de célula, composta basicamente de fibras de
celulose e hemicelulose. Lamela média é uma estrutura formada principalmente de
substancias pécticas, responsavel por unir as paredes primdrias de células adjacentes
(BARANY et al., 2010a).

A parede celular primaria é composta fundamentalmente por polissacarideos,
enzimas e proteinas estruturais, que mudam sua composicdo e distribuicdo durante o
crescimento e diferenciacdo celular. Os polissacarideos sdo classificados em trés grupos,
celulose, hemicelulose e pectinas (BARANY et al., 2010a).

A complexidade estrutural dos polimeros de parede celular, aliada a existéncia de
grandes familias de genes envolvidos na sintese e modificacbes desses componentes, resulta
em uma ampla diversidade de configuragcdes macromoleculares de parede celular, com
diferentes alteracbes em tipos especificos de células, durante o crescimento e

desenvolvimento das plantas (KNOX, 2008).

2.4.1 Pectinas

Os polissacarideos pécticos sdo os componentes mais abundantes da maioria das
paredes primarias das eudicotiledoneas e em menor extensdo, das monocotiledoneas
(WILLATS, et al., 2001a). As pectinas englobam uma familia complexa e heterogénea de
polissacarideos que tém em comum a presenca de acido poligalacturénico (GalA) e
rhamnogalacturonano (Rha) (WILLATS et al., 2001a). Diferenciam-se quatro dominios de
polissacarideos principais, homogalacturonano (HGA), rhamnogalacturonano | (RGI),
rhamnogalacturonano Il (RGIl) e xilogalacturonano (XAG), que diferem na estrutura da
molécula e na diversidade de suas cadeias laterais (WILLATS, KNOX; MIKKELSEN, 2006;
PELLOUX; RUSTERUCCI; MELLEROWICZ, 2007; CAFFALL; MOHNEN, 2009).

As pectinas sdo sintetizadas no cis-Golgi, metilesterificadas no Golgi médio,
modificadas por cadeias laterais nas cisternas do tras-Golgi e finalmente segregadas na
parede celular, via exocitose (WILLATS; KNOX; MIKKELSEN, 2006). Sua estrutura pode ser
alterada de forma significativa, pela atividade de enzimas de parede celular (WILLATS; KNOX,
1999).

O homogalacturonano é o principal componente péctico, multifuncional e presente

na parede celular priméria de todas as plantas terrestres. E metilesterificado no Golgi e
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secretado na parede das células na forma altamente esterificada, mas pode ser
posteriormente desesterificado por uma pectina metilesterase, que catalisa a
desmetilesterificac3o liberando pectinas acidas e metanol (WILLATS et al., 2001b; BARANY et
al., 2010b).

A funcdo das pectinas ndo é muito clara (KNOX, 1997), a proporcdo de pectinas
esterificadas e ndo esterificadas e sua distribuicdo na parede de células vegetais esta
relacionada a diferentes processos celulares que incluem a regulacdo da adesdo célula-
célula, expansao celular, propriedades mecanicas da parede celular e participacdo em
eventos de diferenciacdo celular e organogénese (DOLAN; LINSTEAD; ROBERTS, 1997;
HASEGAWA et al., 2000; RYDEN et al., 2003; BALUSKA et al., 2005; DOMOZYCH et al., 2006).
Também estdo envolvidas na formacdo da parede do grao de pdlen, especialmente a
primexina (HESS; FROSCH, 1994; MAJEWSKA-SAWKA; RODRIGUEZ-GARCIA, 2006) e a intina
(BEDINGER, 1992; VAN AELST; VAN WENT, 1992; GEITMANN et al. 1995; LI et al., 1995;) com
acumulo nas regiGes de abertura do pdélen (TAYLOR; HEPLER 1997). Em graos de pdlen,
mudancgas na distribuicdo de pectinas tém sido estudadas e descritas durante o
desenvolvimento gametofitico de Arabidopsis thaliana (VAN AELST; VAN WENT, 1992),
Allium cepa L. (GOLASZWESKA; BEDNARSKA, 1999), Capsicum annuum (pimentdo) (BARANY
et al., 2010a, 2010b ) e Quercus suber (COSTA et al., 2014). No entanto, a distribuicdo e o
papel das pectinas durante o desenvolvimento gametofitico masculino de Bromeliaceae

ainda n3do sdo conhecidos.

2.4.2 Proteinas arabinogalactanas

Proteinas arabinogalactanas (AGPs) consistem uma classe de glicoproteinas ricas em
hidroxiprolina, estruturalmente complexas e amplamente distribuidas no reino vegetal
(SHOWALTER, 2001). Caracterizadas pela elevada proporgao de carboidratos (90 a 98%), em
gue a galactose e a arabinose sdo os monossacarideos predominantes e um pequeno nucleo
polipeptidico (1-10%) geralmente rico em hidroxiprolina, alanina, serina e treonina
(MAJEWSKA-SAWKA; NOTHNAGEL 2000; SHOWALTER, 2001).

As AGPs s3o encontradas em diferentes fases do desenvolvimento, células e tecidos,
sendo particularmente abundantes em paredes celulares, membranas plasmaticas e

secrecOes extracelulares (SHOWALTER, 2001). Podem ainda encontrar-se em corpos
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multivesiculares intracelulares e corpos multilamelares nos vacuolos (FERGUSON et al.,
1999).

As funcGes desempenhadas pelas AGPs ndo sdo muito claras, estudos tém
demonstrado multiplos papéis no desenvolvimento das plantas (MAJEWSKA-SAWKA,;
NOTHNAGEL, 2000). Estdo relacionadas com o crescimento e desenvolvimento, como
expansao, proliferacdo celular (SERPE; NOTHNAGEL, 1994; WILLATS; KNOX, 1996; CHAPMAN
et al., 2000; VAN HENGEL et al., 2001; VISSENBERG et al., 2001;) e diferenciacdo de tecidos
vegetativos e reprodutivos (CHEUNG; WANG; WU, 1995; WU; WANG; CHEUNG, 1995;
SEIFERT et al., 2002; VAN HENGEL; ROBERTS, 2002;).

Representadas por uma grande familia de genes numa ampla variedade de
angiospermas, sua ampla distribuicdo tem despertado interesse por seu potencial
envolvimento como marcador da identidade celular (KOHORN, 2000). No entanto, como as
moléculas de AGPs funcionam ou interagem com outros componentes celulares,
permanecem indeterminados, principalmente devido a complexidade de suas moléculas
(COIMBRA; PEREIRA, 2012).

Estudos demostram a relacdo das AGPs na reproducdo sexual em diferentes espécies,
como Actinidia deliciosa e Amaranthus hypocondriacus (COIMBRA; SALEMA, de 1997;
COIMBRA; DUARTE, 2003), Arabidopsis thaliana (COIMBRA et al., 2005; 2007; 2009; PEREIRA
et al.,, 2014) e Brassica napus (EL-TANTAWY et al.,, 2013), nesses estudos as AGPs foram
diferentementes expressas durante o desenvolvimento gametofitico.

Li et al. (1992) e Jauh e Lord (1996) verificaram que AGPs se depositam nas paredes
dos tubos polinicos e acredita-se que desempenhem importante papel no desenvolvimento
da antera e do grao de pdlen (PEREIRA et al., 2006; LEVITIN et al., 2008; COIMBRA et al.,
2009; MA; SUNDARESAN, 2010; COSTA et al., 2013) .

Estudos mostram que a expressdao das AGPs no desenvolvimento é regulada tanto
espacialmente (diferentes 6rgdos, tecidos ou tipos de células estdo associados a um
subconjunto caracteristico de AGPs) (CHASAN, 1994), como temporalmente (um tecido ou
orgao produz diferentes AGPs em diferentes fases do desenvolvimento) (GELL et al., 1986;
MAJEWSKA-SAWKA; NOTHNAGEL, 2000), tornando-se um importante marcador do

desenvolvimento reprodutivo.
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2.4.3 Imunolocalizacdao de pectinas e AGPs

AGPs e pectinas podem ser localizadas em tecidos e células, por imunolocalizacao,
através da utilizacdo de anticorpos monoclonais, obtidos a partir de ratos e camundongos,
que se ligam estruturalmente a antigenos/epitopos especificos e permitem visualizar a
distribuicdo dos componentes moleculares e mapear caracteristicas organizacionais (KNOX,
1997).

Os anticorpos monoclonais antipectinas JIM5 e JIM7, gerados apds a imuniza¢cdo com
protoplastos de cenoura, reconhecem respectivamente, um epitopo de homogalaturonano
desterificado e um epitopo que contém metil homogalaturonano esterificado. Juntamente
com os anticorpos anti-AGPs, JIM8, JIM13, JIM14, LM2, e MAC207, desenvolvidos
inicialmente apds procedimentos de imunizacdo com um complexo extrato de plantas, que
reconhecem predominantemente epitopos de hidratos de carbono, e o componente
arabinogalactano, tém sido utilizados extensivamente, em estudos de imunofluoréscencia
pela comunidade cientifica (KNOX, 1997; COIMBRA; PEREIRA, 2012), principalmente para a
caracterizacdo do grao de pdlen (ABREU; OLIVEIRA, 2004; PEREIRA et al., 2006; COIMBRA et
al., 2007; DARDELLE et al., 2010; NGUEMA-ONA et al., 2012; COSTA et al., 2013; MOLLET et
al., 2013). Apesar da presenca tecido-especifica de epitopos de hidratos de carbono em
AGP, estas investigacdes ndo permitem a caracterizacdo de um Unico tipo de AGP, mas um

conjunto de AGP com epitopos semelhantes (COIMBRA et al., 2009).
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3 Micromorfologia floral e aspectos reprodutivos de Bromeliaceae endémica da Mata
Atlantica com potencial a sistematica e horticultura

RESUMO

Aechmea correia-araujoi E. Pereira & Moutinho, A. gamosepala Wittm, Vriesea ensiformis
(Vell.) Beer e V. saundersii (Carriere) E. Morren ex Mez sdo espécies ornamentais nativas de
ocorréncia na Mata Atlantica brasileira, vulneraveis aos impactos antrépicos. Este estudo
teve como objetivo caracterizar morfologicamente essas espécies, quanto a micromorfologia
floral e avaliar aspectos reprodutivos, como estrutura floral, receptividade do estigma,
morfologia, producdo, viabilidade e germinacdo de grao de pdlen in vitro, como mecanismos
de producdo comercial e preservacdo destas espécies. As plantas foram caracterizadas por
observacdo do material em casa de vegetacao, os drgaos florais e morfologia polinica foram
descritos por técnicas microscépicas. Graos de pélen em antese foram germinados em meio
de cultura BK (BREWBAKER; KWACK, 1963), a viabilidade avaliada por coloracdo de
Alexander (1969) e a receptividade do estigma testada ao londo do dia (pré-antese, antese,
4h, 10h e 24h apds a antese). As flores de A. correia-araujoi, A. gamosepala, V. ensiformis e
V. saundersii, sdo actinomorfas, trimeras, diclamideas, heteroclamideas, possuem apéndices
petalares duplos, seis estames, ovdrio tricarpelar, gamocarpelar com nectarios septais e
muitos évulos. As espécies de Aechmea compartilham estigma conduplicado-espiral, ovario
infero e dvulos anatropos. Graos de pdlen de tamanho médio e grande, simetria bilateral,
oblatos e biporados. Nas espécies estudadas de Vriesea, o estigma é do tipo lamina
convoluta, o ovario slpero e dvulos sdo hemiandtropo com apéndice calazal. Graos de pdlen
tamanho grande e muito grande, simetria bilateral, heteropolar, sulcados, V. ensiformis
peroblato e V. saundersii oblato. A exina de todos os graos de pdlen apresentou-se mais
espessa que a intina, reticulada e heterobrocada. As caracteristicas morfolégicas dessas
espécies sdo compativeis com a sindrome de ornitofilia e, A. gamosepala, melitofilia. As
espécies apresentam alta capacidade reprodutiva com viabilidade polinica superior a 93% e
germinacdo maior que 80%, o estigma apresenta-se receptivo da antese até 10h apds. Os
resultados fornecem dados suficientes para definir inicialmente técnicas de selecdo e
combinac¢®es das espécies para o desenvolvimento de hibridos voltados para o comércio de
plantas ornamentais. Além disso, essas informa¢des contribuem na elaboracao de
estratégias visando a preservagao das espécies.
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3.1 Introdugao

Bromeliaceae possui distribuicdo neotropical com ocorréncia de uma Unica espécie no
continente africano. A familia integra a ordem Poales e é composta por cerca de 3.248
espécies, distribuidas em 58 géneros e oito subfamilias (APG 1ll, 2009; LUTHER, 2010;
GIVNISH et al., 2011). S3o reconhecidos trés centros de diversidade para a familia, leste do
Brasil nos dominios da Mata Atlantica, Escudo das Guianas e os Andes (MARTINELLI et al.,
2008; SMITH; DOWNS, 1977).

A Mata Atlantica brasileira destaca-se tanto pela riqueza como pelo endemismo de
espécies (FORZZA et al., 2014). Aechmea e Vriesea sao géneros pertencentes a subfamilia
Bromelioideae e Tillandsioideae, cerca de 60% das espécies de Aechmea e 84% de Vriesea
ocorrem no bioma Mata Atlantica. Aechmea correia-araujoi E. Pereira & Moutinho, Aechmea
gamosepala Wittm, Vriesea ensiformis (Vell.) Beer e Vriesea saundersii (Carriere) E. Morren
ex Mez sdo espécies ornamentais nativas da Mata Atlantica, comercializadas como plantas
ornamentais.

A distribuicdo dessas espécies na Mata Atlantica é negativamente afetada pelos
efeitos da perda de habitat e fragmentacdo desse ecossistema, que ocasionam entre outros
fatores o aumento da vulnerabilidade ou até mesmo o risco de extingao de muitas espécies,
como é o caso de Aechmea gamosepala (CONSEMA-RS, 2002) e Vriesea ensiformis
(SIQUEIRA FILHO; LEME, 2006).

A importancia econdmica ornamental e o papel ecoldgico das espécies nativas, bem
como o risco de sua extin¢do no atual cenario de reducao da cobertura florestal, motivam
estudos com Bromeliaceae. Considerando que o Brasil possui a maior diversidade de
bromélias do mundo, o estabelecimento de programas de melhoramento genético e
conservacdo sao uma eficiente estratégia para o melhor aproveitamento de espécies nativas
de interesse no mercado ornamental.

Informacgdes bdsicas sobre a espécie, como o conhecimento morfoanatéomico dos
orgaos reprodutivos e aspectos da biologia floral envolvidos no processo de polinizagdo sao
fundamentais, pois auxiliam na compreensdo do processo reprodutivo e permitem definir

técnicas de selecdo e hibridagdo apropriadas (ALLARD, 1971).
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Segundo Frankie et al. (1983) atributos morfolégicos e anatomicos da flor estdo
diretamente relacionados ao processo de polinizacdo, podendo facilitar ou dificultar a acdo
dos visitantes seja pela associacdo entre o tamanho corporal dos animais e as dimensdes
florais, ou pela localizagao dos recursos na flor e quando essas caracteristicas convergem,
podem resultar no sucesso reprodutivo.

Considerando o nimero de espécies na familia, a investigacdo morfoanatémica das
flores é restrita na literatura, sendo a maioria dos trabalhos com enfoque filogenético e
taxondmico, buscando auxiliar na melhor caracterizacdo dessa familia (OKIMOTO, 1948;
SMITH; DOWNS, 1977; KULKARNI; PAI, 1982; BROWN; GILMARTIN, 1984; 1989; ARRAIS,
1989; BROWN; TERRY, 1992; PALACI; BROWN; TUTHILL, 2004; SAJO; PRYCHID; RUDALL.
2004; SAJO; RUDALL; PRYCHID, 2004; STAHL ET AL., 2012).

O grdo de pdlen é a unidade funcional da polinizacdo (PACINI, 2000; PACINI; HESSE,
2004), portanto estd diretamente relacionado com a reproducdo e a perpetuacdo da
espécie. Estudos referentes a morfologia, ultraestrutura e viabilidade polinica sdo de grande
valia como subsidios aos programas de melhoramento genético (CHAGAS et al., 2010).
Caracteristicas polinicas como tamanho, forma, ornamentacao, estratificacdo e a presenca
de polenkit (HESSE, 2000), mostram uma relacdo com o tipo de polinizador, como é o caso
de Leguminosae (FERGUSON; SKVARLA, 1982; BASSO-ALVES; AGOSTINI; TEIXEIRA, 2011) e
Orchidaceae (LUMAGA; COZZOLINO; KOCYAN, 2006).

A morfologia polinica de espécies de Bromeliaceae vem sendo investigada e
apresenta uma diversidade de formas e tamanhos. Caracteres morfoldgicos como o tipo de
abertura, estrutura e escultura da exina possuem grande importdncia na sua identificacdo
(EHLER; SCHILL, 1973; ERDTMAN; PRAGLOWSKI, 1974). O avanco e uso de microscopia
eletrénica nos estudos de pélen tem permitido a andlise mais detalhada de sua morfologia
(HALBRITTER, 1992; SOUSA; WANDERLEY; CRUZ-BARROS, 1997; FORZZA; WANDERLEY, 1998;
HALBRITTER; TILL, 1998; TARDIVO; RODRIGUES, 1998; SOUZA; MENDONGCA; GONCALVES-
ESTEVES, 2004; MOREIRA; CRUZ-BARROS; WANDERLEY, 2005).

Aspectos da biologia floral relacionados ao processo de polinizagao, tais como
variacoes morfoldgicas da flor (VARADARAJAN; BROWN, 1988), hordrio da antese,
receptividade do estigma, viabilidade e germinagcdao de grao de pdlen (WEN; RAO, 1979;
PARTON et al., 2002; VERVAEKE et al., 2003; SOARES et al., 2011), recursos e atrativos aos



43

visitantes florais (BERNADELLO; GALETTO; JULIANI, 1991; STAHL et al., 2012), que garantem
o sucesso reprodutivo, foram estudados em diferentes espécies e géneros de Bromeliaceae.

A viabilidade germinativa dos graos de pdlen mede a fertilidade masculina,
indispensavel a fecundacdo e torna possivel cruzamentos entre espécies de potencial
econdmico (OLIVEIRA; MAUES; KALUME, 2001), a viabilidade pode ser estimada por
métodos colorimétricos e germinacao in vitro (MUNHOZ et al, 2008). A receptividade do
estigma é um fator fundamental para se determinar o melhor periodo de deposicdo do
pdlen na flor. Normalmente, o estigma receptivo produz substancias viscosas que facilitam a
aderéncia do pdlen, garantindo, provavelmente, a fertilizacdo com a formacdo de frutos e
sementes (MAUES; COUTURIER, 2002).

Considerando-se a escassez de estudos morfoanatomicos das flores de Bromeliaceae
e o conhecimento basico dessas espécies, sobre morfologia da planta, micromorfologia da
flor e aspectos da biologia reprodutiva, necessarios para subsidiar a conducdo de programas
de melhoramento genético e conservacgao, o objetivo do presente trabalho foi caracterizar a
morfologia e anatomia floral de A. correia-araujoi, A. gamosepala, V. ensiformis e V.
saundersii e avaliar aspectos reprodutivos, como estrutura floral, receptividade do estigma,

morfologia, producdo, viabilidade e germinacdo de grdo de pdlen in vitro.

3.2 Material e Métodos

3.2.1 Material Vegetal

As espécies estudadas foram as bromélias ornamentais Aechmea correia-araujoi E.
Pereira & Moutinho, Aechmea gamosepala Wittm, Vriesea ensiformis (Vell.) Beer e Vriesea
saundersii (Carriere) E. Morren ex Mez. As plantas foram adquiridas em abril de 2011, no
Horto Veigas, Sousas - SP e encontram-se cultivadas em casa de vegetacdo a temperatura
ambiente, no Campus do Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA/USP). Um material
testemunho de cada espécie foi depositado no Herbario ESA da Escola Superior de
Agricultura Luiz de Queiroz — ESALQ/USP. As espécies estudadas, com a distribuicdo

geografica e nUmero de registro estdo apresentados na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1 Espécies estudadas

Espécie Distribuigdo geografica! Categoria de ameacga Numero de voucher
A. correia-araujoi E. Pereira & Endémica BA N30 ameacada’ ESA 121291
Moutinho
A. gamosepala Wittm SP, PR, SCe RS Em perigo? ESA 121278

Endémica PE, BA, AL, MG,

. 3
ES, RJ, SP, PR, SC Alvo de extrativismo ESA 121288

V. ensiformis (Vell.) Beer

V. saundersii (Carriere) E.
Morren ex Mez
LForzza et al, 2014;2Consema-RS, 2002; 3 Siqueira Filho; Leme, 2006; * Martinelli et al., 2008.

Endémica RJ Criticamente em perigo* ESA 121290

3.2.2 Caracterizagdo da planta

A analise morfoldgica da planta e inflorescéncia foi realizada por observa¢des do
material em casa de vegetacdo. Pelo menos dez plantas adultas de cada espécie foram
caracterizadas quanto a altura da planta florida, comprimento da folha (‘D’), nimero de
folhas, comprimento e forma do escapo floral, e comprimento da inflorescéncia. As medidas

foram obtidas com fita métrica e paquimetro, calculando-se média e desvio padrao.

3.2.3 Morfoanatomia da flor e aspectos da biologia floral

A florag3o foi induzida com Ethrel (240 g L de etileno) na concentracdo de 200 ppm
e apos florescimento, no minimo dez flores por espécie, em pré-antese e antese foram
coletadas, dissecadas com auxilio de estereomicroscopio (Leica EZ4D, Alemanha), fixadas em
solugdo modificada de Karnovsky (1965) (glutaraldeido 2 %, paraformaldeido 2 %, cloreto de
calcio 5 mM em tampao cacodilato de sddio 0,05 M pH 7,2) por 48 horas, desidratadas em
série etilica (35-70%) e armazenadas sob refrigeracdo (4-8°C) até serem processadas para
microscopia de luz (subitem 3.2.7.1), para estudos anatomico e microscopia eletrénica de
varredura (subitem 3.2.7.2). O estudo anatémico foi realizado apenas em A. correia-araujoi e
A. gamosepala.

A andlise morfoldgica da flor foi feita em material fresco, com auxilio de
estereomicroscopio. Medidas morfométricas da flor, cdlice, corola, androceu e gineceu
foram obtidas de dez flores em antese, de diferentes individuos. As medidas foram
realizadas utilizando-se paquimetro ou obtidas de fotomicrografias das partes florais obtidas

em estereomicroscépio e medidas posteriormente com o software Image J®. Calculou-se
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média e desvio padrao das medidas. A analise da superficie da flor e dos botdes florais foi
feita em microscépio eletronico de varredura. As estruturas florais foram descritas de
acordo com Brown e Gilmartin (1989), Brown e Terry (1992) e Sajo, Rudall e Prychid (2004).
Além disso, aspectos da biologia floral, como durabilidade da inflorescéncia, numero
de flores por inflorescéncia, horario e duracdo da antese foram analisados em flores na casa

de vegetacdo, durante o periodo de florescimento de cada espécie.

3.2.4 Receptividade do estigma

A receptividade do estigma das espécies de A. gamosepala, V. ensiformis e V.
saundersii foi testada em diferentes periodos do dia, pré-antese (botdo - 18:00 h), antese
(flor aberta - 8:00 h), quatro horas apds antese (12:00 h), 10 horas apds antese (18:00 h) e
24 h pds-antese (8:00 h). Pistilos de trés flores de diferentes plantas foram coletados em
casa de vegetacao, levados imediatamente ao laboratério e mergulhados em solucao de a-
naftil acetato em tampao fosfato, acetona e fast blue B salt, por cerca de trés minutos
(PEARSE, 1972; DAFNI, 1992). Posteriormente, foram lavados em agua destilada e a
atividade esterdsica foi observada através de coloracdo marrom escura na superficie
estigmatica e/ou papilas, em microscépio estereomicroscopio (Leica, EZ4D, Alemanha) com
camera digital acoplada. A receptividade do estigma foi estimada conferindo graus,
conforme adaptacdo de Dafni e Maués (1998): (-) sem reacgdo; (+) resposta positiva fraca;

(++) resposta positiva forte; (+++) resposta positiva muito forte.

3.2.5 Morfologia dos graos de pdlen

Graos de pélen de Aechmea correia-araujoi, Aechmea gamosepala, Vriesea
ensiformis e Vriesea saundersii proveniente de flores em antese foram coletados nas
primeiras horas da manha, fixados e processados para analise morfolégica em microscopia
eletrénica de varredura e analise ultraestrutural da exina em microscopia eletrénica de
transmissdo (item 3.2.7).

As medidas dos graos de pdlen foram realizadas por acetélise latica fraca (ACLAC 40)
conforme metodologia de Raynal e Raynal (1971). Apds a acetodlise, os grdaos foram
montados em laminas histoldgicas, cobertos com laminula, observados e fotografados ao

microscopio de luz (Carl Zeiss, Axiovert 35, Alemanha). Posteriormente foram medidos
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aleatoriamente o diametro polar e diametro equatorial (um) de 25 graos de pdlen, com
software Image J®. Os graos de pdlen foram caracterizados conforme a nomenclatura
empregada por Punt et al. (2007) e Hesse, Halbritter e Zetter (2009).

A exina foi caracterizada por observagdes de fotomicrografias obtidas em
microscopia eletrbnica de transmissdo. Medidas morfométricas foram obtidas
aleatoriamente de 10 grdaos de pdlen das camadas da intina, nexina, columela e teto,
medidas com o software Image J®.

A estimativa da producdo de graos de podlen foi realizada por meio de contagem do
numero de graos de pdlen produzido por flor. Foram utilizadas trés flores de diferentes
individuos, as anteras de cada flor foram armazenadas em tubos eppendorf e processadas

seguindo a metodologia descrita por Albuquerque Jr. et al. (2010).

3.2.6 Determinagdo da viabilidade e germinagao in vitro do grao de pdlen

A viabilidade dos graos de pdlen foi estimada com solugdo de Alexander (1969), com
0,02 ml de acido acético, para graos da espécie V. ensiformis e 0,01 ml acido acético para as
outras espécies, e por germinacao in vitro de grdo de pdlen em meio de cultura Brewbaker e
Kwack (1963) (BK) contendo 0,03% de nitrato de cdlcio tetrahidratado, 0,01% de nitrato de
potassio, 0,01% de acido bérico, 0,02% de sulfato de magnésio, suplementado com 10% de
sacarose, solidificado com 0,5% de agar e pH ajustado para 6,5 antes da autoclavagem.

Anteras provenientes de trés flores coletadas no inicio da antese e ao meio dia,
foram seccionadas e os graos de pdlen cuidadosamente extraidos, montados sobre uma
[amina, imersos em uma gota de corante, coberto com laminula e observados ao
microscopio de luz (Leica, LMD 7000, Alemanha). O percentual de viabilidade foi estimado a
partir da proporcdo entre grdaos de pdlen vidveis, com coloracdo vermelha intensa, e
invidveis, com coloracdo verde. Foram avaliadas trés laminas, 100 graos de pdlen por lamina
de cada espécie, totalizando 300 graos.

Para o teste de germinagdo in vitro anteras em antese, das quatro espécies foram
coletadas e com auxilio de um pincel, os grdaos de pdlen foram distribuidos em placas de
Petri contendo 35 mL do meio de cultura BK. As placas foram mantidas em camara
climatizada a temperatura de 27 + 1°C, no escuro até o momento de avaliacdo da

porcentagem de germinacdo 1, 2, 4, 6, 8, 10 e 24hs apds a inoculacdo das anteras no meio
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de cultura. As placas foram observadas e fotografadas em estereomicroscépio (Leica, EZ4D,
Alemanha) com camera digital acoplada.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com duas repeticGes por
tratamento, que consistiram de duas anteras por placa, provenientes de diferentes flores. A
porcentagem de germinacdo foi determinada a partir da contagem do nimero de grdos de
pdlen germinados e ndo germinados de quatro quadrantes por placa, totalizando 8 campos
de visdo. Os grdos de pdlen foram considerados germinados quando o comprimento do tubo
polinico era igual ou superior ao diametro do prdprio grao de pdlen.

Os dados de percentual de viabilidade e porcentagem de germinacdo foram
transformados para arc sen (raiz x/100) e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5%,

utilizando o programa estatistico Sisvar 5.3 (FERREIRA, 2010).

3.2.7 Micromorfologia

3.2.7.1 Microscopia de luz

As amostras coletadas foram fixadas em solucdo de Karnovsky (KARNOVSKY, 1965)
modificado (glutaraldeido 2 %, paraformaldeido 2 %, cloreto de calcio 5 mM em tampao
cacodilato de sddio 0,05 M pH 7,2), por 48 horas, desidratadas em série etilica crescente (35,
50, 60 e 70, 85, 95% uma vez e 100% trés vezes de 30 min), complementada com propanol
(100%) e butanol (100%), duas trocas de 2 h (modificado por ALMEIDA et al.,, 2006).
Infiltradas lentamente em butanol mais meio de infiltracdo (3:1, 1:1, 1:3 e meio de
infiltracdo puro por ao menos uma semana em cada etapa) e emblocadas em historesina,
seguindo as instru¢cbes do fabricante (hidroxietiimetacrilato, Leica Heldelberg). A
polimerizacdo foi realizada a temperatura ambiente por 48 horas. Os cortes histolégicos
seriados (4-5 um) foram obtidos em micrétomo rotativo (Leica, RM2155, Alemanha),
dispostos em dgua e coletados em laminas histoldgicas, secos em placa aquecedora a 40°C e
corados com fucsina basica (1 % p/v), seguido de azul de toluidina (0,05 % p/v) (FEDER;
O’BRIEN, 1968). Os cortes histolégicos foram analisados e fotografados em microscépio de

luz (Carl Zeiss, Axioskop 40, Alemanha).
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3.2.7.2 Microscopia eletronica de varredura

As amostras foram coletadas e fixadas em Karnovsky (KARNOVSKY, 1965) modificado
(subitem 3.2.4.1) por 48 horas, desidratadas em solucdes crescentes de etanol (40-100 %),
secas ao ponto critico (CPD 300 Baltec) através de CO; liquido, preparadas em suportes
metdlicos (stubs), metalizadas com ouro por 180 segundos e analisadas em microscépio

eletrénico de varredura LEO 435 VP (Carl Zeiss, Alemanha).

3.2.7.3 Microscopia eletronica de transmissao

Os grdos de podlen foram fixados em solucdo de Karnovsky (KARNOVSKY, 1965)
modificada (subitem 4.6.1), por 24 horas. Posteriormente, foram lavados em tampao
cacodilato de sodio (0,1 M), seguido de pds-fixacdo em tetréxido de ésmio (1 %) no mesmo
tampao, lavagens em solucdo salina (0,9% de cloreto de sddio) e pré-coloracdo em acetato
de uranila (2,5 %), overnight. Em seguida, as amostras foram desidratadas em séries
crescentes de acetona (25-100 %), infiltradas lentamente em resina Spurr nas proporg¢oes
1:3 por 4 h, 1:1 por 4 h, 2:1 overnight e resina pura por 8 h. As amostras foram emblocadas
em Spurr, por 48 horas, a 70 °C. Cortes semi-finos e ultrafinos foram obtidos em ultra-
micrétomo
(Sorval MT1-Porter-Blum). As seccOes ultrafinas obtidas foram depositadas sobre grades de
cobre, contrastadas com acetato de uranila (2,5 %) e citrato de chumbo (REYNOLDS, 1963).
As seccOes foram analisadas e imagens obtidas ao microscdpio eletronico de transmissao

(Jeol, JEM 1400 (Carl Zeis, Japdo).

3.3 Resultados

3.3.1 Potencial ornamental

As espécies florescem na natureza entre os meses de outubro a margo (LEME;
COSTA, 1998; SIQUEIRA FILHO; LEME, 2006). A. gamosepala floresceu apds 45 dias e as

demais espécies entre 50 e 60 dias apds a indugao floral em casa de vegetacao.
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As plantas de A. correi-araujoi, A. gamosepala, V. ensiformis e V. saundersii
apresentam porte de pequeno a médio (Tabela 3.2). As folhas possuem distribuicdo
rosulada, em numero variado. As folhas de A. correia-araujoi sao verdes, variegadas, com
faixas irregulares de coloracdo purpureo escuras, margem densamente espinhosa com
poucas escamas em ambas as faces (Figura 3.1A). A inflorescéncia composta apresenta
escapo verde, flores pequenas, de coloracdo amarela e longas bracteas escapais vermelhas
(Figura 3.1B).

A. gamosepala apresenta folhas verdes, pequenos espinhos ao redor do apice da
folha (Figura 3.1C). Possue inflorescéncia simples do tipo espiga, com escapo verde, pouco
decumbente, densamente florido, com flores de coloracao lilas e rosa, numero médio de 123
flores por inflorescéncia (n=12) (Figura 3.1D). As inflorescéncias das Aechmea duram em
média 30 dias.

As espécies de Vriesea exibem inflorescéncias maiores (22,18+2,30 e 22,53+9,73 cm)
do que as de Aechmea (11,60+3,31 e 17,10+1,77 cm) que duram em média 60 dias
(Tabela 3.2). V. ensiformis possue inflorescéncia simples do tipo distica, escapo ereto com
amplas bracteas escapais e florais vermelhas que envolvem quase que completamente as
flores (Figura 3.1F). A coloracdo vermelha intensa de sua inflorescéncia contrasta com as
flores amarelas e folhas verdes (Figura 3.1E).

V. saundersii apresenta folhas variegadas de coloracdo cinza levemente esverdeada,
coriaceas, densamente providas de maculas vinaceas na superficie (Figura 3.1G).
Inflorescéncia composta, escapo vermelho amarronzado com bracteas dispostas

espiraladamente, flores grandes, espacadas, de coloracdo amarela (Figura 3.1H).
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Tabela 3.2 - Caracteres morfoldgicos de plantas de Aechmea correi-araujoi, Aechmea gamosepala,
Vriesea ensiformis e Vriesea saundersii.

Inflorescéncia

Planta florida?! Folha Escapo
Espécies
Altura Diam. Com. Larg. Num Com. Forma Com.
(cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm)
A. correia-araujoi 27,80 33,10 23,74 3,24 g " Ereto/Pouco 11,60
+2,59 +2,66 +2,69 0,18 918 15,2045,72 Decumbente 13,31
A. gamosepala 41,10 50,25 44,24 3,57 . " Pouco 17,10
18,60 16,99 7,02 10,26 18-23 41,1543,42 Decumbente +1,77
V. ensiformis 22,44 54,55 43,33 3,57 ! . 22,18
3,66 48,15 +3,81 40,39 19-33 21,90:5,61 Ereto 2,30
V. saundersii 17,29 44,90 32,44 3,69 ! . Pouco 22,53
+8,88 +14,48 +10,52 +0,65 8-36 22,7344,52 Decumbente +9,73

Valor médio seguido de desvio padrdo. n=10. * Altura e didmetro da roseta.
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Figura 3.1 — A-B: Aechmea correia-araujoi; C-D: Aechmea gamosepala; E-F: Vriesea ensiformis; G-H:
Vriesea saundersii; A: Inflorescéncia composta, com flores amarelas e longas brdcteas escapais
vermelhas, folhas verdes com faixas irregulares purplreo escura e margem densamente espinhosa
(seta); B: Inflorescéncia com flores amarelas com bracteas florais pequenas e bractea escapal
vermelha. C: Folha verde com pequenos espinhos ao redor do apice. D: Inflorescéncia simples do tipo
espiga com flores lilds e rosa com bractea floral diminuta (seta branca) e presenca de néctar no dpice
da corola da flor fechada (seta preta). E: Roseta com folhas verdes de margem lisa. F: Inflorescéncia
simples do tipo distica com bracteas florais vermelhas envolvendo quase que completamente as flores
amarelas. G: Folhas verdes de margem lisa com maculas vinoso purpureas na superficie. H:
Inflorescéncia composta com bracteas escapal (seta) e flores amarelas.
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3.3.2 Morfoanatomia e biologia floral

As flores de A. correia-araujoi, A. gamosepala, V. ensiformis e V. saundersii sao
vistosas, monoclinas, ciclicas, actinomorfas e diclamideas, possuem pétalas e sépalas em
numero de trés. Os aspectos morfolégicos da flor e horario da antese sdo apresentados na

tabela 3.3.

3.3.2.1 Aechmea correia-araujoi

Morfologia da flor. Aechmea correia-araujoi apresenta flores de coloracdo amarela,
23,50£1,18 mm de compr., em média 44 flores (n=8) por inflorescéncia, com durabilidade
média de 30 dias. Possuem sépalas de coloracdo verde-amarelada, pétalas amarelas no
apice, clareando em direcdo a base, mais curtas do que as sépalas, fracamente recurvadas e
providas de dois apéndices basais com ornamentacdo sobreposta e apice dentado (Figura
3.2A-B). O androceu é constituido por seis estames de mesmo tamanho, sendo os filetes
antessépalos livres e antipétalos adnatos as pétalas, curtos e inclusos, com 11,49+0,50 mm
de compr. (Figura 3.2A). As anteras sdo bitecas, tetraesporangiadas, dorsifixas com
deiscéncia rimosa (Figura 3.2C). O gineceu é gamocarpelar, tricarpelar e trilocular (Figura 3.2
D), possui um unico pistilo, sendo o estigma do tipo conduplicado-espiral com papilas curtas
(Figura 3.2F-G), se localiza na altura das anteras, insertos (Figura 3.2A). E suspenso por um
estilete terminal curto, com tamanho médio de 12,61+1,15 mm de compr. O ovario é infero,
cilindrico, 5,50+0,43 mm de compr., 3,2240,19 de diam. com placentacdo axial (Figuras
3.2E). Ovulos do tipo andatropo, com apéndice calazal ausente (Figuras 3.2H). Apresenta
nectdrio septal, interlocular, ao longo de um quarto a um quinto da base do ovario,
formando um ducto central tripartido labirintico (Figura 3.2D).

A antese é diurna iniciando-se ao redor de 7h e as flores comegam a murchar no final
da tarde. As flores se caracterizam pelo lento afastamento das bordas da corola, permitindo
acesso ao pdlen e ao néctar. H4 acumulo de pequenas quantidades de néctar na base da

corola.
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Figura 3.2 — Aspectos morfoldgicos da flor de Aechmea correia-araujoi; A: Flor mostrando sépalas (s),
pétalas (p), estame (e) e gineceu (g), B: Pétala com apéndices basais (ap); C: Anteras na posi¢do
adaxial (ad) e abaxial (ab), evidenciando a insercdo dorsifixa no filete (f). D: Corte transversal do
ovario evidenciando o nectdrio septal interlocular (ne) e léculos (lo); E: Corte longitudinal do ovério
(ov), evidenciando ovario infero; F: Estigma (es) conduplicado-espiral com papilas (pa); G: detalhe das
papilas; H: Ovulos (o) evidenciando a micrépila (mi), calaza (ca) e funiculo (fu). Barras: B-E: 1 mm; F:
100 um; G: 200 pm.

Anatomia da flor. As sépalas, em seccdo transversal, possuem epiderme uniestratificada com
células alongadas, de parede espessa em ambas as faces, revestidas por cuticula na face
abaxial. Estobmatos ocorrem na face abaxial e escamas na face adaxial. O mesofilo é
homogéneo, composto por paréngquima clorofiliano, idioblastos contendo rafides e feixes
vasculares (Figura 3.3A). A pétala de A.correia-araujoi, em secg¢ao transversal, apresenta

epiderme unisseriada em ambas as faces, com células retangulares de parede fina e
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celuldsica, a ocorréncia de estdmatos ndo foi observada. O mesofilo é formado por
parénquima clorofiliano com diversos idioblastos contendo rafides e feixes vasculares de
pequeno calibre em nimero variado (Figura 3.3B).

O androceu possui filete constituido de epiderme, mesofilo parenquimatico e um
feixe vascular central concéntrico (Figura 3.3B). A parede da antera madura é formada por
epiderme e endotécio. A epiderme apresenta células arredondadas e de paredes finas, que
sdo maiores na regido do estomio. O endotécio apresenta células alongadas e espessadas
(Figura 3.3C). O estigma apresenta células epidérmicas papilosas e estilete oco (Figura 3.6E).
O ovario é formado por epiderme, mesofilo parenquimatico e feixes vasculares, idioblastos
com rafides ocorrem em todo carpelo (Figura 3.3D-F). A epiderme externa apresenta células
de parede espessa revestida por cuticula, ocorrem escamas e estdbmatos, a epiderme interna
apresenta células alongadas de parede espessa (Figura 3.3F). A regido central do ovario
apresenta nectario interlocular composto por trés septos nectariferos (Figura 3.3D),
apresenta células secretoras alongadas de citoplasma denso com muitos feixes vasculares
adjacentes (Figura 3.3G). O 6vulo é anatropo, com tegumento externo e interno envolto por
duas a trés camadas de células, com presenca de obturador na regido da placenta (Figura

3.3H).
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Figura 3.3 - Aspectos anatdmicos da flor de Aechmea correia-araujoi; A: Secgdo transversal (ST) da
sépala, com estébmato (seta) na epiderme abaxial (eab) e escama (esc) na epiderme adaxial (ead),
parénquima clorofiliano (pc) com idioblastos (id); B: Flor em ST mostrando pétala e antera (an) com
graos de pdlen (gp) e feixe vascular (fv); C: Antera em ST na regido do estémio (es) com presenca de
rafides (ra), antera com epiderme (ep) papilosa e endotécio (en); D: ST do ovario evidenciando
septos nectariferos (sn), évulos (ov) e feixes vasculares (fv); E: Seccdo longitudinal (SL) da flor
mostrando o estigma (est) oco com papilas (pa); antera (na) e rafides (ra) na pétala; F: ST do ovario
mostrando epiderme interna (epi) e externa (epe) com escama (seta); G: ST do ovario, mostrando
septos nectariferos (sn); H: évulo em SL com tegumento (te) e obturador placentdrio (seta). Barras:
A,B,D=2mm; C=0,5mm; E,H=5mm; F,G: =1 mm.
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3.3.2.2 Aechmea gamosepala

Morfologia da flor. As flores apresentam coloracgao lilas e rosa, com nimero médio de 123
(n=12) por planta, de 13,80+1,23 mm de compr. (Figura 3.4A), distribuidas em inflorescéncia
gue dura em média 30 dias, em condicOes de casa de vegetacdo. O calice de A. gamosepala
como o préprio nome diz é gamossépalo, com sépalas de coloragdo rosa, 9,18+0,75 mm de
compr. e 2,09+0,34 mm de larg., formando um tubo subcilindrico com apice mucronado
espinescente marrom (Figura 3.4A). A corola é dialipétala com pétalas lilds curtas, com
9,69+0,66 mm de compr. e 3,82+0,25 mm de larg., apresentam dapice largo e arredondado
(Figura 3.4A), providas de dois apéndices petalares na base da face adaxial, longos com
franja, com 4,99+0,15 mm de compr. e 1,62+0,08 mm de larg. (Figuras 3.4B).

O androceu é constituido por seis estames, livres, homodinamo, incluso, com filetes
antissépalos livres e antipétalos adnatos, as pétalas com comprimento médio de
6,41+0,27mm (Figura 3.4A). As anteras sdo bitecas, tetraesporangiadas, livres, com
3,48+0,22 mm de compr., dorsifixa e deiscéncia rimosa (Figura 3.4C). O gineceu é
gamocarpelar, tricarpelar e trilocular (Figura 3.4D). O estigma é do tipo conduplicado-espiral
com papilas curtas (Figuras 3.4E-F), se localiza na altura das anteras, inserido na corola
(Figura 3.4A). E suspenso por um estilete terminal curto, com tamanho médio de 8,30+0,24
mm. O ovario é infero, placentacdo axial, 3,9740,33 mm de compr. por 2,91+0,37 mm de
didam., com grande numero de o6vulos por loculo (Figura 3.4G). Os dvulos sdo anatropos,
apresentam micropila visivel e regido calazal ausente de apéndices (Figura 3.4H). Apresenta
nectario septal, interlocular, ao longo de um quarto a um quinto da base do ovario
formando um ducto central tripartido labirintico (Figuras 3.4D).

A antese tem duracdo de um dia, inicia ao redor de 6h e 30min pelo lento
afastamento das bordas da corola e comeg¢am a murchar por volta das 17h e 30min. Durante
a manha3, foi observado o acumulo de pequenas quantidades de néctar na ponta da corola

de flores fechadas (Figura 3.1D). A espécie apresenta cheiro levemente adocicado.
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Figura 3.4 - Aspectos morfoldgicos da flor de Aechmea gamosepala; A: Flor mostrando sépalas (s),
pétalas (p), estigma (es) e antera (an); B: Pétala com apéndices (ap) basais; C: Anteras na posicdo
adaxial (ad) e abaxial (ab), evidenciando a insercdo dorsifixa no filete (f); D: Corte transversal do
ovario evidenciando nectarios (ne) septais interloculares e os loculos (lo); E: Estigma conduplicado-
espiral; F: Detalhe das papilas curtas do estigma; G: Corte longitudinal evidenciando o ovério (ov)
infero e apéndices petalares (ap); H: Ovulos (o) evidenciando a micrépila (mi). Barras: A, B, G =2 mm;
C-E = 1 mm; F = 100 pm; H: =200 pm.

Anatomia da flor. A sépala de A. gamosepala, em seccdo transversal, apresenta epiderme
uniestratificada em ambas as faces, com células alongadas de parede espessa, revestida por
cuticula na face abaxial (Figura 3.5A). Estobmato e escamas ocorrem na face abaxial. O

mesofilo é pluriestratificado formado por parénquima clorofiliano, com idioblastos contendo
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rafides de oxalato de calcio distribuidas ao longo da sépala. Apresentam numero varidvel de
feixes vasculares com fibras na bainha do feixe (Figura 3.5A).

As pétalas apresentam epiderme uniestratificada em ambas as faces com células
retangulares e parede espessa. Mesofilo composto por parénquima clorofiliano, diversos
idioblastos contendo rafides e nimero variado de feixes vasculares (Figura 3.5B).

O androceu é composto por seis estames possui filete constituido de epiderme com
células de parede espessa, cortex parenquimatico e um feixe vascular concéntrico,
idioblastos contendo rafides ocorre em todo androceu (Figura 3.5B). A antera jovem é
tetraesporangiada, formada por epiderme, endotécio, camada média e tapete em fase de
degeneracao (Figura 3.5B). A antera madura é formada por epiderme papilosa de paredes
finas, com células maiores na regido do estdmio e endotécio com parede espessada (Figura
3.5D). A vascularizagao da antera é feita por um unico feixe vascular (Figura 3.5B).

O estigma apresenta células epidérmicas papilosas e estilete oco (Figura 3.5G). O
ovario é gamocarpelar, trilocular, formado por epiderme uniestratificada (Figura 3.5C e E),
com células revestidas por cuticula, com ocorréncia de escamas, tricomas e estobmatos na
epiderme externa (Figura 3.5E). Parénquima clorofiliano com diversos feixes vasculares e
presenca de idioblastos contendo rafides, que ocorrem em todas as regides do carpelo. A
regido central do ovdrio apresenta nectario interlocular formado por trés ramificagcdes
septais que se estendem até a base das pétalas (Figura 3.5C), apresenta células secretoras
alongadas de citoplasma denso com muitos feixes vasculares adjacentes (Figura 3.5F). O
6vulo é anatropo, com tegumento externo e interno envolto por duas a trés camadas de

células, apresenta obturador na regido placentaria (Figura 3.5H).
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Figura 3.5 - Aspectos anatémicos da flor de Aechmea gamosepala; A: Secgdo transversal (ST) da
sépala com estdmato (seta) na epiderme abaxial (eab) e idioblasto (id) no parénquima clorofiliano
(pc); B: ST da flor mostrando a pétala com idioblastos (id), filete (fi) e antera (an) composto por
epiderme (ep), endotécio (en), camada média (cm) e tapete (ta); C: ST do ovario evidenciando os
septos nectariferos (sn), dvulos (ov) e feixes vasculares (fv); D: Antera em ST na regido do estémio
(es); E: ST do ovdrio evidenciando epiderme externa (epe) e epiderme interna (epi); F: SL do ovario
com septos nectariferos (sn); G: Seccao longitudinal (SL) da flor mostrando o estigma (est) oco com
papilas (pa); H. Ovulo (ov) em ST com obturador placentdrio (seta). en: endotécio: ep: epiderme; gp:
grao de pdlen; ra: rafide; se: saco embrionario; te: tegumento; Barras: A, B,H=1mm; C, F =5 mm;
D,E=0,5mm;G=2mm.
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3.3.2.3 Vriesea ensiformis

Morfologia da flor. Vriesea ensiformis apresentam flores amarelas, com
62,5043,87 mm de compr. (incluindo os estames), pedicelo esverdeado (Figura 3.6B),
numero médio de 14 flores por inflorescéncia (n=10), com durabilidade média de 60 dias,
em condicdes de casa de vegetacdo. Possuem bracteas florais vermelhas, ovadas a
largamente elipticas, obtusas, envolvendo quase completamente a flor (Figura 3.6A). A
sépala é vermelha clara na base e amarelo em direcdo ao apice, livres, estreitamente
obovada, 39,60+2,76 mm de compr. e 10,90+1,29 mm de larg. (Figura 3.6B). A corola é
tubular, com excecdo do d4pice subereto-recurvado na antese (Figura 3.6A), as pétalas
amarelas, livres, 50,20+2,04 mm de compr. e 10,00+0,67 mm de larg., providas de dois
apéndices basais, obovados, arredondados, inteiros, de 9,20+1,25 mm de compr. e
3,51+0,69 mm de larg. (Figuras 3.6B-C).

O androceu é livre, constituido por seis estames, homodinamos, esertos, com filetes
livres, longos, 48,90+2,60mm de compr., menores que o estilete (Figura 3.6A). Apresentam
anteras livres, 7,05+0,21 mm de compr., dorsifixa, com deiscéncia rimosa (Figura 3.6D). O
gineceu é gamocarpelar, tricarpelar e trilocular (Figura 3.6E). Possui um Unico pistilo, sendo
o estigma do tipo lamina-convoluta, verde-escuro, densamente papiloso, 2,59+0,26 mm de
compr. (Figura 3.6F-G). E suspenso por um estilete terminal longo com 55,80+4,52 mm de
compr., projeta-se acima das anteras nas flores em antese e o conjunto estilete-estigma fica
exposto, acima da corola (Figura 3.6A). O ovario é supero (Figura 3.6l), cOnico, com
placentacdo axial, 5,0610,45 mm de compr. e 3,09+0,39 mm de diam., apresenta muitos
6vulos por léculo, préximos uns aos outros. Sao do tipo hemiandtropo com apéndice calazal
acuminado curto (Figuras 3.6H-J). Possui nectdrio septal, labirintico localizado na base do
ovdrio (Figura 3.6E e I).

A antese é diurna iniciando ao redor de 6h e 30min, abrem-se abruptamente e
comegam a murchar por volta das 17h e 30min. Foi observado o acumulo de pequena

guantidade de néctar na base da corola.
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Figura 3.6 - Aspectos morfoldgicos da flor de Vriesea ensiformis; A: Flor revestida pela bractea floral
(bf) evidenciando anteras e estigma exserto; B: Flor mostrando sépalas (s), pétalas (p), estame (e) e
gineceu (g); C: Pétala com apéndices petalares (ap) basais; D: Anteras na posi¢do adaxial (ad) e
abaxial (ab), evidenciando a insercdo dorsifixa no filete (f); E: Corte transversal do ovario trilocular
(lo) evidenciando os nectarios (ne); F: Estigma (es) do tipo lamina convoluta; G: detalhe das longas
papilas; H: Ovulos (o) evidenciando o apéndice calazal (ac) acuminado curto; I: Corte longitudinal do
ovario supero (ov) com muitos Svulos evidenciando nectério (ne) septal labirintico na base do
ovario; J: Detalhe do évulo (o) evidenciando a micrépila (mi). Barras: C, D, H=2mm; E,F=1mm; | =
100 pm; F, G =200 pm.



62

3.3.2.4 Vriesea saundersii

Morfologia da flor. Flor amarela, subereta, tubular, cilindrica, 47,07+2,04 mm de compr., em
nimero médio de 30 flores (n=8) por inflorescéncia. A inflorescéncia teve durabilidade
média de 60 dias, em condicOes de casa de vegetacdo. O calice é dialissépalo, as sépalas sao
amarelo-esverdeadas, elipticas com apice arredondado, 29,87+1,96 mm de compr. e
10,42+41,41 mm de larg., as pétalas sdo amarelas, livres, 38,70+3,00 mm de compr. e
4,95+0,89 mm de larg., possuem dpice largamente arredondado (Figura 3.7A), com
apéndices duplos basais, 8,66£0,99 mm de compr. e 3,61+0,42 mm de larg. que apresentam
apice irregular obtuso dentado (Figura 3.7B). As bracteas florais sdo ovais de cor verde-
amarelada, envolvendo a flor (Figura 3.7A).

O androceu é constituido por seis estames, com filetes livres, de mesmo tamanho,
inclusos, 30,17+1,97mm de compr. As anteras sao bitecas, tetraesporangiadas, livres,
5,33+%1,01 mm de compr., basifixa, com deiscéncia rimosa (Figuras 3.7C). O gineceu é
gamocarpelar, tricarpelar, trilocular (Figuras 3.7D). Estigma do tipo lamina-convoluta,
amarelo, densamente papiloso, 1,47+1,29 mm de compr. e estilete terminal 30,00£3,00 mm
de compr. (Figura 3.7E-F). O ovario é supero (Figura 3.7G), com placentacdo axial, 6,3310,75
mm de compr. e 2,57£0,27 mm de diam., apresenta nectario septal, labirintico localizado na
base do ovdrio. Ovulos hemiandatropo, grande nimero por I6culo com apéndice calazal
acuminado longo (Figuras 3.7H).

A antese é diurna iniciando as 7h e 45min, as flores abrem-se abruptamente e

comecam a murchar no fim da tarde.
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Figura 3.7 - Aspectos morfoldgicos da flor de Vriesea saundersii; A: Flor envolvida pela bractea floral
(bf) mostrando sépalas (s), pétalas (p) e estame (e),; B: Pétala (p) com apéndices (ap) basais; C: Antera
na posi¢do adaxial (ad) e abaxial (ab) com inser¢do basal no filete (f); D: Corte transversal do ovério
evidenciando os trés léculos (lo); E: Estigma (es) do tipo lamina convoluta com papilas longas; F:
Detalhe das papilas; G: Corte longitudinal do ovario supero (ov) com 6évulos (0); H: Ovulos (o)
evidenciando funiculo (fu), micrépila (mi) e apéndice calazal (ac) acuminado longo. Barras: B, F = 2
mm; C,D, E=1mm; E, G=200 um.
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Tabela 3.3 - Aspectos morfoldgicos da flor e horario da antese de Aechmea correi-araujoi, Aechmea
gamosepala, Vriesea ensiformis e Vriesea saundersii.

Atributos florais A.correia-araujoi A.gamosepala V.ensiformis V.saundersii
Flor

Comprimento (mm) 23,50+1,18" 13,80+1,23 62,50+3,87 47,07+2,04

Coloragao Amarela Lilas/rosa Amarela Amarela

Numero/inflorescéncia 44 123 14 30
Calice

Comprimento (mm) 9,90+0,32 9,18+0,75 39,60+2,76 29,87+1,96

Largura (mm) 3,50£0,53 2,09+0,34 10,90+1,29 10,42+1,41
Corola

Comprimento (mm) 15,80+1,23 9,69+0,66 50,20+2,04 38,70+3,00

Largura (mm) 3,10+0,32 3,82+0,25 10,00+0,67 4,95+0,89

Apéndice petalar
Comprimento (mm) 2,9240,34 4,9940,15 9,20+1,25 8,66+0,99
Largura (mm) 1,29+0,44 1,62+0,08 3,51+0,69 3,61+0,42
Androceu
Antera 3,20£0,18 3,4810,22 7,05£0,21 5,33£1,01
Filete 11,4940,50 6,41+0,27 48,90+2,60 30,17+1,97
Gineceu

Estigma 1,59+0,20 1,53+0,17 2,49+0,26 1,47+1,29

Estilete 12,61+1,15 8,30+0,24 55,80+4,52 30,00+3,00
Ovdrio

Comprimento 5,50+0,43 3,97+0,33 5,06+0,45 6,33+0,75

Diametro 3,22+0,19 2,91+0,37 3,09+0,39 2,57+0,27

Hordrio antese 7:22 6:35 6:47 7:45

*Valor médio seguido de desvio padrdo. n=10.

3.3.3 Morfologia polinica

Os graos de podlen de A. correia-araujoi, A. gamosepala, V. ensiformis e V. saundersii
apresentam tamanho médio a muito grande, com didmetro médio equatorial variando entre
48,76 £ 2,36 e 113,27 + 6,38 um e didametro médio polar 36,97 + 1,68 e 57,97 + 4,10 um,

sendo os graos de pdlen das espécies de Aechmea menores do que os de Vriesea (Tabela
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3.4). O numero de grdaos de pdlen por antera variou de 33.750 em A. correia-araujoi a
105.833 em V. ensiformis (Tabela 3.4).

As espécies de Aechmea apresentaram graos de pélen de tamanho médio e grande,
simetria bilateral, oblatos e biporados. A. correia-araujoi, em visdao equatorial, apresenta
grdo de pdlen com contorno plano de um lado e nitidamente convexo do outro com poros
grandes situados nas extremidades equatoriais (Figura 3.8A). A. gamosepala possui grao de
pdlen isopolar com ambito subcircular, poros pequenos quase circulares (Figura 3.8D). A
ornamentacdao da exina é reticulada e heterobrocada, A. correia-araujoi possui lUmen
arredondado a poligonal e A. gamosepala limens pequenos, diminutamente arredondados
com muros adensados (Figura 3.8A, B, D e E).

Os graos de pdlen das espécies de Vriesea sao de tamanho grande e muito grande,
com simetria bilateral, V. ensiformis peroblato e V. saundersii oblato, heteropolar, sulcado,
com contorno plano de um lado e convexo do outro, com sulco de contorno irregular tao
longo quanto o didametro equatorial (Figura 3.8G e J). Possui ornamentacdo reticulada,
heterobrocada, limens variando de arredondados a poligonais, menores em dire¢do ao
sulco, com presenca de granulos, circundados por microrreticulos, muro ligeiramente curvo,
estreito, duplicolumelado (Figura 3.8G, H, J e K).

Todas as espécies apresentam exina mais espessas que a intina e o tamanho médio
das diferentes camadas variaram muito entre as espécies (Tabela 3.5). A sexina das espécies
de Aechmea é semitectada, columelada delgada em A. gamosepala e em A. correia-araujoi
de tamanho similar a nexina. Apresentam nexina com “foot layer” continuo e delgado,
endonexina continua, esponjosa, muito espessa em A. correia-araujoi (Figura 3.9E-F).

As espécies de Vriesea apresentam sexina semitectada, columelada e polenkit com
diferentes densidades no interior do limen das duas espécies e cobrindo a parede em V.
ensiformis (Figura 3.9G-H). V. saundersii apresenta teto e columela altos, a nexina de V.
ensiformis é delgada com “foot layer” continuo, endonexina continua, compacta em V.
ensiformis e esponjosa em V. saundersii, que se expande na regido do sulco

(Figura 3.9G e H).
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Tabela 3.4 - Morfometria e estimativa de nimero de grdos de pdlen de Aechmea correi-araujoi,
Aechmea gamosepala, Vriesea ensiformis e Vriesea saundersii.

Vista Equatorial Estimativa?
Espécies Tamanho?
Diametro Polar Diametro Equatorial (grao/flor)
A. gamosepala 36,97 £ 1,68 48,76 + 2,36 Médio 93.333
A. correia-araujoi 38,73 £ 3,09 63,21 + 4,46 Grande 33.750
V. ensiformis 38,80+ 4,21 94,04 +4,18 Grande 105.833
V. saundersii 57,97 £ 4,10 113,27 + 6,38 Muito grande 91.666

Média seguida de desvio padrdo expresso em pum, n=25. 'Descrigdo empregada por Punt et al. (2007) e Hesse, Halbritter e
Zetter (2009). 2Conforme metodologia de Albuquerque Jr. et al. (2010).

Tabela 3.5 - Morfometria da esporoderme de Aechmea correi-araujoi, Aechmea gamosepala, Vriesea

ensiformis e Vriesea saundersii.

Espécies Intina Nexina Columela Teto Exina
A. correia-araujoi 0,63+0,05' 1,28+0,16 0,39+0,07 0,49+0,07 2,42+0,24
A. gamosepala 0,29+0,90 0,51+0,09 0,25+0,05 0,27+0,03 1,09+0,12
V. ensiformis 0,29+0,03 0,30+0,21 0,39+0,10 0,41+0,07 1,40+0,18
V. saundersii 0,65+0,17 0,88+0,16 1,54+037 0,89%0,15 3,63+0,85

1Média seguida de desvio padrdo expresso em um, n=10.
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Figura 3.8 - Grdos de podlen de A. correia-araujoi (A-C), A. gamosepala (D-F), V. ensiformis (G-1) e V.
saundersii (J-L). A, D, G, J: Vista polar e equatorial ao microscépio eletrénico de varredura (MEV); B,
E, H, K: Detalhe da ornamentacdo da exina (MEV); C, F, I, L: Acetdlise. Barras: A, D, G, ] =10 um; B, E,
H,K=2um;C,F,I,L=25um.



68

Figura 3.9 - Secg¢Oes transversais ao microscopio eletronico de transmissdo de graos de pdélen de A.
correia-araujoi (A e E), A. gamosepala (B e F), V. ensiformis (C e G) e V. saundersii (D e H). A-D: Vista
geral do grdo de pdlen. D. Notar o espessamento da endonexina na regido do sulco (seta). E-H
Detalhe da esporoderme. c: columela; en: endonexina; fl: “foot layer”; i: intina; pk: polenkite; t:
tetum. Barras: A-D =500 pum; E-H = 2 um.

3.3.4 Viabilidade e germinagao in vitro de graos de pélen

No momento da antese os graos de pdlen apresentam viabilidade superior a 93%
(Tabela 3.6), ndo sendo observada diferenca significativa entre a viabilidade dos graos de
polen coletados durante a antese e ao meio dia (dados ndo apresentados). O corante
utilizado permitiu clara diferenciacdo entre pélens vidveis e invidveis em todas as espécies
(Figura 3.10A e B).

Os resultados de germinacdo in vitro confirmam a estimativa de viabilidade obtida
através do método colorimétrico. Todas as espécies apresentaram boa capacidade
germinativa com porcentagem de germinacdo maior que 80% apds 24 horas de inoculacao

em meio de cultura BK (Figura 3.10C e D). A germina¢do dos graos de pdlen in vitro
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comegou nas primeiras horas apds inoculagdo no meio de cultura. Nao houve diferenca
significativa na porcentagem de germinacdo in vitro ao longo do tempo para as espécies de
Aechmea, somente para a espécie de V. saundersii, ndo sendo determinada a da espécie V.
ensiformis devido a problemas de contaminacdo e disponibilidade de material (Tabela 3.6). A
germinacdo maxima foi obtida seis horas apds a inoculacdo para as espécies A. correia-
araujoi (92,42%), A. gamosepala (98,69%) e V. saundersii (97,69%). Os graos de podlen da
espécie V. saundersii germinaram mais lentamente em comparacdo aos de Aechmea. Os
resultados obtidos mostraram que todas as espécies estudadas produzem graos de pélen

com boa capacidade germinativa.

Tabela 3.6 - Porcentagem de germinagao in vitro de grdaos de pdlen em diferentes horarios apds
inoculacdo em meio de cultura BK e viabilidade de grdos de pdlen de Aechmea
correia-araujoi, Aechmea gamosepala e Vriesea saundersii corados com solugdo de

Alexander (1969).
Germinacdo in vitro (horas)
Espécie Viabilidade
1 2 4 6 8 10 24
A. correia-araujoi 87,78a 89,942 86,14a 92,42a 84,70a 92,00a 89,40a 93,67
A. gamosepala 94,85a 95,532 97,00a 98,69a 94,71a 95,00a 96,29a 95,67
V. ensiformis n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 82,44 93,20
V. saundersii 44,83c 82,92b 90,81ab 97,69a 97,68a 86,70ab 81,91b 94,00
CV(%) 10,52

n.d. ndo determinado.
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Figura 3.10 - Grdos de pélen invidveis (verde) e vidveis (vermelho) de Aechmea gamosepala (A) e
Vriesea ensiformis (B) corados com solucdo de Alexander (1969). Grdos de pélen de Aechmea
gamosepala (C) e Vriesea ensiformis (D) germinados in vitro em meio de cultura BK (BREWBAKER;

KWACK, 1963). Barras: A-B =50 um; C-D = 0.5 mm.

3.3.5 Receptividade do estigma

Os estigmas de A.gamosepala e V. ensiformis se apresentam-se receptivos na
pré-antese, enquanto a receptividade do estigma de V.saundersii é observada somente na
antese. Todas as espécies apresentam periodo de maior receptividade apds a abertura das
flores, nas primeiras horas da manha, com diminui¢cdo ao longo do dia (Tabela 3.7 e Figura

3.14).

Tabela 3.7 - Receptividade do estigma em trés espécies de Bromeliaceae avaliada em solucdo de

acetato de a-naftil em diferentes periodos ao longo do dia.

Periodos avaliados

Espécies
Pré-antese Antese 4h apds antese 10h apds antese
A. gamosepala + +++ ++ ++
V. ensiformis + +++ ++ +
V. saundersii +++ + +

(+) resposta positiva fraca; (++) resposta positiva forte; (+++) resposta positiva muito forte. (Adaptado de Dafni e Maués, 1998). Solugdo de
acetato de a-naftil, conforme Pearse (1972) e Dafni (1992); n=3.
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Figura 3.11 - Receptividade do estigma de Aechmea gamosepala (A), Vriesea ensiformis (B) e Vriesea
saundersii (C) avaliada apds imersdao em solucdo de acetato de a-naftil em pré-antese, antese, quatro
horas apds antese e dez horas apds antese (colunas da esquerda pra a direita). Barras: A= 0,5 mm; B
=2mm; C=1mm.

3.4 Discussao

Caracteristicas observadas nas flores das espécies de Vriesea estudadas como
coloracdo amarela, bracteas vermelhas, corola tubular, antese diurna e néctar protegido
pelos apéndices petalares, estdo relacionados a sindrome de ornitofilia, como proposto por
Faegri e Van der Pijl (1979). Para alcancar o néctar o polinizador precisa ter um longo
aparelho bucal, como o encontrado em beija-flores. A polinizacdo das espécies V. ensiformis
e V. saundersii por beija-flores é relatada por Siqueira Filho e Leme (2006) na Mata Atlantica
nordestina e Leme e Costa (1998) em costGes rochosos do Rio de Janeiro.

A diferenca espacial entre pistilo e androceu, observada em flores de V. ensiformis
pode ser um mecanismo que dificulta, ou impede a autofecundacdo. Ja a distribuicdo das

anteras na mesma altura do estigma e a produc¢do de sementes observada em capsulas de V.
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saundersii sugerem autogamia, particularmente pelo fato das plantas desse estudo terem
sido cultivadas em casa de vegetacao.

Apesar de apresentar flores pequenas e nenhum relato sobre o mecanismo de
polinizagdo, as flores de A. correia-araujoi também compartilham caracteristicas
morfoldgicas relacionadas a sindrome de ornitofilia, flores de coloracdo amarela, bracteas
escapais vermelhas, antese diurna, nectdrio septal interlocular com acumulo de néctar na
base das pétalas. A auséncia de sementes nas bagas observada apds a maturacao das flores
sugere dependéncia de polinizador, inexistente em condi¢cdes de casa de vegetacao, ou
algum tipo de incompatibilidade.

As flores de A. gamosepala sdo pequenas, em grande nimero, com corola tubulosa
reduzida, de coloracao lilds, antese diurna e apresentam odor levemente adocicado,
caracteristicas associadas a polinizacdo por abelhas (FISCHER; ARAUJO, 1995; BENZING,
2000). Araujo, Fischer e Sazima (2004) também relatam presenca de odor para A.
gamosepala com polinizacdo exclusiva pela abelha Bombus morio (Apidae), na regido do
estudrio do Rio Verde (SP). A presenca de odor em flores de Bromelioideae é considerada
rara, exceto em alguns poucos casos comprovados, como em Cryptanthus (RAMIREZ, 1996),
Hohenbergia ridleyi, Hohenbergia ramageana (SIQUEIRA FILHO; MACHADO, 1998) e
Araeococcus micranthus (NARA, 1998).

A melitofilia também foi observada em outras espécies de Aechmea, com
caracteristicas morfoldgicas semelhantes a A. gamosepala, como Aechmea lingulata e A.
lindenii (E. Morren) (SIQUEIRA FILHO; MACHADO, 2001; LENZI; MATOS; ORTH, 2006). A
maioria das espécies de bromélias estd relacionada a ornitofilia (MARTINELLI, 1997;
MACHADO; SEMIR, 2006), em especial aos beija-flores (CANELA; SAZIMA, 2003; PIACENTINI;
VARASSIN, 2007) e estas recompensam seus visitantes florais com néctar abundante
(BENZING, 2000). Apesar de pouco constatada na familia Bromeliaceae, a entomofilia tem
sido considerada uma estratégia de polinizacdo intermedidria (SIQUEIRA FILHO, 1998;
BENZING, 2000; SIQUEIRA FILHO; MACHADO, 2001; ARAUJO; FISCHER; SAZIMA, 2004; LENZI;
MATOS; ORTH, 2006).

Outra caracteristica que pode ser relacionada a biologia reprodutiva é a relacdo entre
nimero e comprimento das flores nas bromélias estudadas, sendo predominante o padrao
de flores pequenas em grande nimero, ou flores grandes em nimero reduzido. A variacdo

em pequena escala, do nimero e densidade de flores, pode influenciar a visitacdo pelos
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polinizadores e, portanto, influenciar o sucesso reprodutivo (GRINDELAND; SLETVOLD; IMS,
2005; MAKINO; OHASHI; SAKAI, 2007).

A presenca de nectdrios septais relatada em todas as espécies estudadas, ocorre em
todos os representantes de Bromeliaceae (BERNADELLO; GALETTO; JULIANI, 1991; SAJO;
FURNESS; PRYCHID, 2004). Segundo Givnish et al. (2000), a ocorréncia de nectarios septais e
corola tubular para acimulo do néctar sdao algumas das adaptacdes a polinizacao por beija-
flores.

Os apéndices petalares em Bromeliaceae estao situados na face adaxial das pétalas,
sendo caracterizados como uma estrutura Unica de tecido entre o filete estaminal antipétalo
e a pétala, ou como um par de estruturas entre cada estame antipétalo (BROW; TERRY,
1992). Todas as espécies estudadas no presente trabalho apresentaram apéndices petalares
duplos, como descrito para outras espécies de Bromeliaceae (MARTINELLI, 1997). O estudo
dos apéndices petalares tem sido abordado em estudos taxondmicos, entretanto, sua
funcdo ainda n3do é bem definida. Entre as fung¢des atribuidas por diferentes autores estdo a
de evitar a evaporagao do néctar e sua diluicdo pela chuva, diminuir o espago entre os filetes
e estilete ao longo do tubo floral, direcionando o aparelho bucal do visitante até o nectdrio,
garantindo assim visitas legitimas (BROWN; GILMARTIN, 1984, 1989; EVANS; BROWN, 1989;
BROWN; TERRY, 1992; LEME, 1997). Sazima e Sazima (1990) sugerem que os apéndices
protegem a camara nectarifera, podendo desencorajar a visita por abelhas. No entanto, a
presenca de apéndices petalares em flores de A. gamosepala, parece ndo exercer a funcao
sugerida por estes autores, ja que a espécie foi relatada como sendo melitéfila.

Os resultados da anatomia floral mostram a presenca de obturador na placenta de A.
correia-araujoi e A. gamosepala, sua ocorréncia pode ter significado importante na
reproducdo. A presenca de obturador em Bromeliaceae também foi relatada na placenta das
espécies Aechmea calyculata, Billbergia nutans, Dyckia maritima, Pitcairnia flammea,
Tillandsia aeranthos e Vriesea carinata (FAGUNDES; MARIATH, 2010) e outros géneros
(SAJO; PRYCHID; RUDALL, 2004). O obturador é um tecido secretor que ocorre proximo a
micrépila e tem a funcdo principal de guiar o crescimento do tubo polinico a micrdpila,
podendo ser de origem funicular, placentaria ou uma saliéncia coberta por tricomas
secretores, ou simplesmente, uma regido com epiderme papilosa (BOUMAN, 1984).

Todas as espécies em estudo neste trabalho produzem uma grande quantidade de

grdos de podlen por flor, suficientes para a dispersdo dessas espécies e utilizacdo em
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programas de melhoramento. A morfologia polinica observada foi similar a descrita para
espécies de bromélias dos géneros Aechmea (SOUZA; WANDERLEY; CRUZ-BARROS, 1997,
LEME, 1998) e Vriesea (VERVAEKE et al., 2003).

Os graos de pélen das espécies de Aechmea e Vriesea diferiram em termos de
tamanho, forma, polaridade, tipo de abertura, arranjo da parede, espessamento das
camadas da parede de pdlen e presenca de pollenkitt, no entanto espécies do mesmo
género apresentaram caracteristicas polinicas similares. Os resultados obtidos nesse
trabalho em relagdo a forma e tamanho dos graos de pélen confirmaram as caracteristicas
observadas em outras espécies dos mesmos géneros (SOUZA; WANDERLEY; CRUZ-BARROS,
1997; VERVAEKE et al., 2003). Os caracteres morfoldgicos dos graos de pélen das espécies de
Vriesea estdao de acordo com o respectivo grupo de polinizador descrito na literatura, exceto
a presenca de polenkitt que estd associada a entomofilia (HESSE, 2000; PACINI; HESSE,
2005). A presenca do pollenkitt auxilia na dispersdo de grdos de polén, como parte do
sistema de reconhecimento de graos de pdlen sobre o estigma, adesdo do pélen no estigma
e entre si durante o transporte pelos animais, e atracdo de polinizadores devido a
volatizacdo de compostos (PACINI; HESSE, 2005; LIN; GOMEZ; MEREDITH, 2013).

Para se obter éxito na polinizacdo com posterior fecundacdo e fertilizacdo, um dos
fatores essenciais sao a viabilidade e germinacdo dos graos de pdlen e a receptividade do
estigma. Durante a antese o estigma das espécies em estudo se apresentaram receptivos e
os graos de polen altamente viaveis (acima de 93%) e com alta capacidade germinativa.

A coloracdo dos grdos de pdlen com solucdo de Alexander (1969) permitiu clara
distincdo entre graos de pdlen vidveis e ndo viaveis. Soares et al. (2011) relatam viabilidade
com carmim acético acima de 76% em acessos silvestres de Ananas e Salomao (2013) 83%
em Dyckia distachya. Entretanto, esses autores relatam que os resultados obtidos por
carmim acético, na sua maioria superestimaram os resultados em relagdo a germinacao in
vitro. O corante de Alexander (1969), utilizado neste estudo permitiu um indicativo de
viabilidade polinica mais precisa, devido a utilizagcdo simultanea de verde malaquita e fucsina
acida que por suas propriedades quimicas bdsica e acida, respectivamente, coram graos de
polen vidveis e ndo vidveis.

Parton et al. (2002) estudaram a viabilidade de graos de pdlen de diferentes espécies
de Bromeliaceae por meio de germinacdo in vitro nos meios de cultura BK (BREWBAKER;

KWACK, 1963), BKM (BK modificado com 20% de sacarose) e BM (PARTON et al., 2002). Eles
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observaram que nao houve diferenca significativa na porcentagem de germinagao entre os
diferentes meios, exceto para a espécie Tillandsia cyanea apresentou maior porcentagem
(75%) de germinacdo em meio BK. No entanto, esses autores obtiveram diferenca
significativa para o comprimento de tubo polinico com médias maiores para graos de pdlen
de diferentes espécies germinados em meio de cultura BK.

Os meios de cultura citados acima e o meio de cultura SM (SOARES et al., 2008) sdo
descritos como meios ideais para germinacao de grdos de pdlen in vitro de Bromeliaceae.
Todos esses meios foram testados em ensaios preliminares para as duas espécies de Vriesea
e Aechmea, e o meio BK foi o que promoveu a maior porcentagem de germinagao de graos
de podlen e comprimento do tudo polinico in vitro (dados ndo apresentados), mostrando-se
eficiente para a estimativa de viabilidade polinica das espécies.

A caracterizacdo morfolégica e anatébmica de flores das espécies de A. correia-
araujoi, A. gamosepala, V. ensiformis e V. saundersii relacionadas a aspectos da biologia
reprodutiva, obtidas nesse trabalho, permitiram a compreensdao do processo reprodutivo
nessas espécies. Esses dados associados a alta viabilidade apresentada pelos graos de pdlen
fornecem dados suficientes para definir técnicas de selecdo e combinagcbes para o
desenvolvimento de hibridos voltados para o comércio de plantas ornamentais. Além disso,
essas informagdes contribuem na elaboracdo de estratégias visando a preservagao de

espécies de bromélias.
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4 Desenvolvimento floral, do évulo e grao de pélen em duas espécies de Aechmea da Mata

Atlantica

RESUMO

Aechmea gamosepala Wittm e Aechmea correia-araujoi E. Pereira & Moutinho,
bromélias ornamentais nativas, de ocorréncia em regides de Mata Atlantica, tém sido alvo
de extrativismo. O desenvolvimento de estratégias para o aproveitamento de espécies
nativas no mercado ornamental, através do melhoramento genético e conservacgao, aliado a
ferramentas biotecnoldgicas, como a geracdo de plantas haploides por embriogénese a
partir dos micrésporos ou pdlen, com grande interesse para uso potencial em cruzamentos
intraespecificos e geracdo de novos hibridos, costituem-se em uma eficiente estratégia. A
caracterizacdao do desenvolvimento floral e desenvolvimento gametofitico sdo pré-requisitos
para o melhoramento e a aplicagdo dessa técnica biotecnoldgica. O objetivo deste estudo foi
analisar o desenvolvimento floral, do évulo e grdo de pdélen de A. gamosepala e o
desenvolvimento floral e do évulo de A. correia-araujoi, e estabelecer uma relacdo entre o
tamanho do botdo floral e as fases do desenvolvimento, visando contribuir para futuros
trabalhos de melhoramento dessa e de outras espécies de bromélias. BotGes florais em
diferentes fases do desenvolvimento foram medidos e separados em quatro grupos de
acordo com o tamanho, fixados e processados para microscopia. As andlises microscopicas
permitiram estabelecer uma relacdo entre o tamanho do botao floral e as diferentes fases
do desenvolvimento. Os botdes foram agrupados em: A. gamosepala: menores que 2,0 mm,
2,1-4,0mm, 4,1 -8,6 mm e 8,7 a 13,0 mm; A. correi-araujoi: menores que 0,1 — 1,0 mm;
1,1-5,0mm;5,1-10,0 mm e 10,1 a 14,0 mm. Os meristemas florais de A. gamosepala e A.
correia-araujoi apresentam desenvolvimento floral centripeto na ordem: sépala (3), pétala
(3), estames antipétalos (3), estames antissépalos (3) e carpelo (1). O estigma conduplicado-
espiral se diferencia na fase inicial do desenvolvimento e os apéndices petalares de A.
gamosepala na fase final e de A. correia-araujoi na fase intermedidria. O évulo é anatropo,
de origem placentdria e carater trizonal, crassinucelado, bitegumentado, o gameta feminino
tem origem monospdrica, do tipo Polygonum. As anteras de A. gamosepala sdo bitecas,
tetraesporangiadas. A tétrade de andrdsporo se forma por meiose sucessiva com clivagem
do tipo centrifuga, originando tétrades isobilaterais. BotGes florais de 8,7 a 13,0 mm sdo
indicados no estudo de embriogénese a partir de micrésporo de A. gamosepala.
Informacdes detalhadas do desenvolvimento floral, desenvolvimento do évulo e grdo de
polen disponibilizadas no presente estudo contribuem para aplicacdes biotecnoldgicas,
melhoramento genético e conservagao desta espécie.
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4.1 Introducgao

O Brasil é mundialmente conhecido pela riqueza da sua biodiversidade, em que se
destacam plantas ornamentais nativas, como espécies da familia Bromeliaceae. O interesse
ornamental por espécies dessa familia resultou em uma crescente demanda e exploracao
das espécies na natureza. Considerando que o Brasil possui a maior diversidade de bromélias
do mundo, hd um grande espaco a ser explorado, sendo, no entanto, necessdria a geracao
de conhecimentos basicos sobre as espécies de interesse.

Espécies do género Aechmea, pertencente a subfamilia Bomelioideae estdo entre as
mais cultivadas como plantas ornamentais. Aechmea gamosepala Wittm ocorre nas regides
de Mata Atlantica do Sudeste e Sul. E uma planta ornamental de habito epifito e terrestre, a
inflorescéncia rosa e azul dura aproximadamente 30 dias (ARAUJO; FISCHER; SAZIMA, 2004;
FORZZA et al., 2014). A espécie foi considerada presumivelmente extinta, pela lista vermelha
da flora de S3o Paulo (SMA-SP, 2002) e em perigo na lista vermelha da flora do Rio Grande
do Sul (CONSEMA-RS, 2002). Aechmea correi-araujoi E. Pereira & Moutinho é uma espécie
epifita de médio porte, endémica do Brasil, encontrada somente no estado da Bahia
(FORZZA et al., 2014).

Informagdes sobre aspectos reprodutivos, como a formagdo da estrutura floral e o
desenvolvimento gametofitico, permitem melhor caracterizagdo dessas espécies, com
aplicacdo em programas de conservacdo e melhoramento genético, para melhor
aproveitamento no mercado ornamental, além de desencorajar o extrativismo.

A flor é o drgdo reprodutivo das plantas onde ocorre a reproducdo sexual e também
assexuada no caso da apomixia. Além de ser o local de producdo e abrigo dos gametéfitos, a
flor estd diretamente envolvida em vdrias etapas do processo reprodutivo (TEIXEIRA;
MARINHO; PAULINO, 2014). O estudo do seu desenvolvimento consiste em diferentes fases
que resultam na formacdo de uma flor ou de um dos verticilos, tecidos ou células
componentes (FOSTER; GIFFORD, 1974).

O desenvolvimento floral é continuo, mas para facilitar o estudo, Tucker (1993)
dividiu o processo em trés fases: Inicial ou organogenética, Intermediario ou de formacdo e
final ou de diferenciacdo. Estudos abordando caracteres da ontogénese floral ajudam a

compreender o processo de diferenciagdo floral e podem ser utilizados para testar hipdteses
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filogenéticas, relagcdes taxondmicas e determinacdo de genes envolvidos na ontogénese
floral (TUCKER, 1992; TUCKER; DOUGLAS, 1994; TUCKER, 1997; MOCO; MARIATH, 2009;
AlZZA, 2010). O estudo do desenvolvimento floral em Bromeliaceae ainda é pouco
conhecido, o desenvolvimeto floral é relatado somente para Dyckia racinae L.B.Sm.
(DORNELES, 2013).

O conhecimento das fases do desenvolvimento dos gametas é pré-requisito para os
trabalhos de melhoramento e conservacdo de espécies. O desenvolvimento dos gametoéfitos
sdo etapas importantes no ciclo de vida da planta, por controlarem a reproduc¢dao. No
gametofito masculino desenvolve-se o grao de pdlen, responsavel pela fecundagao do évulo,
gerando o embrido e endosperma. Nesse processo sinais sdo emitidos pelas sinérgides que
direcionam o tubo polinico e auxiliam na dupla fertilizacdo (DREWS; YADEGARI, 2002).

A caracterizacdo do desenvolvimento do grdao de pdlen contribui para seu uso
biotecnolégico no melhoramento de plantas cultivadas, como a geracdo de plantas
haploides a partir da embriogénese de micrésporos e do pdlen (SEGUI-SIMARRO, 2010;
GERMANA, 2011; DWIVEDI, et al., 2015). A indugdo de embriogénese a partir de micrésporo
é alcancada em fases especificas de seu desenvolvimento. Na maioria das espécies
estudadas, esta fase ocorre entre micrdsporo vacuolado e poélen jovem bicelular (TOURAEV;
PFOSSER; HEBERLE-BORS, 2001; SEGUI-SIMARRO, 2010). Uma forma de selecdo eficiente é
possivel quando hd uma relacdo definida entre o tamanho do botao floral e a espectiva fase
de desenvolvimento do micrdsporo e grao de pdlen.

Considerando o nimero de géneros e espécies em Bromeliaceae, poucos sdo os
estudos relacionados ao desenvolvimento do évulo e grdo de pdlen (RAO; WEE, 1979; SAJO;
PRYCHID; RUDALL, 2004; SAJO et al., 2005; PALACI; BROWN; TUTHILL, 2004; CONCEICAO; DE
TONI; COSTA, 2007; SARTORI, 2008; SPAT, 2012; MENDES; COSTA; DE TONI, 2012;
DORNELES, 2013; FAGUNDES; MARIATH, 2014; OLIVEIRA et al., 2015). Essas infomagdes tém
fonecido importantes dados para a morfologia e taxonomia da familia Bromeliaceae.

O objetivo deste estudo foi analisar o desenvolvimento floral, do dvulo e grao de
pélen de A. gamosepala e o desenvolvimento floral e do évulo de A. correi-araujoi, e
estabelecer uma relacdo entre o tamanho do botdo floral e as fases do desenvolvimento,
visando contribuir para futuros trabalhos de melhoramento dessa e de outras espécies de
bromélias. Além disso, colaborar com novos dados para a ecologia e taxonomia do género

Aechmea.
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4.2 Material e Métodos

Botdes florais e flores de A. gamosepala e A. correi-araujoi em diferentes fases do
desenvolvimento foram coletados de plantas cultivadas em casa de vegetacdo, sob
temperatura ambiente, no Centro de Energia Nuclear na Agricultura — CENA/USP. Um
exemplar de cada espécie foi depositado no Herbario ESA da Escola Superior de Agricultura
Luiz de Queiroz — ESALQ/USP com o nimero ESA121278 e ESA121291. Os botdes florais
foram medidos com auxilio de paquimetro e separados em quatro grupos de acordo com o
comprimento: A. gamosepala: menores que 2,0 mm; 2,1 -4,0 mm; 4,1 -8,6 mme 8,7a 13,0
mm; A. correi-araujoi: menores que 0,1 —-1,0 mm; 1,1 -5,0 mm; 5,1-10,0 mm e 10,1 a 14,0
mm. Em seguida, as amostras foram fixadas em solucdo modificada de Karnovsky (1965)
(glutaraldeido 2 %, paraformaldeido 2 %, cloreto de cdlcio 5 MM em tampado cacodilato de
sédio 0,05 M, em pH 7,2), submetidas a quinze minutos de vacuo, armazenadas por 48 horas
até serem processados para microscopia de luz e microscopia eletrénica de varredura, ou

por 24 horas até serem processadas para microscopia eletrénica de transmissao.

4.2.1 Microscopia de luz

As amostras fixadas foram desidratadas em série etilica (35, 50, 60 e 70% uma vez de
30 min), dissecadas, desidratadas (85, 95% uma vez e 100% trés vezes de 30 min), seguidas
de propanol (100%) e butanol (100%), duas trocas de 2 h. Em seguida, infiltradas lentamente
em butanol e meio de infiltracdo (hidroxietilmetacrilato, Historesin, Leica Heldelberg) nas
proporgdes 3:1, 1:1, 1:3 (butanol:historesina), e resina pura, por ao menos uma semana em
cada etapa (modificado por ALMEIDA et al., 2006). Apds esse periodo, as amostras foram
emblocadas em historesina (Historesin, Leica Heldelberg), seguindo as instrucées do
fabricante e polimerizadas a temperatura ambiente por 48 h. Cortes histolégicos seriados (3-
5 um) foram obtidos em micrétomo rotativo (Leica, RM2155, Alemanha), dispostos em agua
e coletados em laminas histoldgicas e corados com fucsina basica (1 % p/v), seguido de azul
de toluidina (0,05 % p/v) (FEDER; O’BRIEN, 1968). Cortes histoldgicos do ovério e antera de
A. gamosepala e do ovario de A. correi-araujoi foram analisados em microscépio de luz

Axioskop 40 (Carl Zeiss, Alemanha) e micrografias foram obtidas em camera digital.
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4.2.2 Microscopia eletronica de varredura

As amostras fixadas foram desidratadas em solugGes crescentes de etanol (35-70%),
dessecadas, desidratadas (70-100%), secas ao ponto critico através de CO; liquido (Leica, EM
CPD300 Baltec), preparadas em suportes metalicos (stubs), metalizadas com ouro durante
180 s e analisadas em microscépio eletronico de varredura (Carl Zeiss, LEO 435 VP,

Alemanha), no NAP/MEPA, ESALQ/USP.

4.2.3 Microscopia eletronica de transmissao

Anteras retiradas de botdes florais de A. gamosepala foram imediatamente fixadas
em solucdo modificada de Karnovsky (1965), por 24 h, lavadas em tampdo cacodilato de
sédio (0,1 M), pdés-fixadas em tetréxido de dsmio (1 %) no mesmo tampao, lavadas em
solucdo salina (0,9% de cloreto de sédio) e pré-coradas em acetato de uranila (2,5 %),
overnight. Em seguida, as amostras foram desidratadas em séries crescentes de acetona (25,
30, 50, 75% uma vez de 5 min, 90% duas vezes de 10 min e 100 % trés vezes de 20 min),
infiltradas lentamente em resina Spurr nas proporg¢des 1:3 por 4 h, 1:1 por 4 h, 2:1
“overnight”, resina pura por 8 h e emblocadas em Spurr, por 48 h, a 70 °C. Cortes semi-finos
e ultrafinos da antera foram obtidos em ultra-micrétomo (Sorval MT1-Porter-Blum),
utilizando-se navalhas de vidro e diamante, respectivamente. As secc¢Bes ultrafinas obtidas
foram depositadas sobre grades de cobre de 300 mesh, contrastadas com acetato de uranila
(2,5 %) e citrato de chumbo (REYNOLDS, 1963). As sec¢bes foram analisadas e imagens
digitais obtidas ao microscépio eletrénico de transmissdo JEM 1400 (Jeol, Japdo), no

NAP/MEPA, ESALQ/USP.

4.3 Resultados e Discussao

Foram estabelecidos quatro grupos de acordo com o comprimento dos botdes floral
nas espécies A. gamosepala e A. correia-araujoi. O tamanho dos botdes florais de A.
gamosepala variou de menores que 2,0 a 13,0 mm, sendo o ultimo o tamanho médio da flor
em pré-antese. A escala de variacao de botdes florais de A. correia-araujoi foi maior, com

tamanhos menores que 0,1 a 14,0 mm. As andlises microscopicas permitiram estabelecer
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uma relagdo entre o tamanho do botdo floral e as diferentes fases do desenvolvimento
floral, do dvulo e grdo de pdlen em A. gamosepala (Tabela 4.1) e desenvolvimento floral e

do d6vulo em A. correia-araujoi (Tabela 4.2).

Tabela 4.1 Relagdo entre o comprimento dos botdes florais e as fases do desenvolvimento floral e

gametofitico em Aechmea gamosepala.

Fases e eventos relacionados ao desenvolvimento
Comprimento do

Desenvolvimento do

botdo floral (mm) Desenvolvimento floral Desenvolvimento do évulo
grao de pélen

Fase inicial: estabecimento e

fomacdo dos verticilos N o N
Formagdo dos primérdios de Formacdo dos estratos

<2,0 Fase intermediaria: fus3o ) .
. L 6vulo parietais
dos carpelos, diferenciagdo
do estigma e filete
Fase final: alongamento e
21-40 crescimento dos verticilos, Formacgdo dos tegumentos . .
A1-4, ] o i N Microsporogénese
diferenciagdo das células Megasporogénese
papilares
41-86 Fase final: formacgdo do Formagdo dos tegumentos . .
,L—o, o . Microsporogénese
apéndice petalar Megasporogénese
Fase final: formacgdo do Microgametogénese
8,7-13,0 ¢ Megagametogénese § &

apéndice petalar

Tabela 4.1 Relagdo entre o comprimento dos botdes florais e as fases do desenvolvimento floral e
desenvolvimento do grdo de pdélen em Aechmea correia-araujoi.

Comprimento do Fases e eventos relacionados ao desenvolvimento

botdo floral (mm) Desenvolvimento floral Desenvolvimento do évulo
- Fase inicial: estabecimento e fomagao dos - N .
<01-09 .. ¢ Formagdo dos primdrdios de évulo
verticilos
Fase intermedidria: diferencia¢cdo do ~
10-=50 . . = N Formacdo dos tegumentos
’ ’ estigma e filete, formac¢do do apéndice o
Megasporogénese
petalar
5,0-10,0 Fase final: alongamento e crescimento dos Formacgdo dos tegumentos
verticilos, formagdo do apéndice petalar Megasporogénese

10,0-14,0 Fase final: formagdo do apéndice petalar Megagametogénese
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4.3.1 Desenvolvimento floral

A inflorescéncia de A. gamosepala produz flores em ordem acrdopeta em sucessao
vertical, os meristemas florais sdo protegidos por uma bractea floral de dpice espinescente.
A fase inicial e intermediaria do desenvolvimento floral é observada em botdes florais
menores que 2,0 mm. As bracteas florais sdo alongadas na fase inicial do desenvolvimento,
cobrindo e protegendo os primdrdios florais e flores jovens (Figura 4.1B).

Os verticilos formam-se de forma centripeta, na ordem, calice, corola, androceu e
gineceu. Os primérdios de sépalas s3ao os primeiros a serem formados, em nimero de trés,
surgem primeiro dois primdrdios na posi¢cdo adaxial, em seguida surge um primaordio abaxial,
caracterizando uma iniciagao unidirecional reversa. O primérdio floral torna-se nitidamente
triangular (Figura 4.1A).

As sépalas se unem, alongam e exibem nas fases iniciais um dpice espinescente,
semelhante ao das bracteas florais, que também protegem o botdo floral (Figura 4.1B). Em
seguida, trés primérdios de pétalas se formam na parte interna, em posicao alterna em
relacdo as sépalas (Figura 4.1B). Os primoérdios estaminais surgem de forma simultanea,
primeiro formam-se trés primordios opostos as sépalas, em seguida trés na parte interna
oposta as pétalas (Figura 4.1C). E possivel identificar uma pequena diferenca de tamanho
entre eles (Figura 4.1D), os primérdios antissépalos sdo mais desenvolvidos, possivelmente
devido a limitacdo de espaco no botdo floral no inicio do desenvolvimento. Os primédrdios
carpelares sdo os Ultimos a serem formados, surgem na regido central a partir de trés
protuberancias livres (Figura 4.1E). A fase inicial do desenvolvimento floral termina com a
formacdo de todos os érgaos florais, observa-se nesta fase que o filete dos estames ainda
nao se diferenciou (Figura 4.1F).

A protecdo da flor é poporcionada por diferentes estruturas em diferentes fases do
seu desenvolvimento. Essas estruturas tendem a funcionar apenas por um curto periodo de
tempo, sendo a funcdo passada a outra estrutura no decorrer do desenvolvimento (TUCKER,
1992). Como observado neste trabalho, as brdacteas florais sdo as primeiras estruturas de
protecdo, em seguida a funcdo é passada para as sépalas de dpice espinescente formadas na
fase inicial do desenvolvimento.

Na fase intermedidria observamos simultaneamente o alongamento e inicio da fusao

da base dos carpelos, a diferenciacdo do estigma e do filete (Figura 4.1G). O éapice do
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estigma comeca a se torcer dando a conformagdao em espiral, neste momento notamos na
base da antera a diferenciacdo do filete. Ao final da fase intermedidria o carpelo esta unido,
formando um pistilo Unico, estigma diferenciado em conduplicado-espiral, e anteras e filetes
diferenciados (Figura 4.1H).

A fase final do desenvolvimento foi observada em botdes florais de 2,1 a 13,0 mm,
sendo o Ultimo, o tamanho da flor em pré-antese. Essa fase é marcada pelo alongamento e
crescimento dos verticilos, diferenciacdo de células e especializacbes florais, e fusdo de
partes florais. A diferenciacdo das células papilares do estigma foi observada em botdes de
2,1 a4,0 mm (Figuras 4.11-J).

Muitas especializacGes florais se desenvolvem nas fases intermediarias e finais do
desenvolvimento. Uma delas é a conexdao de pecas florais de mesma natureza ou de
naturezas diferentes, formando um aparato funcional associado diretamente aos

mecanismos de polinizacdo (TEIXEIRA; MARINHO; PAULINO, 2014).
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Figura 4.1 - Eletromicrografias de botdes florais dissecados de Aechmea gamosepala, em diferentes
fases do desenvolvimento floral, observados ao microscépio eletronico de varredura. A: Meristema
floral (mf) na axila de uma bractea (*), com primdrdios de sépalas (s); B: Inflorescéncia com bot&es
florais em formagcdo com primdrdios de sepadlas (s), pétalas (p), sépalas e bracteas com apice
espinescente (b); C: Desenvolvimento de partes florais: primdrdios de pétalas (p), estames
antissépalos (es) e estames antipétalos (ep); D: Primérdios de estames com diferenca de tamanho
entre os estames antissépalos e estames antipétalos; E: Primodrdios carpelares livres (c); F:
Diferencia¢do da antera, antes da formacao do filete (seta); G: Desenvolvimento e fusdo dos carpelos
(seta branca), diferencia¢do do estigma em espiral e formacdo dos filamentos (seta preta); H: Pistilo
Unico com estigma espiral (st) e anteras (an) com filetes (fi) diferenciados; I: Alongamento das
anteras, filetes e pistilo. J: Estigma com células papilares em diferenciagdo. Bractea (*), pétalas (x) e
estames (+) foram removidos para melhor visualiza¢do. Barras: A, C, D = 100 um; B, E, F, H, I, J =
200pm; G = 150um.
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A formacado dos apéndices petalares, alongamento das sépalas e pétalas e a conexao
dos filetes antipétalos as pétalas, ocorrem tardiamente no desenvolvimento floral. Os
apéndices petalares surgem como duas protuberancias na base das pétalas em botdes de
4,1 a 8,6 mm (Figuras 4.2A), células da base da estrutura se diferenciam e comecam a
alongar-se lentamente, em direcdo a base da pétala, também observa-se o alongamento do
apice (Figuras 4.2B-D). BotbGes de 8,7 a 13,0 mm apresentam apéndices petalares
diferenciados em uma estrutura alongada com apice dentado e franja sobreposta (Figuras
4.2E-H). Nesta fase observa-se a conexdao da base do estame antipétalo adnato a pétala
(Figuras 4.2F) e os estames antissépalos livres (Figuras 4.2G). Analisando todas as etapas do
desenvolvimento, observamos que em algum momento as células da base direcionam o
crescimento para o apice, formando uma estrutura semelhante a franjas, porém nao foi
possivel observar com exatiddo o momento de ocorréncia desta conversdo. A flor em pré-
antese apresenta apéndices petalares longos com franjas sobrepostas, que se dispdem
unidos a base da pétala, formando uma protecdo ao néctar que é secretado pelo nectarios
septais presentes na base do ovario, simulando uma camara nectarifera (Figura 4.2H).

O apéndice petalar é definido como um par de estruturas na base da face adaxial das
pétalas, de tecido unico, entre cada estame antipétalo (BROW; TERRY, 1992). A funcdo
desses apéndices ainda ndo é bem definida, sendo que diferentes autores relatam sua
fungdo na protegcdo do néctar, relacionando-os a interagao entre planta e polinizador
(BROWN; GILMARTIN, 1984, 1989; EVANS; BROWN, 1989; BROWN; TERRY, 1992; LEME,
1997).
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Figura 4.2 - Eletromicrografias de botGes florais dissecados de Aechmea gamosepala, com apéndices
petalares em diferentes fases do desenvolvimento, observados ao microscépio eletronico de
varredura. A: primérdio do apéndice petalar (seta) na base da pétala (p) de botédo floral com 4,1 a 8,6
mm; B: Primérdio de apéndice petalar com células se diferenciando na base do primérdio (seta); C-D:
Desenvolvimento da estrutura ornamentada; E: Apéndice petalar diferenciado com estrutura
alongada de apice dentado e ornamentagdo sobreposta em forma de franja; F: Pétala com apéndice
diferenciado, evidenciando a regido de conexdo do filete com a pétala; G: Pétala com apéndices
petalares entre filete antipétalo (ep) adnato a pétala e filetes antissépalos (es) livres; H: Flor em pré-
antese com as franjas dos apéndices unidas; seta = nectario septal; ov = dvulos. Estame (*) removido
para melhor visualizacdo. Barras: A =300 um; B = 150um; C, D = 200um; E, F, G, H =1 mm.
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O desenvolvimento floral de A. correia-araujoi foi similar ao de A. gamosepala. O
primoérdio floral se origina na axila de uma bractea, anteriormente a iniciagao dos primdrdios
de sépalas, observa-se o apice do meristema floral em formato convexo e arredondado
(Figura 4.3A-B). A fase inicial do desenvolvimento floral é observada em botdes florais
menores que 0,1 - 1,0 mm. As bracteas se alongam na fase inicial do desenvolvimento,
cobrindo e protegendo os primdrdios florais, cada bractea circundando um Unico meristema
floral (Figura 4.3A). A iniciacdo dos orgdos florais ocorre de forma centripeta, inicialmente
observando-se a formacao do cdlice, seguido da corola, androceu e gineceu. As pecas florais
de cada verticilo encontram-se alternas em relagdo as dos verticilos adjacentes (Figura 4.3D).

Os primérdios de sépalas sdo os primeiros a serem formados, desenvolvem-se
simultaneamente de forma unidirecional, em numero de trés. Os primérdios de pétala se
desenvolvem em seguida, internamente as sépalas (Figura 4.3C). Os primdrdios de estames
iniciam-se de forma simultanea, surgindo primeiro os primdrdios de estames antipétalos e,
posteriormente, os de estames antessépalos (Figura 4.3C-D). Os primérdios carpelares
surgem a partir de trés protuberancias na depressao central do meristema floral, logo apds a
formacao dos seis primordios de estames (Figura 4.3D, E).

A fase intermediaria foi observada em botdes florais de 1,1 — 5,0 mm (Figura 4.3 F-G)
e a fase final entre 5,0 — 10,0 mm (Figura 4.3 H-1). Como observado em A. gamosepala, a
fase intermediaria é caracterizada pelo alongamento, inicio da fusdo dos carpelos,
diferenciacdo do estigma e filetes. Durante a diferenciacdo do estigma, observa-se que a
altura do pistilo ultrapassa a dos estames (Figura 4.3F-G). A fase final é marcada pelo
alongamento e alargamento das pecas florais. Porém, diferentemente de A. gamosepala,
primérdios de apéndices petalares foram observados em botdes florais na fase

intermediaria.
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Figura 4.3 - Eletromicrografias de botdes florais dissecados de Aechmea correia-araujoi, observados
ao microscopio eletrénico de varredura. A: Meristema floral (mf) na axila de uma bractea e
meristema floral revestido por bractea floral (b); B: Meristemas florais em formato convexo e
arredondado; C: Sépalas (s), primordios de pétalas (p) e estames (e); D: Primdrdios de estames
antipétalos (ep) e antissépalos (es), depressado central do meristema floral (seta); E: Desenvolvimento
centripeto dos 6rgdos florais, presenca de trés primérdios carpelares (c); F: Primdrdios carpelares
livres no apice e inicio da curvatura do estigma (est) em espiral; G: Pistilo com carpelos fundidos,
diferenciacdo do filete e estigma; H: Estigma diferenciado do tipo conduplicado-espiral, alargamento
e alongamento da base do filete e antera; |: Flor em fase final do desenvolvimento. Bracteas,
sépalas, pétalas e estames foram removidos para melhor visualizacdo. Barras: A-D, F : 200 um; E: 150
pum; G-H: 1 mm; I: 2 mm.



89

Primérdios de apéndices petalares foram observados na base da face adaxial de
pétalas de botdes florais de 1,0 a 5,0 mm de comprimento, nas laterais da base do filete
antipétalo (Figura 4.4A). Em botdes de 5,0 a 10,0 mm observamos uma diferencia¢do na face
adaxial do apéndice, formando uma estrutura sobreposta (Figura 4.4B-D) que completa o
seu alongamento e diferenciacdo em botdes de 10,0 a 14,0 mm (Figura 4.4E). Os apéndices

apresentam-se completamente diferenciados em flores em pré-antese (Figura 4.4F).

N F e S

Figura 4.4 - Eletromicrografias de botdes florais dissecados de Aechmea correia-araujoi,
evidenciando o desenvolvimento do apéndice petalar, ao microscopio eletronico de varredura. A:
Primérdio de apéndice petalar (seta) na base da pétala de botdo floral de 1,0 a 5,0 mm; B-D:
Primérdios de apéndices petalares em botdes florais de 5,0 a 10 mm; D: Diferenciacdo na face
adaxial do apéndice petalar (seta) fomando uma estrutura sobreposta; E: Alongamento do apéndice
petalar em botGes de 10,0 a 14,0 mm; F: Flor em pré-antese com apéndice petalar completamente
formado. Barras: A, D, E, F: 500 um; B: 300 um; C: 100 pum.

A familia Bromeliaceae apresenta uma grande variacdo morfolégica de apéndices
petalares. Brown e Terry (1992) reconheceram trés tipos de apéndices nas subfamilias,
apéndices petalares complexos e com maiores variagcdes ocorrem na familia Bromelioideae,
enquanto as subfamilias Pticairnoideae e Tillandsioideae exibem apéndices petalares mais

simples e com morfologia consistente.

A morfologia do apéndice petalar descrita neste trabalho para a espécie A. correi-

araujoi foi semelhante ao descrito por esses autores para a subfamilia Bromelioideae. O
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apéndice petalar de A. gamosepala apresenta estrutura complexa e distinta da observada

em A. correia-araujoi, evidenciando variacdao morfoldgica entre espécies do mesmo género.

No final do desenvolvimento floral as flores de A. gamosepala e A. correi-araujoi
apresentam caracteristicas tipicas de Bromeliaceae (BENZING, 2000), actinomorfas, trimeras,
A. gamosepala com trés sépalas unidas (gamosépala) e trés pétalas livres (dialipétala), com
apéndices petalares duplos, longos, com franja sobreposta, na base da face adaxial de cada
pétala. A. correi-araujoi apresenta sépalas e pétalas livres em nimero de trés, com
apéndices petalares duplos, com sobreposicdo de dpice dentado, na base da face adaxial de
cada pétala. Apresentam seis estames inclusos, de mesmo tamanho, trés externos ou
antissépalos livres e trés internos, ou antipétalos adnatos as pétalas, basefixos, e um Unico

pistilo central (gamocarpelar) com estigma do tipo conduplicado-espiral.

4.3.2 Desenvolvimento do 6vulo

O inicio do desenvolvimento do 6vulo, em A. gamosepala é observado em botdes
florais menores que 2,0 mm, no final da fase inicial, quando a base dos carpelos apresenta-
se unida, com estigma em forma de espiral e formacgao inicial das células papilares. Os
primdrdios surgem na placenta a partir de divisdes celulares da posicdao axial, a placenta
apresenta estrutura trizonada (Figura 4.5A).

O primdrdio do dévulo inicia-se pelo aumento da densidade citoplasmatica na regido
placentaria e por divisdes periclinais da camada subdérmica, bem como divisGes da camada
central (Figura 4.5B-D). Ao acompanhar o desenvolvimento do évulo, observa-se que os
primdrdios sdo constituidos por trés camadas meristematicas, camada dérmica, subdérmica
e central, caracterizando a origem trizonal do évulo (Figura 4.5C).

A camada dérmica é responsdvel pela formagdo dos tegumentos interno e externo e
pela epiderme nucelar (Figura 4.5E-F). No interior do nucelo, em botdes de 2,1 a 4,0 mm, a
inicial arquesporial é formada na camada subdérmica e apds sofrer uma divisdao periclinal, da
origem a célula arquesporial e a célula parietal primaria. As células adjacentes a parietal
primaria dividem-se periclinalmente, e formam até trés camadas celulares entre a epiderme
nucelar e a célula arquesporial, sendo o évulo denominado crassinucelado (Figura 4.5E,F,l).

DivisGes periclinais nas laterais da camada dérmica marcam o surgimento dos tegumentos,
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inicialmente o interno (Figura 4.35,G), seguido do externo (Figura 4.5F,H). A curvatura
anatropa é observada no inicio do desenvolvimento do tegumento externo (Figura 4.5F,H).

Em botdes de 4,1 a 8,6 cm, a célula arquesporial diferencia-se formando a celula mae
do megdsporo, que alonga-se no eixo micrépila-calaza (Figura 4.5l). Observa-se o tegumento
externo se sobrepondo ao interno e dvulo em curvatura anatropa (Figura 4.5J-K), até
estarem completamente formados, delineando a micrépila (Figura 4.5L). Os tegumentos sao
formados por duas camadas de células. Quando os dois tegumentos ja se encontram em
diferenciacao, células da placenta alongam-se radialmente formando um obturador préximo
ao nucelo (ndo mostrado).

O obturador é uma estrutura especial que ocorre préximo a micrépila e tem a fungao
de guiar o crescimento do tubo polinico, podendo ser de origem funicular, placentaria ou de
combinacdo das duas (BOUMAN, 1984). Pode ser, ainda, uma saliéncia coberta por tricomas
secretores ou simplesmente uma regido com uma epiderme papilosa. O obturador cresce
através da micrépila e mantém conexdao com o tecido transmissor ou com a epiderme

secretora do canal estilar, sendo que apds a polinizagdo se degenera (SHAMROV, 2004).
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Figura 4.5 - Desenvolvimento do d6vulo em Aechmea gamosepala, observados em seccdes
longitudinais por microscopia de luz (A-C, E-F, 1) e por eletronica de varredura (D, G-H, J-L). A:
Formacdo do primérdio de évulo de carater trizonal (1, 1l, Il) por divisGes das células da placenta. B:
Primérdios de dvulo (po). C: Primérdio de évulo trizonado, com camada dérmica (de), subdérmica
(sb) e central (cc). D: Primérdios de évulos (pr); E: Ovulo com célula arquesporial (ca) e formacdo do
tegumento interno (ti). F: Ovulo com célula m3e do megdasporo (cmm), tegumento interno (ti) e inicio
do desenvolvimento do tegumento externo. G: Ovulo com nucelo (n) evidente e inicio do
desenvolvimento do tegumento interno. H: Ovulos em inicio de curvatura, com tegumento interno e
tegumento externo em formacdo. I: Ovulo em cuvatura, com célula mie do megasporo alongada
com tegumentos e feixe vascular. J: Ovulos se curvando, com tegumento externo se sobrepono ao
tegumento interno. K: Ovulo com tegumento externo no final de formagdo. L: Ovulo maduro, com
micrépila (mi) evidente. Barras: A, B, | =0,5 mm; C, E, F = 2mm; D, G,H,J,L = 50um; K= 100 pm.

A primeira divisdo meidtica marca o inicio da megaesporogénese, a célula mae do
megasporo (Figura 4.6A) se divide (Figura 4.6B). Ao final da meiose ocorre a formacdo da
diade, com células de mesma dimensdo (Figura 4.6C). Na segunda meiose, a célula calazal da

diade entra em divisdo, originando uma tétrade linear, o megdsporo calazal se diferencia,
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aumentando gradualmente em tamanho (Figura 4.6D). A presenca de calose é observada ao
redor da tétrade, sendo mais evidente na parede préxima a regido micropilar (Figura 4.6D-
E). Os demais megdsporos micropilares degeneram (Figura 4.6F). Células nucelares da regidao
calazal apresentam parede espessa, que se coram em verde com azul de toluidina. Tais
caracteristicas evidenciam a diferenciac¢do inicial das células nucelares da regido calazal do
ovulo em hipéstase (Figuras 4.6F). Em Bromeliaceae a presenca de hipdstase é relatada em
Vriesea carinata (SARTORI, 2008) e Ananas comosus (RAO; WEE, 1979). Em V. carinata, foi
visivel anteriormente a antese e em Ananas comosus foi visivel posteriormente a antese.
Bouman (1984) cita varias fun¢des para a hipdstase, desde estruturais até funcionais, como
translocacdo de nutrientes para o saco embrionario em desenvolvimento. A hipdstase,
segundo Rudall (1997), é comum em monocotiledoneas. Batygina (2002) também relata a
presenca de hipdstase em dvulos crassinucelados.

A megagametogénese é observada em Aechmea gamosepala em botdes de 8,7 a
13,0 mm. O megdsporo funcional ou gametoéfito uninucleado (Figura 4.6F) passa por trés
ciclos mitéticos, originando o megagametdéfito ou saco embriondrio do tipo polygonum,
constituido por sete células e oito nucleos: trés antipodas (Figura 4.6G, J), duas sinérgides
(Figura 4.6H-1) e a oosfera (Figura 4.6K), todas com nucleo hapldide, e uma célula central,
com dois nucleos haploides denominados nucleos polares (Figura 4.6K). As sinérgides estao
localizadas uma ao lado da outra, apresentam nucleos mais préximos do pdlo micropilar e
vacuolos diferenciados no polo calazal de suas células (Figura 4.6H, I). A oosfera apresenta

vacuolo em posicdo inversa ao das sinérgides (Figura 4.6K).
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Figura 4.6 — Megasporogénese e Megagametogénese em Aechmea gamosepala. Secc¢des
longitudinais observadas por microscopia de luz. A: Célula mde do megasporo (cmm) alongada; B:
Célula m3e do megdsporo, observando-se a primeira meiose em metafase; C: Apds a primeira
meiose, formando uma diade; D: Apds a segunda meiose, tétrade com megasporo calazal funcional
(mf); E: Megésporo funcional e megasporos micropilares degenerados ; F: Gametoéfito feminino
uninucleado e formacdo da hipéstase (hi); G-K: Saco embrionario, composto pelas antipodas (al em
G; a2 e a3 em J), sinérgides (si em H-1), nicleos polares (np) e oosfera (00). Barras: A, B,C, D, E, G, H,
LJ=1mm; F,K=2mm.

Primérdios de évulos em A. correia-araujoi sao observados em botbes florais
menores que 0,1 — 0,9 mm, os primdrdios tém origem placentaria e sdo costituidos por trés
camadas meristemdticas (Figura 4.7A). Botdes florais de 1,0 — 5,0 mm apresentam évulos
crassinucelados, com células arquesporiais e tegumentos em formacdo. O tegumento
interno se inicia antes do externo, os tegumentos sdo iniciados por divisGes periclinais em

células da camada dérmica em torno da base do esporangio (Figura 4.7B). A medida em que
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o 6vulo se desenvolve, observa-se uma acentuagdo em sua curvatura, ao mesmo tempo
ocorre a formacdo do tegumento externo e o desenvolvimento do tegumento interno
(Figura 4.71). A célula arquesporial se diferencia em célula mae do megasporo e alonga-se no

eixo micropila calaza (Figura 4.7C e E).

A megasporogénese em A. correia-araujoi ocorre em botdes florais de 5,0 — 10,0 mm.
A célula m3e do megdsporo passa por divisbes meidticas, que resultam na tétrade linear de
megasporos (Figura 4.7F-G). Os megasporos micropilares degeneram e o megdasporo calazal
funcional inicia a megagametogénese (Figura 4.7H), observada em botdes florais de 1,0 —
14,0 mm. O nucleo do megasporo funcional passa por divisdes mitdticas sucessivas e origina
o gametofito do tipo polygonum (Figura 4.7D). Foi observado o desenvolvimento de

obturador placentario, formado por células alongadas da placenta.

O caracter trizonal e origem placentdria dos évulos de A. gamosepala e A. correia-
arauloi sdao semelhantes ao descrito para outras espécies da mesma familia. Carater
trizonado também foi observado em Vriesea carinata (SARTORI, 2008) e Dychia
pseudococcinea (CONCEICAO; DE TONI; COSTA, 2007). Placentacdo axial é relatada por
Palaci, Brown, Tuthill (2004), Sajo, Prychid e Rudall (2004) e Sajo, Rudall e Prychid (2004), em
varias espécies da familia Bromeliaceae.

A. gamosepala e A. correia-araujoi apresentam évulo anatropo, crassinucelado,
bitegumentado, com desenvolvimento de obturador placentario, gameta feminino de

origem monosporica, do tipo polygonum.



96

Figura 4.7 - Desenvolvimento do évulo de Aechmea correia-araujoi observado em secc¢des
longitudinais por microscopia de luz, e por microscopia eletronica de varredura. A. Primordios de
ovulos de origem placentaria, constituidos por trés camadas meristematicas: dérmica (de),
subdermica (sb) e camada central (cc); B. Primérdio de évulo com célula arquesporial (ca), formagao
dos tegumentos interno (ti) e externo (te); C. Célula mie do micrésporo (cmm); D: Ovulo com saco
embionario (se), com sinérgides (si) evidentes; E: Célula m3e do micrésporo alongada no eixo
micrépila-calaza; F: Apds a pimeia meiose formando uma diade; G: Apds a segunda meiose formando
a tétrade; H: Megasporo funcional (mf) e megasporos micropilares degenerados; I: Primérdios de
évulos com nucelo evidente (n) e inicio do desenvolvimento do tegumento externo; J: Ovulo em
curvatura, com tegumento externo se sobrepondo ao tegumento interno; K: Ovulo maduro com
micrépila (mi) evidente. Barras: A, B, C,D, F=0,5mm; E, G, H=2mm; |, =50 um; K =100 um.

4.3.3 Desenvolvimento do grao de pdlen em Aechmea gamosepala

Botdes florais de A. gamosepala menores que 2,0 mm, apresentam androceu
composto por seis estames, primérdio estaminal e anteras tetralobadas com quatro
esporangios bem delimitados (Figura 4.8A). No esporangio com estratos parietais jovens, o
tecido esporogénico apresenta células de formato poligonal, em divisdo mitética, algumas

de suas células se dividem formando o tapete (Figura 4.8B). As células esporogénicas se
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proliferam até certo nimero, quando se diferenciam em célula mae do micrésporo (CMM) e
entram em pré-meiose. Essa fase também foi observada no segundo grupo de botdes florais
com 2,0—4,0 mm.

Os esporangios com CMM exibem cinco camadas: epiderme, endotécio, camada
média e tapete, que circunda o tecido esporogénico (Figura 4.8C).

A epiderme possui células isodiamétricas com cuticula fina e persiste em todo o
desenvolvimento da antera, assim como nas angiospermas em geral (BHANDARI, 1984),
durante o processo de diferenciacdo, se tornam papilosas (Figura 4.10D). O endotécio é
uniestratificado e apresenta espessamento em forma de U na microgametogénese (Figuras
4.10D). A camada média é formada por células alongadas tangencialmente e o numero de
camadas varia de 2-3, dependendo da localiza¢do (Figura 4.8C), se desintegram antes da
diferenciacdo dos graos de podlen (Figura 4.10H). O tapete, de aspecto secretor, apresenta
algumas de suas células binucleadas, com varios nucléolos e vacuolos (Figura 4.8C). O tapete
apresenta intensa atividade metabdlica na fase meidtica e se degenera durante o
desenvolvimento dos graos de pdélen (SHIVANNA, 2003). Canais citomiticos interligam as
CMM, permitindo um sincronismo no desenvolvimento (Figura 4.9A-B), também observado
entre células do tapete (Figura 4.9A-B).

Com inicio da préfase | uma parede de calose comeca a ser depositada entre a
membrana plasmatica e a parede celular (Figura 4.8D). A profase | é facilmente identificada
nas CMM devido ao espiralamento dos cromossomos (Figura 4.8E), a calose é a fina camada
ao redor da célula mae do micrésporo. Com o aumento da deposicdo de calose entre as
células, ao longo do desenvolvimento, os meidcitos se tornam mais isolados. Durante a
meiose observa-se que ha um sincronismo nas células do meidcito de um mesmo léculo,
porém esse sincronismo ndo se repete em diferentes anteras.

O final da primeira meiose é observado em botdes de 4,1 — 8,6 mm, marcada pela
clivagem centrifuga do citoplasma da CMM, que separa as diades, que permanecem
envoltas pela parede de calose (Figura 4.8F e 4.9D), caracterizando a meiose do tipo
sucessiva, predominante entre espécies de Bromeliaceae (HESS, 1991; SAJO et al., 2005;
NADOT et al., 2008; SARTORI, 2008; SPAT, 2012; MENDES; COSTA; DE TONI, 2012). O final da
segunda meiose é marcado pela citocinese com formacdo de quatro micrésporos,

organizados em tétrades com arranjo isobilateral ou decussado (Figuras 4.8F e 4.9D),
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igualmente descritos para Vriesea carinata (SARTORI, 2008). As células do tapete adquirem

uma densidade citoplasmatica maior e o citoplasma se retrai (Figura 4.8F).

Figura 4.8 — Microsporogénese em Aechmea gamosepala observada em sec¢Bes semifinas em
microscopia de luz. A: Visdo geral do androceu com seis anteras tetraesporangiadas (*); B: Célula
arquesporial (ca) e formagdo do tapete (ta). C: Célula mde do micrésporo (cmm) e camadas da
antera: epiderme (ep), endotécio (en), camada média (cm) e tapete (ta); D: Célula mde do
micrésporo com calose na parede celular e células do tapete densas; E: Tapete com célula
binucleada, célula mde do micrésporo (cmm) em meiose, com deposicdo de calose (seta); F: Diades
(di), tétrade isobilateral (ti) e tétrade decussada (td) revestidas de calose (ca). Barras: A, E = 2mm; B =
30um; C, D, F =500um.
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citomiticos interligam as células mae dos micrésporos (cmm) e células do tapete (ta); B-C: Detalhe do
canal citomitico; D: Diade revestida por calose (ca); E: Tétrade isobilateral com primexina (seta),

revestida por calose; F: Detalhe da tétrade em citocinese com clivagem centrifuga; G: Rompimento
da parede celular do tapete e degradacao da calose; H: Contelddo do tapete no fluido locular,
envolvendo os micréspores livres (ml); I: Acdmulo de substancias do tapete na superficie da exina
(seta). J: Deposicdo de substancias do tapete (seta), formando a exina (ex); K: Endotécio (en) com
espessamento celuldsico nas paredes anticlinais; L: Polén com exina expessa e intina (in) delgada.
ep:epiderme. Barras: A = 10um; B = 20um; C, F, | =2um; D, E, H, K= 5um; G, J = 1um; L = 500 um.
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Apds a fase de tétrade, a parede caldsica é dissolvida e ocorre a liberagdo dos
micrésporos, com nucleo central (Figura 4.10A). A dissolucdo da calose é a sinalizacdo dos
primeiros sinais de degeneracao das células do tapete (Figura 4.9G). Antes da dissolugdo
total da parede de calose percebe-se o inicio da formagdo da primexina, nos micrdsporos
dentro das tétrades (Figura 4.9E), os micrésporos livres apresentam pequenas interrupcoes
nas regides das futuras aberturas (Figura 4.10A). A primexina é o primeiro componente da
esporoderme, relacionada com a formacdo e estrutura da exina. A liberacdo dos
microsporos no fluido locular marca o inicio da microgametogénese.

A liberagdo do micrésporo coincide com um conjunto de modificagdes que resultam
na formacdo dos gametofitos masculinos. Um periodo de expansdo celular é observado, ao
mesmo tempo em que ocorre a diferenciacdo da esporoderme através da deposicao da
exina e intina. Com o rompimento da parede celular do tapete, o conteldo citoplasmatico
passa a integrar o fluido locular e envolvem os graos de pdlen, principalmente os da periferia
(Figura 4.10A e 4.9H). A observagdo ultraestrutural através de microscépio eletronico de
transmissdo mostra o acumulo de goticulas escuras no tapete e a deposicdo dessas
substancias na superficie da exina (Figura 4.91-])). O principal componente da exina é a
esporopolenina, material resistente, originados em células do tapete e nos micrdsporos, no
final da meiose (LERSTEN, 2004).

Pacini (1997) ressaltam a importancia do tapete na formacdo do fluido locular,
nutricio dos micrésporos, formacdo de precursores da exina, sintese e liberacdo de
substancias como calase, trifino e “pollenkitt”. Segundo Pacini e Franchi (1993) a atividade
metabdlica das células do tapete inicia-se com a primeira divisio meidtica durante a
esporogénese e, apods o inicio da degeneragao das paredes do tapete, ocorre a liberacao de
substancias para o interior do ldculo. Segundo Sajo et al. (2005) em espécies da familia
Bromeliacae o tipo de tapete varia de acordo com o estadio de desenvolvimento, o que
poderia levar a interpretacdes equivocadas. De acordo com esses autores o tapete é
secretor nas fases iniciais de desenvolvimento, mas tende a invadir o l6culo da antera com o
inicio da meiose, caracterizando como um possivel tipo intermediario. Em Poales o tipo
secretor é considerado mais comum (FURNESS; RUDALL, 2001), descrito também para

Bromeliaceae (JOHRI, 1992; MENDES; COSTA; DE TONI, 2012).
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Varios vacuolos comegcam a se desenvolver no citoplasma dos micrdsporos livres,
presentes em anteras de botdes de 8,7 — 13,0 mm (Figura 4.10B). E o primeiro sinal
morfolégico da diferenciacdo do gametdéfito masculino. Nesta fase, as células do tapete
apresentam-se degeneradas e as células da camada média sofrem uma compressao (Figura
4.10B), que se intensifica nas etapas seguintes do desenvolvimento. Esses vacuolos se
fundem, formando um vacuolo maior que desloca o nucleo central para a regido polar, a
limitacdo do citoplasma acarreta uma divisdo assimétrica, formando duas células desiguais, a
célula generativa e a célula vegetativa. A célula vegetativa, maior, apresenta nucleo esférico
central e ocupa a maior parte do gametéfito masculino, comprimindo a célula generativa
menor contra a esporoderme (Figura 4.10C).

O processo de englobamento comeca pelo deslizamento da célula generativa junto a
esporoderme. A célula generativa apresenta forma lenticular enquanto a mesma estd em
posicdo parietal (Figura 4.10C), passando a esférica quando englobada pelo citoplasma da
célula vegetativa (Figura 4.10D). O endotécio exibe um espessamento celuldsico nas paredes
anticlinais, que persiste até a deiscéncia da antera (Figura 4.10D e 4.9K). Grdos de amido sdo
visualizados no citoplasma da célula vegetativa, marcando o inicio da amilogénese (Figura
4.10D). Apds o englobamento, a célula generativa se aproxima gradualmente para o centro,
proximo ao nucleo vegetativo, adquirindo formato fusiforme (Figura 4.10E), resultando na
formacdo da unidade germinativa masculina (Figura 4.10F). Essa unidade morfoldgica
persiste até a deiscéncia da antera, com a liberacdo do grdo de pdlen na forma bicelular,
biporado, com exina espessa e intina delgada (Figura 4.6L). Pdlen bicelular também foi
descrito para Lindmania penduliflora e Dyckia pseudococcinea (CONCEICAO; DE TONI;
COSTA, 2007). A segunda divisdo mitdtica sé vai ocorrer apds a deiscéncia e formacdo do

tubo polinico.
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Figura 4.10 - Microgametogénese em Aechmea gamosepala observada ao microscopio de luz. A:
Micrésporos livres (ml) com nucleo central, auséncia de primexina nas regides de abertura (seta) e
presenca de tapete (ta) degenerado; B: Micrésporo vacuolado (mv), camadas da antera formada por
epiderme (ep), endotécio (en) e tapete (ta) em fase de degeneracdo; C: Grao de pdlen bicelular com
célula generativa (cg) e célula vegetativa (cv); D: Grdos de pdlen com célula generativa (cg)
englobada pela célula vegetative (cv), parede da antera composta por epiderme papilar e endotécio
com parede espessa; E: Grdo de pdlen bicelular com presenga de granulos no citoplasma da célula
vegetativa; F: Grdo de pdlen bicelular com nucleo fusiforme; G: Antera bilobada com abertura na
regido do estomio (es); H: Abertura longitudinal na regido do estdmio (seta). ¢ = conectivo; es =
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estigma; ta = tapetum; v = vacuolo; A. Barras: A, C, D, E = 2mm; B = 500um; F = 50um; G=1 mm; H =
30pum.
A presenga de grao de amido observada no citoplasma da célula vegetativa é

marcada por uma progressiva assimilacdo dessas reservas durante as fases seguintes,
resultando em graos de pdélen maduros, com quantidade de amido reduzida. A quantidade
reduzida ou auséncia de amido no pdlen maduro também foi relatada por Baker e Baker
(1979) sendo classificado como starchless, rico em agUcares e 6leos. Para esses autores esse
tipo de pdlen tende a ter tamanho reduzido, sdao produzidos em grandes quantidades e ricos
em lipidios, servindo como parte da recompensa recebida por abelhas e moscas.

Franchi et al. (1996) sugerem que o amido do grao de pdlen forma sacarose, a qual
protege a membrana do grdo de pdlen contra dissecacdo. Zona (2001) em seu estudo
qualitativo sobre estoque de amido no micrésporo de monocotiledoneas mostra que em
Bromeliaceaceae, as espécies estudadas nas trés subfamilias tradicionais, apresentam amido
no micrésporo, exceto em espécies de Aechmea e Pitcairnia. Muitas caracteristicas
morfoldgicas do pdlen podem ser significativas na dispersdo e germinacdo em Bromeliaceae.

No final da matura¢do o septo esporangial é degenerado e sdo observados apenas
dois léculos (Figura 4.10G). A regido estomial apresenta células epidérmicas de tamanho
relativamente menor quando comparada a regido esporangial (Figura 4.10G), caracteristica
também obsevada em Dyckia pseudoccocinea, e algumas espécies de Poaceae (NAKAMURA;
LONGHI-WAGNER; SCATENA, 2009). A deiscéncia das anteras se da por uma abertura
longitudinal na regido do estomio (Figura 4.10H). Neste momento apenas epiderme e
endotécio revestem a parede da antera, caracteristica comum para esse tipo de tecido
(JOHRI et al., 1992; BATYGINA, 2002) e o mesmo ja descrito para Bromeliaceae (SAJO et al.,
2005).

Em Bromeliaceae observa-se que ha variacdo no tipo de espessamento, podendo ser
anelar, em forma de U, ou helicoidal, ou ainda exibir os trés padroes em uma mesma antera
como em V. carinata (SARTORI, 2008). Porém o tipo em ‘U’ é o mais encontrado nas
espécies de Bromeliaceae (SAJO et al.,, 2005), como descrito para Dyckia brevifolia Bak.
(MANNING, 1996) e, Tillandsia aeranthos (Loisel.) L. B. Sm (SPAT, 2012).

O desenvolvimento do grao de pélen de A. gamosepala segue o padrdo observado

para as espécies de Bromeliaceae, tapete do tipo secretor, citocinese sucessiva, tétrade
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isobilateral ou linear, e grdao de pdlen biporado. Botdes florais de 8,7 — 13,0 mm sdo
indicados no estudo de embriogénese a partir de micrésporo de A. gamosepala.

Informacgdes detalhadas do desenvolvimento floral, desenvolvimento do évulo e grao
de pélen disponibilizadas no presente estudo contribuem para aplicagbes biotecnolégicas,
melhoramento genético e conservacdo, bem como caracteres Uteis para a taxonomia e

ecologia das Aechmeas.
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5 Padrao de distribuicio de componentes de parede celular durante o desenvolvimento
gametofitico masculino de Aechmea gamosepala e Aechmea correia-araujoi

(Bromeliaceae)

RESUMO

Bromélias ornamentais sdo objeto de crescente demanda. O conhecimento do
desenvolvimento do grdo de pdlen e mecanismos reprodutivos é essencial para aplicacoes
biotecnoldgica, melhoramento genético e conservagdo destas espécies. A caracterizacdo de
modificacGes celulares e componentes da parede celular durante o desenvolvimento do
grao de podlen, como pectinas e proteinas arabinogalactanas (AGPs), contribuirdo na
definicdo de marcadores de desenvolvimento do gametdéfito masculino, com uso potencial
na embriogénese a partir de micrdsporo. Neste trabalho foram caracterizadas as alteracdes
celulares e os padrées de distribuicdo de pectinas (esterificadas e ndo-esterificadas) e AGPs
durante o desenvolvimento gametofitico masculino nas bromélias ornamentais Aechmea
gamosepala Wittm e Aechmea correia-araujoi E. Pereira & Moutinho por andlises
citoquimicas e imunocitoquimicas. Coloragao com azul de toluidina, iodeto de potdssio para
amido, DAPI para DNA, e imunofluorescéncia com anticorpos para RNA, pectinas
esterificadas (JIM7), ndo esterificadas (JIM5) e AGPs (LM2, LM6, MAC207, JIM13, JIM14) e
anadlises por microscopia confocal foram realizadas em anteras em diferentes fases de
desenvolvimento. Pectinas esterificadas e ndo esterificadas apresentaram diferentes
padroes de distribuicdo durante a microsporogénese e microgametogénese em paredes
celulares de diferentes tipos de células da antera. Os resultados de imunofluorescéncia de
AGPs sugerem trés padrdes principais de distribuicdo de AGPs em tecidos de antera e graos
de pdlen durante o desenvolvimento gametofitico. Em conjunto, os resultados definem
varios padroes de distribuicdo espaco-temporal de pectinas e AGPs em espécies de Aechmea
gue podem ser utilizados como marcadores de desenvolvimento, sugerindo um papel chave
destes componentes da parede celular no desenvolvimento de pdlen de bromélias, e dando
novas perspectivas sobre o conhecimento da biologia reprodutiva dessas espécies de plantas
ornamentais, ainda pouco conhecidas, com elevado potencial em programas de
biotecnologia e melhoramento genético.
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ABSTRACT

Ornamental bromeliads are subject of increasing demand; a better knowledge of their pollen
development and reproductive mechanisms is essential for biotechnology, breeding and
preservation programs of these species. A detailed characterization of cell wall components
during pollen grain development, such as pectins and arabinogalactan proteins (AGPs), and
other cellular components, such as starch, will contribute to biotechnological studies,
defining markers of developmental stages of the male gametophyte. In the present study,
we characterized the cellular changes and the distribution patterns of pectins (esterified and
non-esterified) and AGPs during male gametophytic development in ornamental bromeliads
Aechmea gamosepala and A. correia-araujoi by a cytochemical and immunocytochemical
approach. Toluidine blue staining, IKI staining for starch, DAPI for DNA, and
immunofluorescence with antibodies for RNA, esterified (JIM7), non-esterified (JIM5) pectins
and AGPs (LM2, LM6, MAC207, JIM13, JIM14), and confocal microscopy analyses were
applied on anthers at different developmental stages. Esterified and non-esterified pectins
showed different distribution patterns during microsporogenesis and microgametogenesis in
the cell walls of various anther cell types. AGP immunofluorescence results suggested three
main AGPs distribution patterns in anther tissues during pollen development. Taken
together, results defined several spatio-temporal distribution patterns of pectins and AGPs
in Aechmea species that can be used as developmental markers, suggesting a key role of
these cell wall components in pollen development of Bromeliads, and giving new insights
into the knowledge of the reproductive biology of these ornamental plant species, still
poorly known, with high potential in biotechnology and breeding programs.
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5.1 Introdugao

A aplicacdo de técnicas biotecnoldgicas visando o melhoramento genético, como a
geracao de plantas haploides por embriogénese a partir de micrésporos ou pdlen, é uma
ferramenta importante que reduz o tempo necessario para obtencdo de novas variedades
(SEGUI-SIMARRO, 2010; GERMANA, 2011). Esta metodologia tem sido utilizada
principalmente em espécies de interesse agronOmico, sendo relatada em um numero
reduzido de espécies ornamentais, tais como anturio, begbnia, crisantemo, lirio e girassol
(FERRIE; CASWELL, 2011), ndo havendo relatos em Bromeliaceae, apesar do uso potencial na
geracao de hibridos.

Modificacdes celulares e o padrao de distribuicdo de componentes da parede celular,
que ocorrem durante o desenvolvimento gametofitico masculino, constituem uma
abordagem conveniente na busca de marcadores de desenvolvimento gametofitico com uso
potencial na utilizacdo de metodologias de embriogénese de pdlen, de espécies de interesse.

Alteragdes na distribuicao de pectinas tém sido relatadas durante o desenvolvimento
gametofitico masculino em Arabidopsis thaliana (VAN AELST; VAN WENT, 1992), cebola
(GOLASZWESKA; BEDNARSKA, 1999), lirio (AOUALI; LAPORTE; CLEMENT, 2001), pimentdo
(BARANY et al., 2010a, 2010b ) e Quercus suber (COSTA et al., 2014).A proporcdo de pectinas
esterificadas e ndo esterificadas e sua distribuicdo na parede celular esta relacionada com
diferentes processos celulares que incluem a formacdo da parede do grdao de pdlen,
especialmente a primexina (HESS; FROSCH, 1994; MAJEWSKA-SAWKA; RODRIGUEZ-GARCIA,
2006) e a intina (BEDINGER, 1992; GEITMAN et al.; 1995; LI et al., 1995; VAN AELST; VAN
WENT, 1992), com acumulo nas regides de abertura do grdao de pdélen (TAYLOR; HEPLER,
1997).

Proteinas arabinogalactanas (AGPs) tém sido estreitamente associadas com a fungao
reprodutiva e acredita-se que desempenham um importante papel no desenvolvimento da
antera e do grao de pdlen (MA; SUNDARESAN, 2010; COSTA et al., 2013; COIMBRA et al.,
2009; LEVITIN et al., 2008; PEREIRA et al., 2006). Evidéncias implicando AGPs na reproducao
sexual foram obtidas por diversos grupos, para varias espécies (COIMBRA; SALEMA, 1997
COIMBRA; DUARTE, 2003; COIMBRA et al., 2005; EL-TANTAWY et al.,, 2013) e tém
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demonstrado ser diferencialmente expressas durante o desenvolvimento gametéfito,
tornando-se um importante marcador do desenvolvimento reprodutivo (COIMBRA et al.,
2007, 2009; PEREIRA et al.,, 2014). AGPs e pectinas podem ser localizadas em tecidos e
células, através da utilizagdao de anticorpos monoclonais que permitem a sua visualizagao e
distribuicdo (KNOX, 1997).

O objetivo do presente trabalho foi caracterizar as alteracdes celulares e o padrdo de
distribuicdo de pectinas esterificadas e ndo-esterificadas e AGPs durante o desenvolvimento
gametofitico masculino nas bromélias ornamentais Aechmea gamosepala Wittm e Aechmea
correia-araujoi E. Pereira & Moutinho, e o envolvimento dessas moléculas em etapas
especifica do desenvolvimento, na busca de marcadores com uso potencial na embriogénese

a partir de micrésporos de Bromeliaceae.

5.2 Material e Métodos

Botdes florais em diferentes fases de desenvolvimento dos graos de pdlen das
espécies Aechmea correia-araujoi E. Pereira & Moutinho e Aechmea gamosepala Wittm,
foram coletados de plantas cultivadas em casa de vegeta¢cdo no CENA/USP, Piracicaba, SP,
sob condi¢des ambientais. Em seguida, as amostras foram fixados em paraformaldeido (4%)
em tampdo fosfato salino (PBS) (Fosfato-K 20 mM, pH 7,3, NaCl 150 mM), sob vacuo,
durante 15 min. e mantidas a 4°C durante a noite. Na sequéncia as amostras foram lavadas
trés vezes em PBS durante 15 min. e armazenadas em paraformaldeido (0,1%), a 4°C.

As anteras foram excisadas dos botdes florais com auxilio de estereomicroscopio,
pds-fixadas em paraformaldeido (4%) em PBS por 24 h e desidratadas em série crescente de
acetona (30, 50, 70, 90% uma vez e 100% trés vezes), a 4°C, por 60 min em cada solugdo. Em
seguida as anteras foram infiltradas em mistura de resina (Technovit 8100, Kulzer,
Alemanha) e acetona nas proporc¢des 1:3, 1:1, 3:1, por ao menos trés horas em cada solucdo
e resina pura, por 24 horas, sob agitacdo. Apds esse periodo, as amostras foram emblocadas
em resina, capsulas de gelatina (Agar Scientific) e polimerizadas a 4°C, por 48 h. Cortes
longitudinais semifinos (1-5 um) foram obtidos em ultramicrétomo (LKB Ultrome Ill) com
navalha de vidro, dispostos em laminas histoldgicas para andlises citoquimicas e em
pocinhos de laminas revestidas com APTES (3-aminopropiltrietoxisilano, Sigma) (RENTROP et

al., 1986) para imunofluorescéncia.
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Para observagdes estruturais, cortes semifinos foram corados em solugao de azul de
toluidina (1%), por dois minutos e em seguida lavados em agua para retirada do excesso de
corante. A detecgdo de amido foi realizada com solug¢ao de iodeto de potassio (I2Kl) (2g de
Kl e 0,2g de | em 100 ml de 4gua destilada) por 10 min, ambos seguidos de lavagem com
agua destilada para remocao do excesso de corante. Apds secos, os cortes foram cobertos
permanentemente com laminula e “Eukitt” (Kindler GmbH & Co), observados em campo
claro, em microscopio éptico Carl (Carl Zeiss, Zeiss 68105, Alemanha) acoplado a camara
digital (Leica DFC 420C).

Para localizagdao de atividade de RNA, detec¢do do nucleo e dos componentes de
parede celular, pectinas esterificadas e ndo esterificadas, e proteinas arabinogalactanas,
secbes semifinas (1-5 um) de anteras foram hidratadas por 5 minutos em agua destilada,
lavadas em PBS por 5 minutos e as regioes inespecificas foram bloqueadas com soro bovino
de albumina (BSA) (5%), por 5 minutos. Em seguida, foram encubados no escuro com os
anticorpos monoclonais primarios anti-RNA puro para detecc¢do de atividade de RNA, JIM 5 e
JIM 7, pectina ndo esterificada e esterificada, e para AGPs, JIM 13, JIM 14, LM 6 e MAC 207
(diluidos 1:5) e LM 2 (diluido 1:10 em 1% BSA em PBS), durante uma hora a temperatura
ambiente (Tabela 1). Posteriormente foram lavados trés vezes em PBS, por 5 minutos,
revelados com os anticorpos secunddrios Alexa Fluor 488 IgG anti-camundongo para anti-
RNA e Alexa Fluor 488 IgG anti-rato (Molecular Probe) para os demais anticorpos primarios,
ambos diluidos 1:25 em PBS, durante 45 minutos no escuro. Em seguida as secdes foram
lavadas em PBS, contrastadas com 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (1 mg/mL), por 5
minutos no escuro, lavadas trés vezes com agua destilada e as secOes recobertas com
Mowiol (Polysciences, Eppelheim, Alemanha). Amostra controle para todos os anticorpos foi
feita substituindo o anticorpo primario por PBS.

As amostras foram analisadas e fotografadas em microscépio confocal laser espectral

(CLSM) (Leica TCS-SP5, Alemanha) e as imagens capturadas por camera digital.
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Tabela 5.1 — Anticorpos monoclonais primdrios utilizados para caracterizacdo do padrdo de
distribuicdo de proteinas arabinoglucanas por imunoflorescéncia durante o

desenvolvimento do gametdfito masculino em anteras de espécies de Aechmea.

Anticorpo Tipo Antigeno Diluigéo Referéncia
Anti-RNA D44 Camundongo RNA total celular Puro Eilat D. et al., 1991
JIM5 Rato Pectina néo esterificada 1:5 Knox J.P., 1997
JM7 Rato Pectina esterificada 1.5 Knox J.P., 1997
JIM 13 Rato Proteinas arabinogalactana 15 Knox et al., 1991
JIM 14 Rato Proteinas arabinogalactana 15 Knox et al., 1991
LM 2 Rato (1— 4) B-D-galactano 1:10 Smallwood et al., 1996
LM 6 Rato (1 — 5) a-L-arabinanos 15 Willats et al., 1998
MAC 207 Rato Proteinas arabinogalactana 15 Pennell et al., 1989

5.3 Resultados

Foram definidas oito fases do desenvolvimento gametofitico masculino de A.
gamosepala, cinco fases da microsporogénese (célula mae do micrésporo, célula mae do
micrésporo em meiose, diade, tétrade, tétrade com primexina) e trés fases da
microgametogénese (pdlen jovem, pdlen médio e pdlen maduro) e duas fases da
microgametogénese (pdlen médio e pdlen maduro) de A. correia-araujoi.

Na fase pré-meidtica da microsporogénese de A. gamosepala as anteras apresentam
as cinco camadas bem definidas. A célula mde do micrésporo no centro é rodeada pelo
tapete, camada média, endotécio e epiderme. As células mae dos micrdsporos tém parede
celular fina, estdo organizadas de forma compacta, apresentam nucleo arredondado,
proeminente, nucléolo e citoplasma denso (Figura 5.1A-B). A imunofluorescéncia com anti-
RNA mostra marcacdo intensa no nucléolo e citoplasma, indicativo de uma grande
populacdo ribossdmica, caracteristica de intensa atividade metabdlica (Figura 5.1C). Apds
essa fase, a célula mae do micrésporo entra em meiose e observa-se a formacgao da parede
ao redor dos microsporécitos (Figura 5.1D), quando se inicia a deposicdao de calose. As
células apresentam-se arredondadas, nucleo com cromatina descondensada e intensa
atividade metabdlica no tapete, marcada por imunofluorescéncia com anti-RNA (Figura

5.1D-F). A medida em que avanca a divisio meidtica a célula permanece envolta pela



111

camada de calose, observando-se diades com células alongadas e tétrades em duas fases. A
primeira em citocinese com os quatro micrdsporos haploides envolvidos pela camada de
calose (Figura 5.1) e M) e a segunda revestida por uma fina parede, a primexina, parede
inicial do micrdsporo (Figura 5.1 G-0).

A marcacdo imunofluorescente com anti-RNA, observada nas células mde do
micrésporo e ausente nos outros tecidos nesta fase (Figuras 5.1C), apresenta forte marcacao
nas células do tapete durante toda a fase de divisdo meidtica (Figuras 5.1F, I, L, O), estando
ausente nos microspordcitos da fase inicial da meiose e diades (Figuras 5.1F, ). A marcacao
volta a aparecer fracamente no citoplasma dos meidcitos haploides, com maior intensidade

na fase de tétrades com primexina (Figuras 5.1L, O).
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Figura 5.1 — Estrutura celular e atividade de RNA durante a microsporogénese de Aechmea
gamosepala. A-C: Célula mae do micrdsporo; D-F: Célula m3e do micrédsporo em meiose; G-I: Diade;
J-L: Tétrade. M-N: Tétrade com primexina (seta). A, B, D, E, G, H, J, K, M, N: Citoquimica com azul de
toluidina; C, F, I, L, O: Imunofluorescéncia com anti-RNA (verde) e coloragdo com DAP (azul). Detalhe
da célula. ta: tapete; asterisco: calose; Barras: A, G=25um; B,C, D, F,1,J=50 um; E, H, K, L, N = 100
pum e Detalhes C, F, I, L, O =10 um.
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A microgametogénese se inicia apds a dissolucdo da calose e liberagdo dos
micrdsporos. A fase de pdlen jovem é formada por duas células diferentes, resultantes de
uma divisdao assimétrica: a célula vegetativa, maior, com nucleo esférico e central e a célula
generativa, esférica e comparativamente menor (Figura 5.2A). A marca¢do com DAPI revela
a diferenca no padrdo de cromatina das duas células, o nucleo vegetativo apresenta
cromatina mais descondensada, enquanto o nucleo da célula generativa possui padrao de
cromatina muito condensado com marcacdo fluorescente intensa (Figura 5.2C). Na fase de
pdlen médio, o nlcleo vegetativo permanece no centro e a célula generativa periférica
comeca a se deslocar para o centro (Figura 5.2D). Finalmente, na fase de pdlen maduro a
célula generativa adquire uma forma fusiforme e posteriormente se dividird formando as
duas células espermaticas responsaveis pela dupla fertilizagdo (Figura 5.2G).

Durante a microgametogénese observa-se também um padrdo de acumulo e
degradacdo de amido. O pdlen jovem apresenta grande acimulo de amido e fraca marcagao
imunofluorescente com anti-RNA no citoplasma da célula vegetativa, indicando grande
quantidade de reservas e baixa atividade metabdlica (Figura 5.2B-C). A medida em que o
polen se desenvolve as reservas de amido presentes no citoplasma se reduzem, sendo
ausente na fase de pélen maduro (Figura 5.2E,H). Por outro lado, a imunoflorescéncia com
anti-RNA revela marcagdao crescente de populagdes de ribossomos no citoplasma
(Figura 5.2F,I). Os controles negativos realizados com eliminagao do anticorpo primario, anti-
RNA D44, ndo mostrou marcacao significativa (dados ndo apresentados).

Aechmea correia-araujoi apresentou mudancas celulares semelhantes as observadas
em A. gamosepala, durante as fases de pdlen médio e pélen maduro, com reducdo de graos
de amido e aumento de populag¢des de ribossomos no citoplasma a medida em que o pdlen

se desenvolve (Figura 5.3).
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Figura 5.2 — Estrutura celular, acimulo de amido e atividade de RNA durante a megasporogénese de
Aechmea gamosepala. A-C: Pélen jovem; D-F: Pélen médio; G-I: Pélen maduro. A, D, G: Citoquimica
com azul de toluidina; B, E, H: Citoquimica com |,KI para amido; C, F, I: Imunofluorescéncia com anti-
RNA (verde) e coloragdo com DAP (azul). cg: célula generativa; cv: célula vegetativa; seta: célula
generativa em formato fusiforme. Barras: A, C, D, F, G, | =25 um; B, E, H = 20 um;
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Figura 5.3 — Estrutura celular, acimulo de amido e atividade de RNA durante a megasporogénese de

Aechmea correia-araujoi. A-C: Pélen médio; D-F: Pdlen maduro; A, D: Citoquimica com azul de
toluidina; B, E: Citoquimica com Kl para amido; C, F: Imunofluorescéncia com anti-RNA (verde) e
coloragcdo com DAP (azul). cv: célula vegetativa; setas: célula generativa em formato fusiforme (D) e
auséncia de amido em pdlen maduro (E). Barras: A, C, D, F =25 um; B, E = 20 um;

5.3.1 Modifica¢Oes na parede celular
5.3.1.1 Distribuicdo de pectinas esterificadas e nao esterificadas

A distribuicdo das pectinas foi analisada por imunolocalizacdo e posterior andlise em
microscopio confocal a laser, com os anticorpos JIM5 e JIM7 como marcadores de pectinas
ndo esterificadas e esterificadas, respectivamente. O padrao de distribuicao foi avaliado
durante a microsporogénese e microgametogénese de A. gamosepala e microgametogénese
de A. correia-araujoi.

Pectinas ndo esterificadas e esterificadas estdo presentes em todas as fases do
desenvolvimento gametofitico de A. gamosepala (Tabela 5.2). Na microsporogénese, os
epitopos reconhecidos por JIM5 foram detectados com elevada intensidade na parede
celular das células esporogénicas e células do tapete (Figura 5.4). Na fase pré-meidtica a
marcacdo foi seletiva para parede celular de células mae do micrésporo (Figura 5.4A-C). A
medida em que avanca o desenvolvimento a intensidade de marcacdo diminui, sendo

observada ao redor da calose até a fase de diade, ndo sendo mais detectadas apds essa fase
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(Figura 5.4D-0). A parede celular interna de células do tapete é fortemente marcada durante
as fases de diferenciacdo celular, que compreende a fase de célula mae do micrésporo em
meiose até a fase de tétrade (Figura 5.4D-0). Nas fases finais de desenvolvimento do grao de
polen, o anticorpo JIM5 é detectado fracamente nas regides das aberturas dos graos de

polen. (Figura 5.5).
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Célula mae do
microsporo

Célula mie em
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Figura 5.4 - Imunolocalizagdo de pectinas ndo esterificadas com anticorpo JIM5 durante diferentes
fases da microsporogénese de Aechmea gamosepala. A, D, G, J, M: Imunofluorescéncia com anti-
RNA (verde) e imagem em campo claro (BF). B, C, E, F, H, I, K, L, M, N, O: Imunofluorescéncia com
anti-RNA (verde) e coloragdo com DAPI (azul). Barras: A, B, D, E=75 um; C,F,I,L,0=10um; G, H, J,
K, M, N = 25 pm.
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Figura 5.5 - Imunolocalizacdo de pectinas nado esterificadas com anticorpo JIM5 durante diferentes
fases da microgametogénese de Aechmea gamosepala. A, C, E: Imagem em campo claro (BF); B, D, F:
Imunofluorescéncia com JIM5 (verde) e coloragdo com DAPI (azul). Barras: 25 um.
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A marcagao com JIM7, diferentemente de JIM5, mostra distribuicdo onipresente de
pectinas esterificadas durante todo desenvolvimento do pélen de A. gamosepala, em todos
os tipos celulares. Células do tapete e célula do tecido esporogénico apresentaram
distribuicao variada de pectinas na parede celular ao longo do desenvolvimento. Na fase de
célula mde do micrésporo, que antecede a fase de diferenciacdo celular, as células
apresentaram fraca marcacdo na parede celular e auséncia de marcacdo nas células do
tapete (Figura 5.6A-C). A parede celular dessas células teve forte marcacdo na parte interna,
nas fases de divisdo meidtica e manteve-se presente até o final da divisdo (Figura 5.6D-0).

A marcac¢ao imunofluorescente com o anticorpo JIM7 apresentou maior intensidade
de marcacao na célula mae em meiose e foi diminuindo com o avanco da divisdo mitética,
tornando quase ausente ao redor da calose da tétrade em citocinese (Figura 5.6 D-L). Porém,
volta a aparecer com maior intensidade ao redor da primexina recém-formada nos
micrésporos agrupados em tétrades no interior da calose e podemos observar uma fraca
marcacao descontinua ao redor da calose (Figura 5.6M-0).

Ao final do desenvolvimento o anticorpo JIM7, assim como JIM5, é detectado nas
regides de aberturas, porém com maior intensidade, sendo também detectado na intina e
no citoplasma celular de grdos de pdlen jovens, indicando um alto conteddo de pectinas
esterificadas. A intensidade de marca¢dao na regido da intina aumenta com a maturagao do
polen (Figura 5.7A-F).

A distribuicdo de pectinas ndo esterificadas ao final do desenvolvimento do grao de
polen em A. correia-araujoi foi semelhante a A. gamosepala (Tabela 5.2), mostrando
conservacdo do processo. Em graos de pdlen na fase de pdlen médio a marcacdo
imunofluorescente com o anticorpo JIM5 foi detectada fracamente nas regides de abertura
e foi mais intensa em grdos de pdlen na fase de pdlen maduro, nesta fase a marcacao
também foi detectada na regidao da intina, indicando elevado conteddo de pectina nao
esterificada (Figura 5.8A-D).

A marcacao com JIM7 nas fases de pdélen médio e pélen maduro em A.correia-araujoi
apresentou o mesmo padrdao de marca¢ao observado para A. gamosepala, marcagao nas
regidoes do podlen e intina (Figura 5.8E-H). Em ambos os casos, nas duas espécies, nao foi
observada marcacgao fluorescente na exina.

Os controles negativos realizados eliminando o anticorpo primdrio, ndo apresentaram
marcacgao significativa em nenhum dos casos.
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Figura 5.6 - Imunolocalizacao de pectinas esterificadas com anticorpo JIM7 durante diferentes fases
da microsporogénese de Aechmea gamosepala. A, D, G, J, M: Imunofluorescéncia com anti-RNA
(verde) e imagem em campo claro (BF). B, C, E, F, H, I, K, L, M, N, O: Imunofluorescéncia com anti-
RNA (verde) e coloragdo com DAPI (azul). Barras: A, B, D, E, G, H, J,K, M,N=75um; C,F, I,L,0O=25
pum.
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Figura 5.7 - Imunolocalizagao de pectinas esterificadas com anticorpo JIM7 durante diferentes fases

da microgametogénese de Aechmea gamosepala. A, C, E: Imagem em campo claro (BF); B, D, F:
Imunofluorescéncia com JIM7 (verde) e coloragdo com DAPI (azul). Barras: 25 pum.
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Figura 5.8 - Imunolocalizacdo de pectinas ndo esterificadas e esterificadas com os anticorpos JIM5 e

JIM7 durante diferentes fases da microgametogénese de Aechmea correia-araujoi. A, C, E, G:
Imagem em campo claro (BF); B, D: Imunofluorescéncia com JIM5 (verde) e coloragdo com DAPI
(azul). F, H: Imunofluorescéncia com JIM7 (verde) e coloragcdo com DAPI (azul) Barras: 25 um.
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5.3.1.2 Distribuicdo de proteinas arabinogalactanas (AGPs) durante a microsporogénese e
microgametogénese

Presenca e distribuicdo de AGPs foram analisadas por imunofluorescéncia com cinco
anticorpos monoclonais anti-AGP, LM2, LM6, MAC207, JIM13 e JIM14 durante as mesmas
fases da microsporogénese e microgametogénese de A. gamosepala e microgametogénese
de A. correiag-araujoi. Os resultados obtidos no presente trabalho sdo resumidos na
tabela 5.3.

A marcacdo com os anticorpos LM2 e LM6 foi baixa e apresentou ampla distribuicdo
na parede da antera nas diferentes fases da microsporogénese (Figuras 5.9 e 5.11). Epitopos
de AGP reconhecidos pelo anticorpo LM2 apresentou ampla distribuicdo na antera (Figuras
5.9) e foram ausentes nas células esporogénicas e tapete da fase pré-meiotica (Figuras 5.9A-
C). Com o avanco da meiose a marcacdo ao redor da parede de calose desaparece das
tétrades e mostra maior intensidade de marcacao na parede das células do tapete (Figuras
5.9J-0). O anticorpo LM6 também apresenta ampla distribuicdo nos diferentes tecidos da
antera (Figuras 6.11), com auséncia de marcagao nas células do tapete na fase de célula mae
do micrésporo, que antecede a divisdo meidtica (Figuras 5.11A-C). No entanto,
diferentemente de LM2 a parede celular das células esporogénicas foi marcada fracamente,
evidenciando a presenca dessas AGP antes mesmo da diferenciacdo celular, a marcacao

permanece ao redor da calose até o final da meiose.
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Figura 5.9 - Imunolocalizagdo de AGP com anticorpo LM2 durante diferentes fases da
microsporogénese de Aechmea gamosepala. A, D, G, J, M: Imunofluorescéncia com LM2 (verde) e
imagem em campo claro (BF). B, C, E, F, H, I, K, L, M, N, O: Imunofluorescéncia com LM2 (verde) e
coloragdo com DAPI (azul). Barras: A,B,D,E, G, H,J, K, M, N=75um; C, F, I, L, O =25 um.
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Figura 5.11 - Imunolocalizagdo de AGP com anticorpo LM6 durante diferentes fases da

microsporogénese de Aechmea gamosepala. A, D, G, J: Imunofluorescéncia com LM6 (verde) e
imagem em campo claro (BF). B, C, E, F, H, I, K, L: Imunofluorescéncia com LM2 (verde) e coloragdo
com DAPI (azul). Barras: A, B,D,E, G, H,J,K=75um; C, F, I, L, O = 25 um.

Apéds a divisdo mitdtica na fase de pdélen maduro, epitopos reconhecidos pelo
anticorpo LM2 reaparece, em baixa intensidade, no citoplasma da célula vegetativa (Figuras
5.10C-F), enquanto LM6 é marcado durante todas as fases da microgametogénese apds a
mitose (Figura 5.11). As células apresentam clara marca¢do na regidao da intina, parede da
célula generativa e pequenas pontuacgdes no citoplasma (Figuras 5.12A-F). A intensidade de
marcagao na intina e ao redor da célula generativa aumenta progressivamente com a

maturacdo do grdo de pdlen.
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A marcacdao com LM2 e LM6 nas fases de gametogénese de A. correia-araujoi foi
similar ao encontrado em A. gamosepala. O anticorpo LM2 n3o reconheceu nenhum epitopo
de AGP, nem mesmo no citoplasma do pdélen maduro (Figura 5.13A-D). LM6 também foi
detectado na regido da intina, citoplasma da célula vegetativa e ao redor da célula

generativa (Figura 5.13E-H).

Pdlen medio

Pdlen maduro

microgametogénese de Aechmea gamosepala. A, C: Imagem em campo claro (BF); B, D:
Imunofluorescéncia com LM2 (verde) e coloracdo com DAPI (azul). Barras: 25 um.
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Figura 5.12 - Imunolocalizacdo de AGP com anticorpo LM6 durante diferentes fases da
microgametogénese de Aechmea gamosepala. A, C, E: Imagem em campo claro (BF); B, D, F:
Imunofluorescéncia com LM2 (verde) e coloracdo com DAPI (azul). Barras: 25 um.
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Figura 5.13 - Imunolocalizagdo de AGP com anticorpos LM2 e LM6 durante diferentes fases da
microgametogénese de Aechmea correia-araujoi. A, C, E, G: Imagem em campo claro (BF); B, D:
Imunofluorescéncia com LM2 (verde) e coloragdo com DAPI (azul). F, H: Imunofluorescéncia com
LM6 (verde) e coloragdo com DAPI (azul). Barras: 25 um.

O anticorpo MAC207 apresentou um padrdo de distribuicdo distinto de LM2 e LM6.
Epitopos reconhecidos por este anticorpo parecem estar relacionados com etapas mais

avangadas do desenvolvimento do pdlen. Nas fases iniciais de desenvolvimento, observou-se
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marcagao somente na parede da antera de A. gamosepala (Figura 5.14). Nas etapas finais de
desenvolvimento, apés a divisdo assimétrica, a marcacdo foi detectada fracamente no
citoplasma da célula vegetativa de graos de pdlen nas fases de pdélen médio (Figura 5.15D) e
pdlen maduro, nesta fase, também foi detectada na intina e no citoplasma extracelular ao
redor dos poros (Figura 5.15F). Em A. correia-araujoi MAC207 marcou fracamente regioes da
intina do pdélen médio e pdlen maduro, bem como pequenas pontuac¢des no citoplasma da

célula vegetativa do pélen maduro (Figura 5.16A-D).

MAC207/

Célula mae em
meiose

Diade

Tétrade

Figura 5.14 - Imunolocalizagdo de AGP com anticorpo MAC207 durante diferentes fases da
microsporogénese de Aechmea gamosepala. A, D, G: Imunofluorescéncia com MAC207 (verde) e

imagem em campo claro (BF). B, C, E, F, H, I: Imunofluorescéncia com LM2 (verde) e coloragdo com
DAPI (azul). Barras: A,B,D,E,G,H=75um; C, F, | = 25 um.
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microgametogénese de Aechmea gamosepala. A, C, E: Imagem em campo claro (BF); B, D, F:
Imunofluorescéncia com MAC207 (verde) e coloragdo com DAPI (azul). Barras: 25 pm.
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Figura 5.16 - Imunolocalizagdo de AGP com anticorpo MAC207 durante diferentes fases da
microgametogénese de Aechmea correia-araujoi. A, C: Imunofluorescéncia com MAC207 (verde) e
imagem em campo claro (BF); B, D: Imunofluorescéncia com MAC207 (verde) e coloracdo com DAPI
(azul). Barras: 25 um.

O padrao de marcacdo dos anticorpos JIM13 e JIM14 foram diferentes dos outros
anticorpos. Durante a microsporogénese ndo houve marcagao em nenhuma das fases iniciais
de desenvolvimento do pélen em A. gamosepala. Durante as fases de maturacao do pélen,
JIM13 e JIM14 exibem padrdo de distribuicdo similar (Figura 5.17 e Figura 5.18). Epitopos
reconhecidos por JIM13 foram detectados ao redor da célula generativa e no interior de
vesiculas ricas em amido, no citoplasma da célula vegetativa, como evidenciado por
coloracdo com iodeto de potassio (Figura 5.2B, E). Com o avanc¢o do desenvolvimento do
polen a intensidade de marcacdo no citoplasma diminui, enquanto aumenta ao redor da
célula generativa (Figura 5.17A-F). JIM14 foi detectado fracamente no citoplasma da célula
vegetativa, como pontuacdes dispersas no citoplasma. No entanto, a intensidade da
marcagao aumenta a medida em que avanga o desenvolvimento do pélen (Figura 5.18A-F).
Na microgametogénese de A. correia-araujoi epitopos reconhecidos pelo anticorpo JIM13

também foram detectados no citoplasma da célula vegetativa e ao redor da célula
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generativa, porém a intensidade de marcac¢do no citoplasma do pélen maduro foi maior do
qgue a detectada em A. gamosepala (Figura 5.19A-D). JIM14 foi detectado no citoplasma da
célula vegetativa, como ocorre em A. gamosepala a intensidade da marcacdo aumenta a
medida em que avanca o desenvolvimento do grdo de pdlen (Figura 5.19E-H).

Os controles negativos de todos os anticorpos, ndo apresentou marcacgao significativa

em nenhum compartimento subcelular (dados ndo apresentados).

JIM13/

Pdlen jovem

Polen medio

Polen maduro

Figura 5.17 - Imunolocalizacgdo de AGP com anticorpo JIM13 durante diferentes fases da
microgametogénese de Aechmea gamosepala. A, C, E: Imagem em campo claro (BF); B, D, F:
Imunofluorescéncia com JIM13 (verde) e coloragdao com DAPI (azul). Barras: 25 um.
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Imunolocalizacdo de AGP com anticorpo JIM14 durante diferentes fases da

Figura 5.18
microgametogénese de Aechmea gamosepala. A, C, E: Imagem em campo claro (BF); B, D, F:
Imunofluorescéncia com JIM14 (verde) e coloragdo com DAPI (azul). Barras: 25 pm.
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Figura 5.19 - Imunolocalizacdo de AGP com anticorpos JIM13 e JIM14 durante diferentes fases da

microgametogénese de Aechmea correia-araujoi. A, C, E, G: Imagem em campo claro (BF); B, D:
Imunofluorescéncia com JIM13 (verde) e coloragdo com DAPI (azul). F, H. Imunofluorescéncia com
JIM14 (verde) e coloragdo com DAPI (azul). Barras: 25 um.
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5.4 Discussao

5.4.1 Determinagdao das etapas do desenvolvimento gametofitico por modificacbes no
nucleo e citoplasma

As modificagdes celulares observadas durante o desenvolvimento do gametéfito
masculino de A. gamosepala e A. correia araujoi sao semelhantes as observadas na maioria
das angiospermas. O grao de podlen é desenvolvido no interior das anteras (DREWS;
YADEGARI, 2002) com a diferenciacdo das células mde do micrdsporo que, através do
processo de meiose, produzem quatro células haploides, os micrésporos, que apds divisdo
mitdtica assimétrica diferenciam-se (GOLDBERG; BEALS; SANDERS, 1993) formando o grao
de pélen bicelular que é liberado pela deiscéncia da antera (MA, 2005) e sofre uma nova
divisdo mitdtica formando o gameta masculino.

As mudancas na estrutura e organizacao celular, atividade de RNA e distribuicdo de
amido mostraram-se excelentes marcadores de fases do desenvolvimento gametofitico de
A. gamosepala e A. correia-araujoi, podendo auxiliar na definicdo de etapas adequadas para
processos biotecnoldgicos, como a indugao de embriogénese a partir de micrésporo.

As cinco fases da microsporogénese de A. gamosepala mostram uma clara
diferenciacdo na organizagdo celular e na atividade de RNA. Antes da divisdao mitética a
célula mde do micrésporo apresenta citoplasma e nucléolos denso em intensa atividade
transcricional, presente também no citoplasma das células do tapete ao longo da meiose.
Quando a célula m3e entra em atividade meidtica, as células estdo maiores, arredondadas,
envolvidas por calose e a marcacao com anti-RNA desaparece do citoplasma até reaparecer
no citoplasma dos meidcitos, no final da divisdo meidtica. As duas fases de tétrades se
diferenciam pela presenca da primexina, que coincide com a fase de degradac¢ao da calose.

A variacdo na atividade transcricional nas células esporogénicas reflete diferentes
estados de atividade celular. Intensa atividade metabdlica é caracteristica de células em
interfase, periodo que antecede o processo de divisdo celular, apds esse periodo a célula
entra em divisdo e a atividade transcricional é reduzida. Por outro lado a atividade
metabdlica permanente nas células do tapete revela a participacdo ativa desse tecido nas

fases iniciais do desenvolvimento do pdlen.
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O tapete, tecido secretor efémero que nutre e regula o desenvolvimento do grao de
polen, é em grande parte responsavel pela sintese e deposicdo de esporopolenina e outros
componentes de parede para a formagdao da esporoderme, se degenerando antes ou
durante a primeira mitose haploide (MCCORMICK, 1993; PACINI, 1997). A primexina pode
ser observada enquanto as tétrades ainda estdo revestidas pela calose.

Na microgametogénese, o micrdsporo se divide de forma assimétrica formando duas
células com caracteristicas bem distintas em termos de tamanho, forma, quantidade de
amido e atividade transcricional. Os resultados encontrados no presente trabalho
evidenciam claramente essas diferencas em A. gamosepala e A. correia araujoi.

Apds a primeira divisdo mitética, o nucleo generativo se localiza na periferia da
célula, em contato com a exina, enquanto o nucleo vegetativo se localiza no centro da
célula, caracterizando a fase de pélen jovem. A medida em que o processo de maturagdo se
avanca, a célula generativa englobada pela vegetativa migra para o centro do grao de pélen
até situar-se préximo ao nucleo da célula vegetativa. A célula generativa sofre uma alteracao
em forma, por a¢do de feixes de microtubulos e torna-se fusiforme, que caracteriza o pdélen
maduro bicelular (TERASAKA; NIITSU, 1990).

A divisdo mitotica assimétrica é determinante no processo de diferenciacdo celular,
resultando em duas células com diferentes destinos celulares (MCCORMICK, 1993). O nucleo
da célula generativa é pequeno, apresenta cromatina condensada, relacionada com
atividade transcricional muito baixa, ou ausente. O nucleo da célula vegetativa, de maior
tamanho, apresenta cromatina descondensada, com nucleo proeminente, associado a alta
atividade transcricional durante a maturacdo do grao de pdlen (MCCORMICK, 1993;
TESTILLANO et al., 1995).

A célula generativa esta inativa, a espera da segunda mitose do pdlen que origina as
duas células espermaticas, os gametas. Enquanto a célula vegetativa apresenta elevada
atividade biossintética relacionada a formacdo do tubo polinico (TESTILLANO; RISUENO,
1998). Esta variacdo estd relacionada com diferentes fun¢des durante a maturacdo e
germinacdo do pdlen. Essas diferencas constituem-se em um bom marcador de
desenvolvimento gametofitico do pdlen de A. correia-araujoi e A. gamosepala.

A quantidade diferenciada de graos de amido no citoplasma da célula vegetativa e a
densidade de marcagao de RNA total ao longo do desenvolvimento demonstram a dinamica

funcional do amido e atividade transcricional durante a microgametogénese.
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Os resultados obtidos com a analise citoquimica para amido e imunofluorescéncia
com anti-RNA indicaram grande quantidade de amido no citoplasma da célula vegetativa
apods a primeira mitose, esse amido é degradado ao longo do desenvolvimento e desaparece
no polen maduro em pré-antese, enquanto a populacdo de RNA no citoplasma da célula
vegetativa é baixa e aumenta de forma progressiva a medida em que a quantidade de amido
se reduz. Durante a fase de acumulo de amido, a sintese de proteinas é baixa, mas pouco
antes da deiscéncia das anteras, peptideos basicos sdo sintetizados para serem utilizados
durante a germinacao do pélen (MCCORMICK, 1993).

Esta organizacdo estrutural coincide com a atividade metabdlica caracteristica de
polen durante o processo de maturacdo, que inclui elevada atividade biossintética e
armazenamento proteico e energético.

O desenvolvimento de plastidios e acumulacdo de amido constitui uma caracteristica
diferencial durante a formac¢do do pdlen em muitas espécies (FRANCHI et al., 1996). Em
algumas espécies, as reservas de carboidratos do pdlen maduro ndo sdo em forma de graos
de amido, mas sim em forma de polissacarideos citoplasmaticos, especialmente sacarose
(FRANCHI et al., 1996; PACINI, 1996).

Na maioria das espécies o amido é hidrolisado antes da antese para formar sacarose
que protege o pdlen contra dissecacdo. Pélen com pouco e/ou sem amido é o tipo de pdlen
mais comum nas angiospermas, sendo mais frequente em pélen bicelular do que no
tricelular (FRANCHI et al., 1996). Isso explicaria a auséncia de amido nos grdos de pdlen

maduros em A. correia-araujoi e A. gamosepala.

5.4.2 Distribuicdo de pectinas durante o desenvolvimento do grao de polen de Aechmea
gamosepala e Aechmea correia-araujoi

As pectinas sdao um dos principais componentes da parede celular de plantas e
apresentam diferentes graus de esterificacdo. A esterificacdo das pectinas é realizada por
enzimas pectinametilesterase envolvidas em processo de desenvolvimento especifico que
modulam a relacdo de pectinas esterificadas e ndo esterificadas e sua distribuicdo na parede
celular (DOLAN; LINSTEAD; ROBERTS, 1997; HASEGAWA et al., 2000; WILLATS et al., 2001a,

2001b). O anticorpo JIM5 reconhece epitopos de homogalacturonano nao esterificados e
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JIM7 epitopos de homogalacturonano metilesterificados de paredes celulares de diversas
espécies de plantas (KNOX, 1997).

Os resultados obtidos no presente trabalho mostraram diferencas no padrdo de
distribuicdo, assim como na propor¢do de pectinas esterificadas e ndo esterificadas na
parede celular de diferentes tipos de células da antera e do grdo de pdlen de A. gamosepala
e A. correia-araujoi durante a microsporogénese e microgametogénese (Tabela 5.2).

Epitopos de homogalacturonano nao esterificados reconhecidos pelo anticorpo JIM5
sdao preferencialmente distribuidos na microsporogénese, na parede das células
esporogénicas e do tapete, em diferentes propor¢des. Em etapas mais avancadas do
desenvolvimento se distribuem fracamente na regido dos poros.

A marcacgao de pectinas ndo esterificadas na microsporogénese é maior em paredes
de células em proliferacdo, ou seja, célula mae do micrdsporo e tapete. Quando a célula mae
do micrésporo comecga a se diferenciar a intensidade de marca¢do de pectinas nao
esterificadas é reduzida, sendo ausentes na parede de calose que envolve as tétrades.

Pectinas esterificadas sdo amplamente distribuidas na microsporogénese de A.
gamosepala, em todos os tipos celulares com variagcbes na parede celular das células
esporogénicas e do tapete. Na microgametogénese, estao distribuidas preferencialmente na
regido dos poros e intina.

A quantidade de pectinas esterificadas € moderada na parede da célula mae do
microsporo e torna-se mais intensa quando as células entram em divisdo meidtica e a
medida em que a célula se divide a marcacdo de pectinas é reduzida, sendo quase ausentes
na parede de calose que estd sendo degradada. No entanto, a marcacdo reaparece
fortemente na primexina que se forma ao redor dos micrésporos, que serdo liberados das
tétrades. Na microgametogénese, a quantidade de pectinas esterificadas presentes nos

poros e intina aumenta com a maturacgao do pélen.
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Tabela 5.2 - Padrdo de distribuicdo de pectinas nao esterificadas e pectinas esterificadas na parede

celular durante diferentes fases da microsporogénese e microgametogénese de

Aechmea gamosepala e microgametogénese de Aechmea correia-araujoi.

Fases

Aechmea gamosepala

JIM5

Tipos Celulares . - g
P Pectina ndo esterificada

JIM7
Pectina esterificada

Parede da antera _ +
Célula mae do Tapete
microsporo Célula m3e do
o +++ ++
micrésporo
Parede da antera _ +
. " +++ +++
% Célulamieem  'apete
S meiose Célula mae do
= micrésporo em ++ +++
° meiose
3
o Parede da antera _ +
(8]
(S Diade Tapete +++ +++
Diade + ++
Parede da antera _ +
Tétrade Tapete +++ +++
Tétrade _ +
Parede da antera _ +
Tétrade com Tapete ++ +H+
Primexina Tétrade com .
primexina -
Fases Local JIMS M7
9 Pectina nao esterificada Pectina esterificada
e i Poro + ++
% Pélen Jovem )
o Intina +
3 —
£ i . Poro + ++
s Pélen médio )
o Intina _ ++
O
(S . Poro + 4
Pélen maduro ]
Intina _ +++
Aechmea correia-araujoi
JIM5 JIM7
o Fases Local . ~ g . -
@ Pectina nao esterificada Pectina esterificada
‘g,ﬂ POI‘O + +4+
2| Pélen médio .
Intina ++
g —
(-T]
o Poro +++ +++
2 | Pdlen maduro )
3 Intina ++ +++

A intensidade de marcacgdo varia de — (ausente) a +++.
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Esse padrdao de marcagcdao observado na microsporogénese pode estar relacionado
com o sinal que deve ser gerado para liberacdo da calase e degradacdo da calose pelas
células do tapete, ou um tipo de sinal especifico relacionado com o desenvolvimento
gametofitico. A forte marcagao do tapete nesta fase mostra que esse tecido sintetiza e
secreta essas moléculas (COIMBRA et al., 2007).

A distribuicdo de pectinas esterificadas e ndo esterificadas na microgametogénese
em A. correia-araujoi foi semelhante a observada em A. gamosepala. Pectinas ndo
esterificadas estao fortemente presentes no poro do pdlen maduro e as esterificadas no
poro e intina do pdlen maduro (Tabela 5.3).

O tapete é um tecido secretor que nutri e regula o desenvolvimento do pélen, a
auséncia de pectinas na parede celular do tapete na fase de proliferagcdo sugere que essas
substancias sdo segregadas somente apds a célula mae do micrdsporo entrar em atividade
meidtica. Aouali, Laporte e Clément (2001) analisaram a presenca de pectinas durante o
desenvolvimento de lirio, utilizando anticorpos monoclonais e mostraram que a pectina é
produzida na parede da antera e provavelmente é segregada por células do tapete para o
loco, onde é absorvido durante o desenvolvimento do pdlen e torna-se um componente
significativo das reservas de hidratos de carbono. Esses autores especulam que a pectina
mais tarde ajuda a formar e manter a parede do tubo polinico, apds a germinagao.

A presenca de pectinas altamente esterificadas parece estar relacionada com o
processo de diferenciacdo do micrésporo e formacao da parede do grdo de pdlen. A posicao
das aberturas do grao de pélen é determinada bem cedo e a intina, ou parede interna do
polen, é produzida pelo micrésporo, sendo depositada primeiramente abaixo dos poros e
depois se espalha para envolver todo o micrésporo, enquanto a exina, camada externa, é
depositada sobre a superficie pela secre¢do das células do tapete e sua deposicdo é reduzida
ou ausente ao longo das aberturas (MACCORMICK, 1993; CANKAR et al., 2014).

Padrdes similares de distribuicdo de pectina foram observados por Costa et al. (2014)
durante o desenvolvimento de pdlen de Quercus suber que apresentou distribuicao de
pectinas esterificadas em todos os tipos de células e pectinas nao esterificadas
preferencialmente distribuidas na parede celular dos microspordcitos no inicio do
desenvolvimento do pdlen. Em Lolium perenne (WISNIEWSKA; MAJEWSKA-SAWKA, 2006),
pectinas esterificadas foram localizadas em todas as células dentro de anteras maduras,

incluindo o grdo de pdlen.
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Barany et al. (2010a; 2010b) demonstraram que em Capsicum annum, pectinas
altamente esterificadas foram bons marcadores de proliferacdo celular, enquanto que altos
niveis de pectinas ndo esterificadas foram abundantes nas paredes das células em
diferenciagao. Estas observagdes sugerem o envolvimento de pectinas como indicadores
para proliferacdo e diferenciacdo celular durante o desenvolvimento do pdlen.

Embora o desenvolvimento de pdlen tenha sido descrito citologicamente, ha poucos
relatos sobre a composicdo da parede celular no desenvolvimento de pdlen, embora
enzimas de remodelacdo da parede celular estejam entre as mais abundantemente
expressas durante o desenvolvimento do pdlen (PINA et al., 2005) .

As mudancas celulares e o padrdo de distribuicio de pectinas, observados na
microsporogénese e microgametogénese de A. correi-araujoi e A. gamosepala, obtidos
nesse trabalho, podem ser considerados marcadores de fases do desenvolvimento

gametofitico masculino com uso potencial na embriogénese de pdlen.

5.4.3 Distribuicdao de proteinas arabinogalactanas (AGPs) durante o desenvolvimento do

grao de pdlen de Aechmea gamosepala e Aechmea correia-araujoi

O resultado das marcagdes com anticorpos anti-AGPs sugerem trés padrdes de
distribuicdo de AGPs durante o desenvolvimento gametofitico masculino de A. gamossepala
e A. correia-araujoi (Tabela 5.3). O elevado grau de heterogeneidade das AGPs sugere que
essas proteinas apresentam mais de uma funcdo especifica (KNOX, 1997).

Epitopos de AGPs reconhecidos por LM2 foram detectados na fase inicial do
desenvolvimento do pdlen, sendo menos presentes, ou ausentes, na microgametogénese de
A. gamosepala e A. correia-araujoi. O padrdo de marcacdo apresentado por esse anticorpo
sugere que essa AGP esteja envolvida em processos relacionados a fase de
microsporogénese, como também observado no desenvolvimento do pdlen de Arabidopsis
thaliana (COIMBRA et al., 2007; COSTA et al., 2014).

O anticorpo LM6 apresenta ampla distribuicdo ao longo do desenvolvimento
gametofitico masculino, com aumento progressivo na densidade de marcacdo. Epitopos
reconhecidos por LM6 foram fracamente marcados em todos os tecidos da antera durante a
microsporogénese, com diferente grau de distribuicdo na parede celular do tapete e das

células esporogénicas. Na microgametogénese foram detectados em toda a intina,
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citoplasma da célula vegetativa e ao redor da célula generativa. Embora LM6 reconheca
regides (1-5) a-L-arabinano presentes em AGPs, essas regioes também estdo presentes no
dominio ramnogalacturonanos | de pectinas (WILLATS, MARCUS; KNOX, 1998). No presente
trabalho, a localizagao de pectinas esterificadas reconhecidas por JIM7 coincidem com
regioes identificadas por LM6.

A marcacdo de epitotipos com os anticorpos MAC207, JIM13 e JIM14 indicam
presenca de AGPs na fase de microgametogénese, em diferentes regides do pdlen. Epitopos
de AGPs reconhecidos por MAC207 foram marcados fracamente na intina e citoplasma da
célula vegetativa. Observacao similar com este anticorpo também foi relatada por Costa et
al. (2014). JIM13 foi fortemente detectado no citoplasma da célula vegetativa, no interior de
vesiculas ricas em amido e ao redor da célula generativa. Com o avan¢o do desenvolvimento
a intensidade de marcagao de JIM13 diminuiu no citoplasma e aumentou ao redor da célula
generativa. AGPs reconhecidas por JIM13 também foram associadas com grdaos de amido de
unidades reprodutivas de Trithuria submersa (COSTA et al., 2013) e évulos de Amaranthus
hypochondriacus L. (COIMBRA; DUARTE, 2003). Graos de amido contém dois tipos de
moléculas, amilose e amilopectina, composta por polimeros de glicose. A diminuicdo de
JIM13 no citoplasma da célula vegetativa pode refletir um sistema ativo de sintese e
degradacdao destas moléculas durante a maturacao do podlen. Anti-AGPs reconhecidas por
JIM14 foram detectadas no citoplasma da célula vegetativa, com aumento progressivo
durante a maturagdo do pdlen.

A identificacdo de AGPs por diferentes anticorpos na mesma regiao do pélen sugere
funcGes semelhantes entre as diferentes AGPs. Epitopos reconhecidos por MAC207 e JIM14
no citoplasma da célula vegetativa e intina estariam envolvidos na germinag¢ao do pdlen e
crescimento do tubo polinico, enquanto LM6 e JIM13, localizados ao redor da célula
generativa, estariam relacionados com a formagdo dos gametas. Fun¢des semelhantes a
descrita neste trabalho foram relatadas para estes anticorpos, durante o desenvolvimento
do podlen de Brassica napus (EL-TANTAWY et al., 2013).

Os resultados encontrados neste trabalho evidenciam padrdes de distribuicao
espaco-temporais de pectinas e AGP em espécies de Aechmea, que podem ser utilizados
como marcadores de desenvolvimento gametofitico masculino, sugerindo um papel chave
destes componentes da parede celular no desenvolvimento de pdlen de bromélias, dando

novas perspectivas sobre o conhecimento da biologia reprodutiva destas espécies de plantas
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ornamentais, ainda pouco conhecido, com elevado potencial em programas de

biotecnologia e melhoramento genético.

Tabela 5.3 - Padrdao de distribuicdo de proteinas arabinogalactanas (AGPs) identificadas por
diferentes anticorpos durante diferentes fases da microsporogénese e
microgametogénese de A. gamosepala e microgametogénese de A. correia-araujoi.

Aechmea gamosepala

Fases Tipos Celulares LM2 LM6 MAC207 JIM13 JIM14
Parede da antera + + ++ n.d. n.d.
Célula mée do Tapete _ _ _ n.d. n.d.
micrésporo Célula mae do
L _ + _ n.d. n.d.
micrésporo
Parede da antera + + ++ n.d. n.d.
Célula mae Tapete + + _ n.d. n.d.
em meiose Célula m3e d
§ e.u'amae © + + _ n.d. n.d.
£ micrésporo
o Parede da antera + + ++ n.d. n.d.
1
[~} p .a. .d.
g Diade Tz?pete + ++ _ n.d n.d
o Célula mae do
5 .y ++ ++ _ n.d. n.d.
= micrésporo
Parede da antera + + ++ n.d. n.d.
Tétrade Tapete ++ ++ _ n.d. n.d.
Célula m3e do
. _ ++ _ n.d. n.d.
micrésporo
Parede da antera + + ++ n.d. n.d.
Tétrade com Tapete ++ ++ _ n.d. n.d.
primexina Célula mae do
., _ ++ _ n.d. n.d.
micrésporo
Fases Local LM2 LM6 MAC207 JiMm13 JIM14
Intina _ ++ _ _ _
§ Pélen Jovem Citoplasma _ + _ +++ +
‘gc.,o Célula generativa _ + _ + _
‘3 Intina _ ++ _ _ _
g Pdélen médio Citoplasma _ + + ++ ++
oo
g Célula generativa _ ++ _ ++ _
s Intina _ +++ + + _
Pélen maduro Citoplasma ++ ++ ++ + +++
Célula generativa _ ++ _ +++ _
Aechmea correia-araujoi
@ Fases Local LM2 LM6 MAC207 JimM13 JiM14
(7]
g Intina _ ++ + _ _
<
& Pdélen médio Citoplasma _ + _ ++ ++
=3
g Célula generativa _ + _ ++ _
% Intina _ ++ + B B
S Pélen maduro Citoplasma _ + + +++ +++
2 Célula generativa _ ++ _ +++ _

A intensidade de marcagdo varia de — (ausente) a +++; n.d. ndo determinado.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

A caracterizacdo morfoldgica e anatomica de flores das espécies de Aechmea correia-
araujoi, A. gamosepala, Vriesea ensiformis e V. saundersii relacionadas a aspectos da
biologia reprodutiva, obtidas nesse trabalho, sdo compativeis com sindrome de ornitofilia e,
A. gamosepala, melitofilia. Esses dados associados a elevada viabilidade, superior a 93%,
apresentada pelos graos de pélen fornecem dados importantes para a definicdo de técnicas
de selecdao e combinagdes para o desenvolvimento de hibridos voltados para o comércio de
plantas ornamentais.

Informacdes detalhadas entre as fases do desenvolvimento floral, desenvolvimento
do évulo e grao de pdlen com o tamanho do botao floral disponibilizadas no presente estudo
contribuem para aplicagOes biotecnoldgicas, melhoramento e conservacdo destas espécies.
Botdes florais de 8,7 — 13,0 mm sdo indicados no estudo de embriogénese a partir de
micrdsporo de A. gamosepala.

Os resultados encontrados neste trabalho evidenciam padrdes de distribuicao
espaco-temporais de pectinas e trés principais padrdes de AGP de espécies de Aechmea, que
podem ser utilizados como marcadores de desenvolvimento gametofitico masculino,
sugerindo um papel chave destes componentes da parede celular no desenvolvimento de
pdolen de bromélias.

As informacGes obtidas no presente estudo contribuem para a elaboracdo de
técnicas de melhoramento genético convencional, biotecnoldgicas e conservacao dessas

espécies nativas, de grande potencial ornamental e ambiental.
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