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PREFACIO

A presente tese estd organizada na forma de capitulos, formatados conforme a
Associacio Brasileira de Normas Técnicas (ABNT). A excecdo do Capitulo | e do Capitulo
V, os demais capitulos apresentam contetdo correspondente ao de artigos cientificos, os
quais, posteriormente, serdo formatados segundo as normas dos periddicos a serem
submetidos.

A determinacdo de uma espécie como alvo de estudo baseou-se em uma escolha
consciente da autora, a fim de priorizar uma aprendizagem aprofundada acerca de areas como
a embriologia de angiospermas e de técnicas como a imunocitoquimica. Dentro de
Bromeliaceae, a escolha da espécie Billbergia nutans decorre de observacGes prévias
realizadas durante o Mestrado da autora, que instigaram as investigac6es deste trabalho.

O Capitulo I abrange o referencial tedrico, com informacdes sobre o estado da arte do
grupo taxondmico em foco, da espécie estudada, das estruturas analisadas e com a exposicao
dos objetivos do trabalho, constituindo os alicerces para a compreensao dos capitulos em
seguimento.

O Capitulo Il apresenta uma analise integrada do desenvolvimento dos tecidos do
gineceu, em sua anatomia e histoquimica, com enfoque nas modificacBes histologicas que
precedem os eventos de polinizacdo e fecundacéo.

O Capitulo 111 € composto pelo estudo da ontogénese do rudimento seminal, com a
descricdo embriologica dessa estrutura e a representacdo tridimensional do gametdfito
feminino, e inclui uma revisdo dos caracteres morfoldgicos e anatbmicos do rudimento

seminal para a familia.
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O Capitulo IV abarca um estudo de imunolocalizacdo de determinados componentes
de parede celular no interior do ovario, especificamente no rudimento seminal e obturador,
antes e apo6s a fecundacéo, e agrega uma revisdo do assunto para as plantas com flores.

Por fim, o Capitulo V apresenta um panorama geral das informagdes mais relevantes

da tese e, ainda, as perspectivas originadas a partir desse trabalho.
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RESUMO

No gineceu, ocorre o desenvolvimento de esporos e de gametdfitos femininos no ovario, e as
varias especializagcdes do gineceu promovem sua interacdo com o gametdfito masculino até a
fecundacdo. Pouco se conhece sobre essas interacdes na porcdo ovariana do gineceu. Em
Bromeliaceae, o detalhamento histologico do estigma e do estilete é inexistente. Para
Billbergia, ndo existem dados embrioldgicos. Billbergia nutans (Bromeliaceae, Poales) € uma
espécie importante como fonte de alimento para os polinizadores durante o inverno e
apresenta ameaca de extingdo em nivel estadual. Este estudo visa ampliar o conhecimento
sobre as modificacdes histoldgicas do gineceu em angiospermas, em preparacdo a polinizacdo
e fecundacdo; contribuir para o conhecimento da embriologia de Bromeliaceae; e verificar a
presenca de limitagcdes ou vantagens reprodutivas durante o desenvolvimento embrioldgico de
B. nutans. As analises foram executadas em Microscopia de Luz, em campo claro e
epifluorescéncia, e em Microscopia Eletrénica de Varredura. Foram realizados testes
histoquimicos e a marcacdo com anticorpos monoclonais para a deteccdo de compostos
quimicos. S8o registrados dados inéditos sobre a embriologia do género, a estrutura
histoldgica do gineceu na familia, a reconstrucdo tridimensional do gametofito feminino em
monocotileddneas e a imunolocalizacdo de determinadas pectinas no ovario de angiospermas.
A arquitetura do estigma espiral-conduplicado resulta de varios eventos ao longo do
desenvolvimento. Os tricomas estigmaticos, o tecido transmissor e o obturador produzem
secrecdo polissacaridica. Os tricomas estigmaticos armazenam sua secre¢cdo em bolsGes
pécticos no interior da parede periclinal externa. As paredes celulares labirinticas
caracterizam as celulas do tecido transmissor e obturador de B. nutans como células de
transferéncia, de composicdo pecto-celulésica. H& uma dindmica de amido associada a

secrecdo no gineceu, regulada pelo desenvolvimento. Os grdos de amido sdo considerados



como fonte de moléculas para a producdo da secrecdo, e 0s inimeros campos primarios de
pontoacdo devem facilitar esse transporte. O obturador de Bromeliaceae é semelhante ao de
especies de Liliaceae e Asparagaceae. Os rudimentos seminais de Bromeliaceae séo
anatropos, bitegumentados e crassinucelados, com gametofito do tipo Polygonum. Muitos
caracteres sdo sugeridos como Uteis para a taxonomia da familia. A morfologia do apéndice
calazal pode ser um carater inapropriado para aplicacdo taxonémica, devido a variabilidade
encontrada em B. nutans. Quanto a evolucdo do rudimento seminal em Bromeliaceae, a
subfamilia que divergiu mais cedo mostra estados reduzidos de varios caracteres. Alguns
caracteres parecem ser homoplasicos na familia, podendo ser relevantes se aplicados em
niveis taxondmicos inferiores. Em Poales, 0s tegumentos compostos por duas camadas
celulares e o reduzido nimero de rudimentos seminais sdo, provavelmente, estados de carater
plesiomorficos. Ndo foram observadas limitagdes reprodutivas significativas durante o
desenvolvimento do rudimento seminal de B. nutans. A modulacéo espacial encontrada entre
arabinanos, galactanos e proteinas arabinogalactanos (AGPs) no ovario demarca a trajetoria
porogdmica do tubo polinico em direcdo ao gametofito feminino. A producdo dessas
moléculas é regulada pelo desenvolvimento. Possiveis fungdes das pectinas e AGPS nesses
tecidos sdo discutidas, como a flexibilidade e expansibilidade da parede celular, sinalizacéo e
adesdo celular, nutricdo e atracdo do tubo polinico. A detec¢do quimica dessa trajetoria tem
sido observada em outras angiospermas, principalmente com relacdo as AGPs. Contudo, cada
espécie possui um conjunto especifico de moléculas, aparentemente nao relacionado a posicédo
filogenética. Este estudo mostra que o tubo polinico, possivelmente, aproxima-se do
rudimento seminal por sinais direcionais sucessivos do gineceu.

Palavras-chave: gineceu, imunolocalizagéo, ovario, rudimento seminal, tecido transmissor.



ABSTRACT

In the gynoecium, the development of spores and female gametophytes occurs within the
ovary, and the various specializations of the gynoecium promote its interaction with the male
gametophyte until fertilization. Little is known about these interactions in the ovarian portion
of the gynoecium. In Bromeliaceae, the histological detailing of the stigma and style is
unknown. There are no embryological data for Billbergia. Billbergia nutans (Bromeliaceae,
Poales) is an important species as a source of food for pollinators during winter and is under
threat of extinction at the state level. This study aims to expand the knowledge about the
histological changes of the gynoecium in preparation for pollination and fertilization in
angiosperms; to contribute to knowledge of the embryology of Bromeliaceae; and to verify
the presence of reproductive limitations or advantages in the embryological development of B.
nutans. The analyses were performed with Light Microscopy, under bright field and
epifluorescence, and in Scanning Electron Microscopy. Histochemical tests and labelling with
monoclonal antibodies were performed for the detection of chemical components.
Unpublished data are recorded on the embryology of the genus, the histological structure of
the gynoecium in the family, the three-dimensional reconstruction of the female gametophyte
in monocotyledons and the immunolocalization of certain pectins in the ovary of
angiosperms. The architecture of the conduplicate-spiral stigma results from several events
throughout the development. The stigmatic trichomes, the transmitting tissue and the
obturator produce a polysaccharidic secretion. The stigmatic trichomes store the secretion in
pectic pockets inside its outer periclinal wall. The labyrinthic cell walls are composed by
cellulose and pectins and characterize the cells of the transmitting tissue and obturator of B.
nutans as transfer cells. Starch dynamics associated with secretion are observed in the

gynoecium, and are developmentally regulated. The starch grains are considered as a source
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of molecules for the production of secretion and many primary pit fields may facilitate such
transport. The obturator of Bromeliaceae is similar to those of Liliaceae and Asparagaceae
species. The ovules of Bromeliaceae are anatropous, bitegmic and crassinucellate, with a
Polygonum-type gametophyte. Many characters are suggested as useful for the taxonomy of
the family. The morphology of the chalazal appendage may not be an appropriate character
for taxonomic use, due to the variability found in B. nutans. Regarding the evolution of the
ovule in Bromeliaceae, the earliest-divergent subfamily shows a reduced state of several
characters. Some characters appear homoplasious in the family and may be relevant when
applied to lower taxonomic levels. Within Poales, the two-layered integuments and the small
number of ovules are probably plesiomorphic character states. Reproductive limitations
during ovule development of B. nutans were not found to be significant. The spatial
modulation found between arabinan, galactan and arabinogalactan proteins (AGPSs) in the
ovary delineates the porogamic pollen tube pathway into the female gametophyte. The
production of these molecules is developmentally regulated. Possible roles for pectins and
AGPs in these tissues are discussed, such as the flexibility and expansibility of the cell wall,
cell signaling, cell adhesion, nutrition and attraction of the pollen tube. The chemical
detection of this pathway has been observed in other angiosperms, especially with respect to
AGPs. However, each species has a specific set of molecules, apparently unrelated to the
phylogenetic position. This study shows that the pollen tube possibly approaches the ovule by
successive directional cues from the gynoecium.

Keywords: gynoecium, immunolocalization, ovary, ovule, transmitting tissue.
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Familia Bromeliaceae

Bromeliaceae abrange, atualmente, 3172 espécies distribuidas em 58 géneros (Luther,
2008). Sua distribuicdo no planeta é tipicamente neotropical (Smith & Downs, 1974), com
excecdo da espécie Pitcairnia feliciana (A.Chev.) Harms & Mildbr., que ocorre no Oeste
Africano (Porembski & Barthlott, 1999). Seus representantes habitam quase todos os tipos de
ecossistemas - desde o nivel do mar até o topo das montanhas da cadeia andina, em ambientes
umidos a semi-aridos ou até desérticos (Leme, 1993). Sdo ervas epifitas, rupicolas ou
terricolas, que apresentam caracteristicas particulares como as folhas dispostas em espiral,
formando uma roseta, e a presenca de tricomas denominados escamas peltadas recobrindo
suas folhas. As flores sdo trimeras, os frutos constituem bagas ou capsulas e as sementes
podem ser nuas, aladas ou plumosas (Smith & Downs, 1974, 1977, 1979; Reitz, 1983).

No dominio da Mata Atlantica no Brasil, estdo presentes 31 géneros, 803 espécies e
150 taxons infraespecificos, sendo seis géneros endémicos dessa regido (Martinelli et al.,
2008). No estado do Rio Grande do Sul, existem cerca de 70 espécies descritas para a familia,
pertencentes a 10 géneros (Winkler, 1982; Haussen, 1992; Larocca & Sobral, 2002,
Waechter, 2007). Waechter (2007), em um levantamento com amostragem de diferentes
florestas do Rio Grande do Sul, compilou 46 espécies de bromélias epifiticas pertencentes a
sete géneros.

A importancia ecoldgica da familia reside, principalmente, no micro-habitat que
proporciona o corpo dessas plantas, abrigando uma alta diversidade de seres vivos
(Richardson, 1999; Martinelli, 2000; Blithgen et al., 2000; Frank et al., 2004). As bromélias
também sdo importantes componentes dos ecossistemas devido as recompensas florais
providas aos seus polinizadores — beija-flores, morcegos e artrépodes, como o abundante

néctar produzido pelos nectarios septais, ou mesmo o po6len em algumas espécies com flores



pequenas (Benzing, 2000). Os acUlcares sacarose, frutose e glicose ocorrem com freqiiéncia no
néctar de diferentes representantes da familia (Bernardello et al., 1991) e, segundo Stiles &
Freeman (1993), algumas espécies ornitofilas apresentam a concentracdo de agucares até duas
vezes maior em relacdo aquela considerada tipica em outras familias. Aléem das recompensas
florais, os frutos carnosos, caracteristicos de Bromelioideae, também oferecem alimento a
uma fauna diversificada. Embora os estudos sobre a dispersdo de sementes sejam escassos na
familia, sabe-se que animais como aves, formigas, morcegos e alguns outros mamiferos
beneficiam-se desses frutos (Benzing, 2000; Carvalho et al., 2009). Cabe ainda ressaltar que
as bromelias epifitas sdo importantes na ciclagem de nutrientes dos ecossistemas,
contribuindo com significativa producdo de serrapilheira (Oliveira, 2004).

As bromélias sdo plantas bastante comercializadas como ornamentais, sendo utilizadas
em decoragOes de interior e projetos paisagisticos. Em funcdo da demanda cada vez maior
pelas espécies de bromélias de valor ornamental, o extrativismo ilegal em seus ambientes
naturais tem se intensificado nos Gltimos anos, colocando algumas espécies em risco de
extincdo (Negrelle et al., 2012). Além disso, a perda e a fragmentacdo dos habitats sdo uma
grande ameaca para as espécies de Bromeliaceae, sobretudo com relacdo a Mata Atlantica,
devido ao seu alto grau de endemismo e expressivo valor ecolégico (Martinelli, 2000;
Martinelli et al., 2008). No momento atual, existe um total de 338 tdxons de Bromeliaceae
ameacados de extin¢do, que estdo incluidos em diversas listas oficiais (Martinelli et al., 2008),
38 espécies oficialmente ameacadas em nivel federal (Brasil, 2008) e 102 tdxons ameacgados
em nivel estadual (Rio Grande do Sul, 2003). Tendo em vista que 0os membros dessa familia
influenciam significativamente processos florestais importantes e provém substrato e outros
recursos para a fauna, sua preservacéo é vital para os esfor¢cos mais amplos de conservacéo da

natureza (Dimmitt, 2000).



Além do seu valor ornamental, a importancia econémica da familia é também
evidenciada pelo fruto do abacaxi, Ananas comosus (L.) Merril, muito apreciado na
alimentacdo, e por varias espéecies utilizadas para producdo de fibras (Bennett, 2000). As
enzimas proteoliticas, chamadas popularmente de “bromelina”, presentes em espécies de
Bromelia, Ananas e Pseudoananas séo utilizadas como compostos terapéuticos e aplicadas
largamente em processos industriais. Recentemente, foram isoladas novas proteases a partir
do fruto maduro de Bromelia antiacantha Bertol (Vallés et al., 2007), uma espécie nativa do
Rio Grande do Sul. Nos ultimos anos, foram identificadas propriedades analgésicas e anti-
inflamatdrias a partir de folhas e raizes de Nidularium procerum (Amendoeira et al., 2003;
Vieira-de-Abreu et al., 2005), espécie também nativa do Rio Grande do Sul. Espécies do
género Tillandsia podem ser utilizadas pelo homem como bioindicadores de poluicdo
atmosférica nos grandes centros urbanos, ja que tais plantas absorvem agua e nutrientes a
partir da atmosfera por meio de suas escamas peltadas, estando intimamente ligadas a este
ambiente (Brighigna et al., 1997; Alves et al., 2008).

Quanto as relacbes taxonémicas e filogenéticas, atualmente, Bromeliaceae esta
incluida na ordem Poales, ao lado de outras 15 familias (APG, 2009). Dentro de Poales,
Bromeliaceae é a familia que provavelmente divergiu mais cedo, posicionando-se como
grupo-irmdo das demais familias e, juntamente com Typhaceae e Rapateaceae, compde um
grado basal, com a posterior divergéncia dos clados das ciperideas, Xirideas, restiideas e
graminideas (Fig. 1) (Linder & Rudall, 2005; Givnish et al., 2010).

De acordo com Smith & Downs (1974), a familia era tradicionalmente dividida em
trés subfamilias: Pitcairnioideae, Tillandsioideae e Bromelioideae, diferenciadas
principalmente pela morfologia de flores, frutos e sementes. Com base em recentes filogenias
moleculares, sdo reconhecidas atualmente oito subfamilias: Brocchinioideae, Lindmanioideae,

Tillandsioideae, Hechtioideae, Navioideae, Pitcairnioideae, Puyoideae e Bromelioideae, como



evidenciado pela Fig. 2 (Givnish et al., 2007; Givnish et al., 2011). Nessa nova proposta,

foram descritas quatro novas subfamilias e ratificada uma subfamilia descrita anteriormente
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Figura 1. Filogenia das monocotiled6neas, mostrando Poales e os diferentes grupos dentro da ordem, a partir
de Givnish et al. (2010).

(Givnish et al., 2007) a partir da identificacdo de Pitcairnioideae como grupo parafilético,
conforme ja havia sido detectado em outros estudos (Terry & Brown, 1996; Terry et al. 1997;

Horres et al., 2000). Essa classificacdo tornou-se natural, pois as subfamilias reconhecidas séo



monofiléticas. Brocchinioideae esta posicionada como grupo-irméo das demais subfamilias,

assim como apontavam estudos filogenéticos anteriores, e Bromelioideae é apresentada como

a subfamilia que divergiu mais tarde.
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Figura 2. Filogenia de Bromeliaceae, com suas oito subfamilias, a partir de Givnish et al. (2011).

Embora a origem monofilética da familia tenha sido confirmada (Horres et al., 2000;

Barfuss et al., 2005) e as relacdes filogenéticas entre as subfamilias estejam mais claras




(Givnish et al., 2007; Givnish et al., 2011), as circunscri¢des dos géneros e a delimitacdo
taxonémica das espécies ainda necessitam de esforcos para o seu esclarecimento. As relagdes
inter- e infragenéricas na subfamilia Bromelioideae sdo as menos conhecidas dentro da
familia (Benzing, 2000). Faria et al. (2004) afirmaram que Aechmea, Hohenbergia,
Streptocalyx e Quesnelia sdo parafiléticos ou polifiléticos, assim como a maioria dos
subgéneros de Aechmea. Na filogenia de Schulte et al. (2009), essas relacGes tornam-se mais
resolvidas e demonstram 0 conceito genérico altamente problematico de Aechmea e
Quesnelia, como grupos polifiléticos, assim como observado por Almeida et al. (2009). Sass
& Specht (2010), em seu estudo filogenético das “core Bromelioids” baseado em 150
espécies, demonstraram que a maioria dos géneros nao sao monofiléticos, entre eles Aechmea
e Quesnelia. A partir das nove espécies de Billbergia, um grupo composto por sete espécies é

fortemente suportado como monofilético, ao contrario dos seus subgéneros.

Morfologia e Anatomia Reprodutiva em Bromeliaceae

Ao longo do tempo, a literatura referente a morfologia e anatomia de Bromeliaceae
esteve mais concentrada em descriches acerca dos seus Orgaos vegetativos, sobretudo as
folhas, partindo de obras abrangentes e classicas, como Tomlinson (1969) e Robinson (1969),
até artigos mais recentes (Braga, 1977; Strehl, 1983; Varadarajan & Gilmartin, 1987; Pita &
Menezes, 2002; Arruda & Costa, 2003; Aoyama & Sajo, 2003; Segecin & Scatena, 2004;
Proenca & Sajo, 2004; Sousa et al., 2005; Scatena & Segecin, 2005; Mantovani & Iglesias,
2005; Proenga & Sajo, 2007; Proenca & Sajo, 2008; Dettke & Millaneze-Gutierre, 2008). Os
estudos referentes a morfologia e anatomia reprodutiva da familia sdo menos freglientes e
agregam, em sua maioria, dados morfolégicos sobre o estigma e os grdos de pdlen, como

pode ser verificado a seguir.



Os estudos de anatomia floral s&o raros em Bromeliaceae e estdo centrados na
caracterizacdo dos nectarios septais e da vascularizacéo floral (Kulkarni & Pai, 1982; Sajo et
al., 2004a). Desse modo, nédo existe um detalhamento dos diferentes verticilos florais em nivel
histologico nesses estudos. Ja a estrutura estigmatica de representantes da familia foi
investigada mais extensivamente, porém caracterizada apenas em sua morfologia (Brown &
Gilmartin, 1984, 1988, 1989; Varadarajan & Brown, 1988; Heslop-Harrison & Shivanna,
1977; Tardivo & Rodrigues, 1998; Vervaeke et al. 2003), sendo classificada em cinco
categorias conforme Brown & Gilmartin (1989): simples-ereto, cupulado, espiral-
conduplicado, lamina-convoluta e coraliforme. Segundo o classico estudo de Heslop-Harrison
& Shivanna (1977), que caracterizaram a superficie estigmatica de cerca de 1000 espécies
pertencentes a 250 familias de angiospermas, o estigma de Bromeliaceae é classificado como
seco com papilas multisseriadas ou umido com papilas, dependendo do género. Sajo et al.
(2004b), estudando o desenvolvimento do rudimento seminal em algumas espécies da familia,
citaram a presenca de obturador na regido da placenta, porém ndo realizaram nenhum tipo de
descricdo. A anatomia do ovario e obturador, em continuidade ao desenvolvimento do fruto,
foi abordada para seis representantes da familia por Fagundes & Mariath (2010), com a
indicacdo de numerosos caracteres importantes para a taxonomia da familia, inclusive a
morfologia do obturador. Em contraponto aos aspectos mencionados, a estrutura anatdmica
dos tecidos do estigma e do estilete € desconhecida para Bromeliaceae.

A morfologia polinica vem sendo investigada com freqiiéncia nessa familia, o que
resultou na constatacdo de uma ampla diversidade de formas polinicas, com a presenca de
grdos de podlen sulcados, porados e inaperturados, incluindo subtipos (Ehler & Schill, 1973;
Erdtman & Praglowski, 1974; Wanderley & Melhem, 1991; Halbritter, 1992; Sousa et al.,
1997; Halbritter & Till, 1998; Forzza & Wanderley, 1998; Tardivo & Rodrigues, 1998;

Vervaeke et al., 2003; Souza et al., 2004; Moreira et al., 2005; Moreira, 2007).



A embriologia de Bromeliaceae tem sido alvo de um nudmero considerdvel de
investigacOes, principalmente nos altimos anos (Billings, 1904; Lakshmanan,1967; Wee &
Rao, 1974; Rao & Wee, 1979; Sajo et al., 2004b; Sajo et al., 2005; Conceicao et al., 2007,
Sartori, 2008; Mendes et al., 2010; Mendes, 2012; Mendes et al., 2012; Spat, 2012). Outros
tipos de estudos ainda complementam os dados embrioldgicos para a familia, como Palaci et
al. (2004) e Papini et al. (2011). No total, sdo conhecidas 31 espécies para a familia cujo
desenvolvimento embrioldgico foi averiguado, parcial- ou completamente. Dentre os estudos
mencionados, 0os que incluem aspectos da ontogenia do rudimento seminal sdo: Billings
(1904), Lakshmanan (1967), Wee & Rao (1974), Rao & Wee (1979), Palaci et al. (2004),
Sajo et al. (2004b), Conceicao et al. (2007), Sartori (2008), Papini et al. (2011), Mendes
(2012) e Spat (2012). Entretanto, a maioria desses estudos ndo sdo detalhados ou descrevem
apenas uma parte do desenvolvimento do rudimento seminal. Com relagdo ao género
Billbergia, ndo existem referéncias sobre a sua embriologia.

Estudos anatémicos de fruto sdo escassos na familia (Okimoto, 1948; Morra et al.,
2002; Fagundes & Mariath, 2010; Silva, 2011), porém foram suficientes para destacar a sua
importancia taxonémica, com a constatacdo de caracteres distintivos de subfamilias, géneros e
espécies, conforme Fagundes & Mariath (2010) e Silva (2011). No que se refere a semente, 0s
estudos estruturais sdo mais freqlientes e, de modo similar, evidenciam caracteres potenciais
para a delimitacdo de taxons (Gatin, 1911; Szidat, 1922; Downs, 1974; Rao & Wee, 1979;
Gross, 1988; Varadarajan & Gilmartin, 1988; Morra et al., 2002; Palaci et al., 2004; Scatena
et al., 2006; Strehl & Beheregaray, 2006; Pereira et al., 2008; Silva & Scatena, 2011,

Magalhédes & Mariath, 2012).
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Gineceu

As plantas com flores desenvolvem seus rudimentos seminais no interior de estruturas
laminares, no minimo, parcialmente fechadas — os carpelos, uma caracteristica que da origem
ao nome formal do grupo (angiosperma = “semente coberta”) (Specht & Bartlett, 2009). O
conjunto de carpelos compde o gineceu, que é diferenciado em trés porcdes: 0 estigma, 0O
estilete e 0 ovario. Desse modo, o gineceu abrange a formacéo de esporos e dos gametofitos
femininos no seu interior (Johri, 1984).

Além disso, o0 gineceu é uma estrutura especializada para as interacdes com o
gametdfito masculino durante a reproducdo sexuada, oferecendo suporte a germinacdo dos
grdos de pdlen, ao crescimento dos tubos polinicos e ao processo de fecundacdo (Herrero &
Hormaza, 1996). A presenca de secrecdo, tanto nos estigmas Umidos quanto nos estigmas
secos, € o principal requisito para a germinacao do pdlen, que ocorre de maneira autotrofica a
partir das reservas do grdo de pdlen, enquanto o crescimento dos tubos polinicos é
heterotrofico, as expensas das reservas estilares (Herrero e Hormaza, 1996; Heslop-Harrison,
2000; Herrero, 2000). Com base em sua morfologia, o estilete pode ser classificado como
solido, semi-sélido ou oco. Nos estiletes ocos, comuns em monocotiledéneas, como Lilium,
os tubos polinicos crescem por um canal repleto de secrecdo, ao longo do tecido transmissor
(Sanchez et al., 2004). Essa secrecdo, que preenche a matriz extracelular do tecido
transmissor, auxilia na nutricdo dos tubos polinicos e pode incluir aclcares livres,
polissacarideos, glicoproteinas, proteoglicanas e lipidios (Cheung, 1996; Erbar, 2003). O
periodo entre a polinizacdo e a fecundagdo, onde ocorrem essas interagcdes polen-pistilo, é
denominado fase progadmica (Herrero & Hormaza, 1996).

Com esse delineamento investigativo, poucos trabalhos foram realizados com enfoque

na por¢do ovariana do gineceu, os quais indicam que pode haver uma forte interagdo polen-
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pistilo nessa regido (Herrero, 2000). Geralmente, ndo existe um tecido transmissor no interior
do ovario e, portanto, os tubos polinicos crescem aleatoriamente até contatar os rudimentos
seminais (Stosser, 1986; Herrero, 2000). Entretanto, diversos taxons, especialmente em
membros das familias Euphorbiaceae, Rosaceae e Liliaceae, apresentam um tecido
transmissor denominado obturador, que abarca uma grande variacdo em sua origem,
morfologia, anatomia e desenvolvimento (Tilton & Horner, 1980). Até o atual momento,
pouco se conhece sobre a sua funcao (Herrero, 2000).

No que se refere a funcionalidade do gineceu em rela¢do ao crescimento dos tubos
polinicos, além da nutricdo, propde-se que o gineceu também forneca sinais quimicos para a
orientacdo dos tubos polinicos (Lush et al., 2000; Lord, 2003). Chao (1971, 1977, 1979),
estudando espécies de Paspalum (Poaceae), mostrou que uma substancia mucilaginosa
conspicua, composta principalmente por um polissacarideo, preenche os espacos entre as
células do tecido nucelar proximo a micropila e também o canal micropilar e concluiu que
essa substancia atrai os tubos polinicos e fornece nutrientes. Em Nicotiana tabacum, a
proteoglicana TTS, purificada a partir do tecido transmissor, foi demonstrada como uma
substancia que atrai e estimula o crescimento dos tubos polinicos (Cheung et al., 1995; Wu et
al., 1995). Ademais, a proposta de que as sinérgides sdo fonte de um atrativo para o tubo
polinico em Torenia fournieri (Scrophulariaceae) foi confirmada por Higashiyama et al.
(2001). Um papel na atracdo do tubo polinico também foi atribuido ao GABA (acido v-
aminobutirico) em Arabidopsis, visto que essa molécula forma um gradiente no gineceu com
a maior concentracdo no tegumento interno do rudimento seminal (Palanivelu et al., 2003).
Em Zea mays, identificou-se recentemente uma proteina, denominada ZmEA1L, expressa de
forma exclusiva no aparelho oosférico e que contribui para a atragdo do tubo polinico (Martén

et al., 2005).
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Alguns estudos indicam que moléculas como proteinas e glicoproteinas, ao longo do
gineceu, induzem o quimiotropismo dos tubos polinicos, como em Lilium longiflorum (Kim et
al., 2003) e Torenia fournieri (Okuda et al., 2009). Ha muito tempo existe a hipotese de que
os tubos polinicos sdo orientados através de um gradiente quimico no gineceu, contudo
algumas investigacGes comparativas dos mecanismos quimicos de orientacdo em diferentes
células evidenciaram um problema principal nos modelos de orienta¢do dos tubos polinicos,
que € a distancia proposta para essa orientacao. Nessa nova perspectiva, concluiu-se que esses
modelos sdo invalidos ou que os tubos polinicos séo estruturas responsivas de modo singular
na natureza, havendo necessidade de pesquisas mais avangadas sobre esse assunto (Lush,
1999). Independentemente da existéncia de um gradiente quimiotrépico, o conjunto de
informacBes agregadas acerca das interacdes poélen-pistilo sugerem a presenca de sinais
quimicos ao longo do gineceu que auxiliam na conducdo dos tubos polinicos até o seu

destino.

Rudimento seminal

Apesar de sua estrutura basica relativamente estavel, os rudimentos seminais
alcancaram uma ampla diversidade de formas em angiospermas. Os principais aspectos
relacionados a variabilidade morfol6gica sdo os seguintes: tamanho do rudimento seminal,
grau de curvatura, espessura do nucelo, nimero de tegumentos e sua espessura, formacédo da
micropila, comprimento do funiculo, grau de vascularizagdo, além de inUmeros aspectos
histoldgicos (Endress, 2011).

Os estudos embrioldgicos, de modo geral, sdo enfatizados como Uteis para o estudo da
sistematica vegetal, havendo a especificagdo de diversos caracteres para cada estrutura

reprodutiva (Herr, 1984; Tobe, 1989). De acordo com Herr (1984), entre os varios tipos de
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investigacdo embrioldgica, aquelas direcionadas ao gametofito feminino possivelmente
apresentam o maior valor para fins taxonémicos.

Recentemente, estudos taxonémicos com foco na morfologia e anatomia do rudimento
seminal tém detectado caracteres importantes para a delimitacdo de géneros e subfamilias,
levantando hipoteses evolutivas que corroboram ou ndo as filogenias atuais, a exemplo das
familias Ranunculaceae (Wang & Ren, 2007), Lentibulariaceae (Plachno & Swiatek, 2009) e
Rubiaceae (Mariath & Cocucci, 1997; De Toni & Mariath, 2008, 2010). Além disso, estudos
embrioldgicos do rudimento seminal, aliados as filogenias mais recentes, vém modificando
hipdteses de ancestralidade em angiospermas que perduraram por mais de um século, através
da descoberta de novos arranjos celulares formando o gametéfito feminino, como os tipos
Amborella e Nuphar/Schisandra, diferentes de Polygonum, o tipo mais comum e considerado
até entdo como o gametdfito feminino ancestral das plantas com flores (Friedman & Ryerson,
2009).

Além da importancia do rudimento seminal para a compreensdo da taxonomia e
filogenia das plantas com sementes, é fundamental ressaltar que qualquer abordagem para a
conservacdo deve estar baseada em estudos aprofundados da biologia reprodutiva das
espécies. Assim, 0s processos de desenvolvimento dos gametas, polinizagdo,
desenvolvimento do endosperma e do embrido e outras caracteristicas reprodutivas podem
fornecer informacgdes importantes sobre as restricdes reprodutivas das plantas. Embora a
fragmentacdo dos ambientes e a exploracdo demasiada de seus recursos sejam fatores notaveis
para o risco de extincdo das espécies, as falhas dos processos reprodutivos, em face as
modificacfes ambientais, sdo com freqiiéncia a principal razdo para a perda de espécies

(Moza & Bhatnagar, 2007).
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Imunolocalizacéo

A técnica de imunolocalizacgdo € utilizada para a identificacdo da composicao quimica
dos tecidos e células, de modo que moléculas-alvo séo detectadas por anticorpos, 0s quais séo
obtidos a partir de ratos ou camundongos (Knox, 1997). A utilizacdo de anticorpos
monoclonais é uma das abordagens mais diretas para a compreensdo da arquitetura molecular
da parede celular e tem contribuido para a deteccdo de marcadores de estadios de
desenvolvimento e para a percepcdo de sinais derivados da parede celular (Willats et al.,
2000).

As paredes celulares ricas em celulose, uma das caracteristicas que definem as plantas,
sdo de fundamental importancia para o normal crescimento e desenvolvimento vegetal
(Popper, 2008). A complexidade estrutural dos polimeros de parede celular, aliada a
existéncia de grandes familias de genes envolvidas na sintese e modificacdo desses
componentes, resulta em uma ampla diversidade de configuracdes macromoleculares de
parede celular no contexto de tecidos e 6rgéos e entre as diferentes espécies (Knox, 2008). De
acordo com Pennell (1998), as interacdes célula-célula podem ser determinadas pelas paredes
celulares.

As pectinas constituem a familia de polissacarideos mais complexa estruturalmente,
compondo cerca de 35% das paredes celulares primarias na maioria das angiospermas, 2-10%
das paredes celulares priméarias em gramineas e outras monocotiledéneas comelinideas e até
5% das paredes celulares em tecidos lignificados (Mohnen, 2008). Sdo constituidas por trés
polissacarideos pécticos principais, 0s homogalacturonanos (HG), os ramnogalacturonanos |
(RGI) e os ramnogalacturonanos 1l (RGII), todos com a presenca de &cido galacturénico em
sua composicdo (Ridley et al., 2001; Willats et al., 2006; Caffall & Mohnen, 2009). As

pectinas sdo extremamente hidrofilicas, formando géis que variam o seu grau de fluidez de
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acordo com determinados fatores, como a temperatura, pH, tipo de polissacarideo, grau de
metil-esterificacdo e grau de acetilacdo (Willats et al., 2006). Multiplas linhas de evidéncias
indicam um papel para as pectinas no crescimento, desenvolvimento e morfogénese vegetal,
defesa contra patogenos, estrutura e porosidade da parede celular, adeséo celular, sinalizacédo
celular, expansao celular, crescimento do tubo polinico, hidratagdo da semente, abscisdo de
folhas e desenvolvimento do fruto (Mohnen, 2008). Um papel na sinalizacdo celular também
¢ atribuido as pectinas através da atividade dos oligogalacturonideos, liberados pela
fragmentacdo de HGs (Ridley et al., 2001; Mohnen, 2008).

Ja as proteinas arabinogalactanos (AGPs) sdao macromoléculas pertencentes a classe
das glicoproteinas ricas em hidroxiprolina (HRGPs) e sdo caracterizadas por uma alta
proporcdo de carboidratos, dos quais arabinose e galactose sdo 0s monossacarideos
predominantes (Fincher et al., 1983; Showalter, 1993; Showalter, 2001; Seifert & Roberts,
2007). Estudos histoldgicos, citoldgicos e bioquimicos tém demonstrado que estas moléculas,
encontradas na superficie celular, estdo envolvidas em fun¢Bes como comunicacdo e
reconhecimento célula-célula, adesdo célula-matriz e célula-célula e interacdo da célula com o
ambiente (Pennell et al., 1991; Showalter, 1993; Cheung & Wu, 1999; Majewska-Sawka &
Nothnagel, 2000). Estudos descritivos e experimentais implicam as AGPs em muitos
processos biolégicos de proliferacdo e sobrevivéncia celular, formacdo de padrdes
morfoldgicos, crescimento e de interacdes das plantas com microorganismos (Seifert &
Roberts, 2007).

No estudo da embriologia vegetal, a imunolocalizagdo tem sido utilizada
principalmente para a caracterizagdo do grdo de pdlen, o gametofito masculino, cuja estrutura
da parede celular ja revelou a presenca de diferentes pectinas, hemiceluloses e AGPs, em
estudos como os de Anderson et al. (1987), Pennell et al. (1991), Van Aelst & Van Went

(1992), Li et al. (1994), Li et al. (1995), Jauh & Lord (1996), Abreu & Oliveira (2004),
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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). No que se refere ao rudimento seminal e gametofito
feminino, esses estudos sdo mais raros e, além disso, sdo focados principalmente na detecgédo
de AGPs em especies de eudicotiledéneas (Pennell et al., 1991; Coimbra & Salema, 1997;
Coimbra & Duarte, 2003; Chudzik et al., 2005; Coimbra et al., 2007; Chudzik et al., 2010;
Costa et al., 2013). Um desses estudos foi conduzido em Amaranthus hypocondriacus L. e
identificou a marcacdo de AGPs no tecido nucelar entre a micropila e o ginofito,
demonstrando que esta regido é estrutural- e funcionalmente especializada para a entrada do
tubo polinico (Coimbra & Salema, 1997). Coimbra & Salema (1997) e Costa et al. (2013)
enfatizaram que séo necessarias futuras investigacbes com uma gama de espécies, a fim de se
comprovar a abrangéncia desse fenémeno durante a reproducdo sexual de angiospermas, e

compreender a diversidade e funcionalidade das moléculas envolvidas nesse processo.

Espécie estudada - Billbergia nutans H. Wendl. ex Regel

Billbergia Thunberg é um género ornamental, com 63 espécies conhecidas, as quais
estdo distribuidas desde o México até Argentina e Brasil (Luther, 2008). No Rio Grande do
Sul, existem trés espécies: Billbergia distachia, B. nutans e B. zebrina (Haussen, 1992). O
género esta dividido em dois subgéneros, Billbergia e Helicodea, diferenciados por caracteres
como a textura da inflorescéncia, a posicdo das pétalas na antese e a morfologia da exina dos
grdos de pélen (Gaiotto, 2005).

Billbergia nutans H. Wendl. ex Regel (Fig. 3) é uma espécie da Mata Atlantica
(Martinelli et al., 2008), que esta distribuida geograficamente nas regides sul e sudeste do
Brasil, Uruguai, Paraguai e norte da Argentina (Smith & Downs, 1979; Martinelli et al., 2008;

Versieux et al., 2008), sendo conhecida na regido sul do Brasil como “gravata-de-brinco”
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(Reitz, 1983). E uma espécie ornamental, comercializada no Brasil e no exterior, e conhecida
internacionalmente como “queen’s tears” (“lagrimas-de-rainha”). Segundo Holmes (1966),
essa espécie é extremamente resistente ao frio. Sua floracéo ocorre no periodo de inverno, nos
meses de julho e agosto (Reitz, 1983), e a polinizacao é realizada por beija-flores (Favreto et
al., 2010). Dessa forma, constitui uma fonte importante de alimento para 0s seus
polinizadores durante o periodo de baixas temperaturas.

Benzing (2000) aponta essa espécie como auto-incompativel, porém ndo demonstra as
bases experimentais para essa afirmativa. A sua suposta auto-incompatibilidade é um fator
gue ndo contribui para a regeneracdo da espécie em locais de populacBes reduzidas e que,
além disso, torna a reproducdo sexuada da espécie dependente dos seus agentes polinizadores.
Ainda com relacdo a conservacao da espécie, sabe-se que uma de suas trés variedades (var.
schimperiana (Wittmack) Baker) esta ameacada de extin¢do nos estados do Rio Grande do
Sul e Santa Catarina, estando enquadrada, respectivamente, na categoria “vulneravel” (Rio

Grande do Sul, 2003) e na categoria “em perigo” (Klein, 1990).

Figura 3. Morfologia de Billbergia nutans. A. Aspecto geral da planta, com inflorescéncias. B. Inflorescéncia

jovem, no interior da roseta. C. Flor aberta. Barras: 5cm (A); 1cm (B-C).
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Objetivos

Obijetivos gerais

- Registrar dados ineditos sobre a anatomia do gineceu em Bromeliaceae;

- Apresentar um estudo embriolégico para Billbergia, um género ainda nao
averiguado, e contribuir para o conhecimento da embriologia da familia Bromeliaceae;

- Verificar a presenca de limitacbes ou vantagens reprodutivas no desenvolvimento
embrioldgico da espécie em questao;

- Ampliar o conhecimento sobre os componentes de paredes de células do rudimento
seminal e do obturador em angiospermas, com a analise de um representante do grupo das
comelinideas;

- Expandir o conhecimento sobre as modificacBes estruturais e quimicas que ocorrem

no gineceu em preparacdo para os eventos de polinizacdo e fecundacdo em angiospermas.

Obijetivos especificos

- Caracterizar a anatomia e histoquimica do gineceu em desenvolvimento em
Billbergia nutans, antes e durante a fase progamica;

- Descrever a ontogenia do rudimento seminal em B. nutans, incluindo a
ginosporogénese e a ginogametogénese;

- Identificar as pectinas e AGPs presentes no rudimento seminal e obturador de B.

nutans, antes e apds a fecundagdo, através de imunolocalizacao.
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CAPITULO I

Desenvolvimento do estigma, estilete e obturador em Billbergia nutans (Bromeliaceae),

com destaque para as modificacOes histologicas antes e durante a fase progamica
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Resumo

O gineceu é especializado para os eventos que ocorrem durante a fase progamica. Em
Bromeliaceae, os verticilos florais sdo raramente detalhados em nivel histoldgico, sendo
desconhecida a estrutura anatbmica do estigma e do estilete. Este estudo visa descrever o
gineceu em desenvolvimento de B. nutans, a fim de conhecer sua anatomia em Bromeliaceae
e agregar informacGes sobre as modificacdes do gineceu durante a fase progamica em
angiospermas. A arquitetura do estigma espiral-conduplicado resulta da auséncia de fuséo
entre os carpelos, do alongamento e torcao dos lobos estigmaticos, e da formacéo de tricomas
nas margens dos lobos. Detectou-se a existéncia de um meristema marginal na porcéao
estigmatica dos carpelos. A superficie do estigma e estilete possui células epidérmicas
alongadas, com quatro projecGes alinhadas em cada célula e estrias dispostas radialmente
sobre cada projecdo. Os tricomas estigmaticos sao multicelulares, unisseriados e ramificados e
produzem secrecdo abundante, armazenada no interior da parede periclinal externa na porcéao
apical do tricoma. O estilete é trilobado, oco e unilocular, com canal estilar triradiado. O
tecido transmissor e o obturador apresentam caracteristicas em comum, como a origem
dérmica e a formacdo de paredes celulares labirinticas na face periclinal externa das células.
Essas paredes labirinticas caracterizam tais tecidos como constituidos por células de
transferéncia. Com base em testes histoquimicos, os tecidos secretores mencionados
produzem secrecdo polissacaridica. Observou-se uma dinamica de amido associada a
producdo de secrecdo no gineceu, regulada pelo desenvolvimento. Esse amido é
provavelmente utilizado para a producéo de secrecdo, com o auxilio dos campos primarios de
pontoacdo para o transporte de moléculas. S&o registrados dados inéditos para Bromeliaceae.
Comparativamente, sdo mostradas diferencas e semelhangas no contexto de Poales,
monocotileddneas e angiospermas.

Palavras-chave: anatomia, desenvolvimento, gineceu, obturador, tecido transmissor.
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Introducéo

Na reproducdo sexuada das plantas com flores, o gineceu é uma estrutura
especializada para os eventos que ocorrem durante a fase progamica, da polinizagdo a
fecundacédo, de modo que qualquer falha no processo reprodutivo induz o colapso da cadeia
de eventos, resultando na auséncia de producdo de sementes (Herrero & Hormaza, 1996). As
modificacdes no desenvolvimento das diferentes estruturas do gineceu parecem desempenhar
um papel fundamental no condicionamento dos tubos polinicos, quanto ao seu
comportamento e orientacdo (Herrero, 2000). O tecido transmissor auxilia na nutricdo e
orientacdo dos tubos polinicos, através de uma matriz extracelular rica em acuUcares livres,
polissacarideos, glicoproteinas e lipidios (Cheung, 1996; Erbar, 2003). Em Nicotiana
tabacum, constatou-se que uma glicoproteina especifica do tecido transmissor (TTS) atrai 0s
tubos polinicos e estimula o seu crescimento, com uma funcdo nutricional observada pela
incorporacdo dessa glicoproteina pelos tubos polinicos e sua posterior deglicosilacdo (Cheung
et al., 1995; Wu et al., 1995). As particularidades do gineceu em preparacdo aos eventos de
polinizacdo e fecundacdo sdo importantes para a compreensdo do modo de reproducdo da
espécie, bem como para a ampliacdo do conhecimento das estratégias reprodutivas em
angiospermas.

Bromeliaceae € uma familia com distribuicdo tipicamente neotropical (Smith &
Downs, 1974), que inclui cerca de 3172 espécies distribuidas em 58 géneros (Luther, 2008).
Atualmente, as relacOes infrafamiliares de Bromeliaceae apresentam-se mais claras, com o
estabelecimento de oito subfamilias monofiléticas (Givnish et al., 2007, 2011). Essa familia
estd inserida na ordem Poales, como grupo-irmdo das demais familias, e juntamente com

Typhaceae e Rapateaceae forma o grado basal da ordem (Givnish et al., 2010).
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Bromelioideae ¢é a subfamilia que divergiu mais tarde no contexto evolutivo da familia
(Givnish et al., 2007, 2011), e agrega caracteres distintos das outras subfamilias, como a
presenca de flores epiginas, frutos carnosos multiplos ou simples do tipo baga e sementes
nuas ou com apéndices gelatinosos (Smith & Downs, 1979). Billbergia nutans H. Wendl. ex
Regel (Bromelioideae) € uma espécie ornamental, comercializada no Brasil e no exterior, que
esta distribuida geograficamente nas regides sul e sudeste do Brasil, Uruguai, Paraguai e norte
da Argentina (Smith & Downs, 1979; Martinelli et al., 2008; Versieux et al., 2008). Seu
florescimento ocorre no inverno (Mastalerz, 1957; Reitz, 1983) e constitui uma fonte
importante de alimento para beija-flores polinizadores durante o periodo de baixas
temperaturas (Favretto et al., 2010).

Estudos de anatomia floral sdo raros em Bromeliaceae e estdo centrados em tematicas
como a vascularizacao floral e a morfologia dos nectarios septais (Kulkarni & Pai, 1982; Sajo
et al., 2004), de modo que ndo detalham as estruturas florais em nivel histoldgico. A anatomia
do ovéario, em continuidade ao desenvolvimento do fruto, foi detalhada para seis
representantes da familia, inclusive B. nutans, por Fagundes & Mariath (2010). Entretanto, a
estrutura anatébmica dos tecidos do estigma e do estilete é ainda desconhecida para
Bromeliaceae, com a existéncia de apenas dados morfologicos da superficie estigmatica
(Brown & Gilmartin, 1984, 1988, 1989; Heslop-Harrison & Shivanna, 1977; Varadarajan &
Brown, 1988; Tardivo & Rodrigues, 1998; Vervaeke et al., 2003). Segundo Brown &
Gilmartin (1984), a caracterizacdo morfoldgica dos verticilos florais, incluindo os estigmas, é
um dos requisitos para a compreensdo da biologia de polinizacdo dentro da familia. Nesse
sentido, a descricdo anatdbmica pode indicar alguma correspondéncia com as categorias
morfolégicas do estigma e proporcionar fundamentos para a compreensdo da evolucao dessas

estruturas em relagcdo aos processos de polinizacgao e fecundacao.
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Esse estudo tem como objetivo caracterizar a morfologia, anatomia e histoquimica do
gineceu — estigma, estilete e obturador — em desenvolvimento de Billbergia nutans, antes e
durante a fase progamica, a fim de conhecer a estrutura e composi¢do quimica dos tecidos do
gineceu em Bromeliaceae e agregar informacdes sobre as modificacdes estruturais e quimicas
do gineceu em preparacao aos eventos de polinizacdo e fecundacdo, em busca de uma melhor

compreensdo das estratégias reprodutivas em angiospermas.

Material e métodos

Material botanico

O material botanico é proveniente de sete individuos de diferentes populacdes de
Billbergia nutans. Esse material foi obtido na colecdo viva de Bromeliaceae do Jardim
Botanico de Porto Alegre, sob a numeracédo de registro BROM 00073, BROM 00106, BROM
00596, BROM 00720, BROM 00739, e em municipios do Rio Grande do Sul, Brasil, sendo
mantido em cole¢do viva do Laboratério de Anatomia Vegetal, com as exsicatas depositadas
no Herbario ICN sob a numeracdo de registro ICN 190645 e ICN 190646, ambos da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

Flores em diversos estadios de desenvolvimento, desde botdes florais jovens até flores
em pos-antese, foram coletadas e dissecadas. Para evitar que as interacfes entre o gametdéfito
masculino e o gineceu fossem afetadas por restricbes decorrentes do sistema reprodutivo, as
analises do desenvolvimento durante a fase progamica foram realizadas com base na
polinizagdo cruzada manual das flores. Desse modo, foi realizada emasculacdo e ensacamento
de algumas flores, com posterior polinizagdo manual ou auséncia da mesma. As amostras
foram fixadas em glutaraldeido 1% e formaldeido 4% em tampéo fosfato de sédio 0,1M, pH

7,2 (McDowell & Trump, 1976).
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Preparacdo para Microscopia de Luz

Para a preparacdo das se¢des histologicos, as amostras foram lavadas em tampao
fosfato de sddio 0,1M, pH 7,2 (Gabriel, 1982), desidratadas em seérie etilica ascendente (10%-
100%), com etapas de etanol:cloroférmio ao final (3:1, 1:1, 1:3, 1:1, 3:1), e incluidas em
resina hidroxietilmetacrilato (Gerrits & Smid, 1983). As seces, com 4um de espessura,
foram confeccionadas em micrétomo de rotacdo Zeiss, Microm HM 340 E, e coradas com
Azul de Toluidina O 0,05%, pH 4,4 (Feder & O’Brien, 1968), como corante de rotina para o
estudo. Para as se¢Oes transversais, utilizou-se a por¢cdo mediana do ovario, as por¢des basal,
mediana e apical do estilete e o estigma inteiro. O material fresco também foi utilizado para as
analises.

Testes histoquimicos e respectivos controles foram realizados ao longo do
desenvolvimento, listados a seguir: Lugol para amido (Johansen, 1940), Acido Periddico/
Reagente de Schiff (PAS) para polissacarideos (Feder & O’Brien, 1968), Vermelho de
Ruténio para pectinas (Johansen, 1940), Azul de Alcido 8GX para mucopolissacarideos
acidos (Lillie, 1965), Sudan Il para lipidios (Sass, 1951), Sudan Black B para lipidios
(Jensen, 1962), Xilidine Ponceau para proteinas totais (O’Brien & McCully, 1981), Acido
Cloridrico 10% para oxalato de calcio (Chamberlain, 1932), em campo claro; e Calcofluor
White para celulose (Hughes & McCully, 1975), sob fluorescéncia. Para o controle de
deteccdo de pectinas, utilizou-se a enzima pectinase 20% (Guerra & Souza, 2002), com
posterior coloragdo com Vermelho de Ruténio e Azul de Alcido 8GX.

As analises e fotomicrografias foram realizadas sob microscopia Optica de campo
claro ou de epifluorescéncia com filtro de excitacdo de 340-380nm. Para isso, utilizou-se um
microscopio Leica DMR, com camera fotogréafica digital Leica DFC 500 acoplada e programa
de captura de imagens Leica Application Suite — LAS, versdo 3.8 e 4.1, com a aplicacdo do

maodulo Montage em alguns casos.



39

Preparacdo para Microscopia Eletrénica de Varredura

O material fixado foi desidratado em série ascendente de acetona (10%-100%) e
submetido a secagem pelo método do ponto critico (Gersterberger & Leins, 1978) com 0 uso
do equipamento Balzers, CPD 030. Apds, as amostras foram montadas em suportes de
aluminio e recobertas com ouro no aparelho metalizador Balzers, SCD 050. As observacdes e

o registro eletromicrografico foram realizados em microscopio JEOL 6060, sob 10kV.

Resultados

Estigma

O gineceu de B. nutans é tricarpelar. Ao longo do desenvolvimento do estigma, nao
ocorre fusdo nas margens de cada um dos carpelos, nem entre os carpelos, 0s quais se
desenvolvem separados, constituindo lobos (Fig. 1a-d). Em botGes florais com 0,16cm de
comprimento, quando o ovério estd em fase de fechamento dos carpelos e as anteras
indiferenciadas com relacdo a sua porcao fértil, os lobos estigmaticos apresentam um processo
inicial de torcdo (Fig. 1la, b). Além disso, sdo observadas divisdes celulares periclinais na
camada subdérmica das margens carpelares (Fig. 1b). Em botbes florais com 0,45cm de
comprimento, em estadio de formacdo da placenta no ovario e de tecido esporogénico na
antera, observa-se uma maior diferenciacdo dos tecidos no estigma e um grau mais avancado
de torcdo dos lobos estigmaticos (Fig. 1c, d). As margens carpelares possuem caracteristicas
celulares distintas das demais regifes do carpelo, pois incluem células subdérmicas diminutas
com citoplasma mais denso, que apresentam multiplicacdo celular por meio de divisdes
periclinais (Fig. 1d-e), acompanhada pela camada dérmica. As células derivadas dessas
iniciais subdérmicas dividem-se em planos variados. Na camada dérmica da margem carpelar,

sdo identificadas algumas divisdes periclinais, as quais caracterizam o inicio do
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desenvolvimento de tricomas. Em estadios posteriores, as células derivadas da multiplicacdo
celular no mesofilo das margens carpelares se alongam perpendicularmente em relacdo ao
eixo longitudinal carpelar, expandindo as porc¢des laterais dos carpelos e, assim, ocasionando
o alongamento dos lobos estigmaticos (Fig. 1f). Em botdes florais com 1,14cm de
comprimento, que estdo em estadio de inicial arquesporial no primérdio de rudimento seminal
e de célula-mae de andrdésporos na antera, observa-se o desenvolvimento de tricomas nas
margens dos lobos estigmaticos (Fig. 1f e detalhe). Nesse estadio, com os tecidos mais
diferenciados, percebe-se a clara distincdo entre as duas faces epidérmicas, a externa
constituindo a epiderme da superficie estigmatica e a interna formando o tecido transmissor
(Fig. 1f).

O estigma é classificado como do tipo espiral-conduplicado (Fig. 2a), visto que sua
morfologia na maturidade mostra os lobos estigmaticos alongados e espiralados entre si. No
botdo floral proximo de sua abertura, com cerca de 5cm de comprimento, o0 estigma apresenta
seus tricomas totalmente desenvolvidos nas margens carpelares, os quais sdo longos,
multicelulares, unisseriados e ramificados (Fig. 2a-d, h, i). As células epidérmicas, incluindo
os tricomas, possuem paredes periclinais externas espessas e conteudo celular péctico (Fig.
2d). Na superficie estigmatica, cada célula epidérmica possui quatro projecdes de parede
celular alinhadas e estrias dispostas radialmente sobre cada projecdo (Fig. 2e, f). Estrias
também estdo presentes na superficie dos tricomas (Fig. 2h). As células parenquimaticas sdo
alongadas em sentido longitudinal (Fig. 2d), e se tornam menos alongadas em direcdo as
margens carpelares. Na epiderme e no mesofilo, as paredes celulares séo repletas de campos
primarios de pontoacédo (Fig. 2e, g), tanto no estigma quanto no estilete. O tecido transmissor,
gue reveste o canal estilar-estigmatico, é composto por células relativamente pequenas,
retangulares em secdo e com contetdo celular denso (Fig. 2d). Durante o periodo de abertura

da flor, o estigma mostra produgdo abundante de secrecdo polissacaridica pelos tricomas (Fig.
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2J-p). A secrecdo, antes de ser exsudada, é armazenada em bols6es pécticos no interior da
parede periclinal externa, na porcéo apical do tricoma, identificado através da delimitacdo da
parede pecto-celulosica, de constituintes protéicos e da cuticula (Fig. 21-p). Posteriormente, a
secrecdo é exsudada e os tricomas permanecem intactos na superficie estigmatica, com
citoplasma bastante vacuolado e sem a presenca dos compostos pécticos evidenciados no

estadio anterior.

Estilete

Durante o desenvolvimento do estilete, ocorre fusdo entre carpelos adjacentes, porém
as margens de um mesmo carpelo ndo sdo fusionadas (Fig. 3a). Na maturidade, o estilete é
trilobado, oco e unilocular, sendo o canal estilar triradiado (Fig. 3b). Em cada carpelo, existe
um feixe vascular dorsal (Fig. 3b), no estilete e estigma. Em secdo transversal, as células da
epiderme sdo alongadas radialmente (Fig. 3c, d), bem como as células do tecido transmissor,
gue seguem aproximadamente esse mesmo padrdo (Fig. 3e). No mesofilo, as células
parenquimaticas sdo isodiamétricas em secdo transversal, e apresentam um gradiente de
dimensdo, sendo menores na regido em torno do tecido transmissor e do feixe vascular (Fig.
3b, e). Assim como no estigma, a superficie epidérmica do estilete possui projecdes e estrias.
As células epidérmicas possuem contetudo péctico e paredes periclinais externas espessas,
aumentando a quantidade de conteldo e a espessura dessas paredes em direcdo ao apice do
estilete (Fig. 3c, d), em continuidade ao estigma. Todas as células sdo bastante alongadas em
sentido longitudinal, principalmente no mesofilo (Fig. 3f). Nesse sentido, as células do tecido
transmissor sdo alongadas nas por¢des basal e média do estilete (Fig. 3f), tornando-se menos
alongadas na porgéo apical do estilete (Fig. 3g-j) e no estigma (Fig. 2d). Proximo da abertura
das flores, o estilete apresenta o tecido transmissor com citoplasma muito denso (Fig. 3e).

Nesse estadio, observou-se uma secrecdo polissacaridica homogénea preenchendo o canal
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estilar (Fig. 3e). Na flor aberta, as células do tecido transmissor, no estilete e no estigma,
desenvolvem paredes celulares labirinticas de composicdo pecto-celulosica (Fig. 3g-j) e

produzem uma secrecao polissacaridica granulosa (Fig. 3f).

Obturador

O ovério é trilocular, infero, com placentacdo axial e muitos rudimentos seminais por
I6culo (Fig. 4a). Estdo presentes nectarios septais interloculares (Fig. 4a), os quais nao serdo
detalhados neste estudo. Em botdes florais jovens, com primordios de rudimentos seminais
em estadio de inicial arquesporial e anteras em estadio de célula-méde de andrdsporos, as
células epidérmicas da placenta comecam a se diferenciar através de um sutil alongamento
celular e uma modificacdo da face periclinal externa para um formato de domo (Fig. 4b),
formando um obturador que reveste toda a placenta. Ao longo do desenvolvimento, as células
do obturador apresentam-se muito vacuoladas, com vactolos avantajados contendo pectinas
(Fig. 4c). Em botdes florais proximo de sua abertura, as células passam a conter vacutolos
menores e citoplasma mais denso (Fig. 4d). Além disso, desenvolvem paredes celulares
labirinticas conspicuas nas suas faces periclinais externas, de composicdo pecto-celuldsica
(Fig. 4e-i). Nas flores ao final do periodo de abertura, o obturador apresenta-se secretor, com
producdo abundante de exsudato polissacaridico, que adere a superficie do tubo polinico (Fig.

4e, j).

Dinamica de componentes quimicos no gineceu

Idioblastos contendo rafides de oxalato de calcio sdo freglientes nos tecidos do
gineceu, estando presentes no rudimento seminal e no mesofilo do ovario, estilete e estigma
(Fig. 1f). Cristaldides protéicos estdo presentes nas células dos tricomas estigmaticos (Fig. 2h,

1), do tecido transmissor do estilete e estigma e do obturador. A presencga desses componentes
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quimicos, assim como sua localizacéo, foi detectada em todos os estadios analisados, ndo
havendo diminuicdo ou desaparecimento.

A presenca de amido no gineceu segue uma dinamica ao longo do seu
desenvolvimento, associada a producdo de secrecdo. Ao longo do gineceu, do estigma ao
ovario, a quantidade de grdos de amido aumenta nos tecidos até 0 momento de abertura da
flor. Durante o periodo de abertura da flor, observa-se uma dindmica em direcdo a base do
gineceu, com a ocorréncia de amilélise na porcdo apical do gineceu e de amilogénese na sua
porcdo basal. A diminuicdo da quantidade de grdos de amido estd associada com a producéo
de secrecdo pelo tecido transmissor e coincide com a aproximacdo dos graos de pélen ou
tubos polinicos. Esse processo de armazenamento de amido, seguido de sua degradacdo e
producdo de secrecdo ocorre em momentos diferentes nos tecidos de cada uma das por¢oes do
gineceu, primeiramente no estigma, ap6s no estilete e, por ultimo, no ovario. Assim, botdes
florais proximo de sua abertura apresentam grande quantidade de gréos de amido no estigma,
principalmente nas margens dos lobos estigmaticos (Fig. 5a-c). Flores abertas, ap6s a
polinizacdo, com tubos polinicos atravessando o estigma, possuem grdos de amido em
abundancia proximo do tecido transmissor do estigma e do estilete. Ja as flores com tubos
polinicos na base do canal estilar, possuem maior quantidade de grdos de amido em
determinadas porcGes do ovaério, incluindo a regido placentaria e rudimentos seminais (Fig.
5d-f). Essa dindmica esta representada na Fig. 6. Foi possivel identificar que a producdo de
secrecdo pelo tecido transmissor do estilete e estigma e pelo obturador ocorre tanto em flores

polinizadas quanto em flores ndo polinizadas.
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Discussao

Estigma

De acordo com o abrangente estudo de Heslop-Harrison & Shivanna (1977) sobre a
superficie estigmatica em cerca de 1000 espécies de angiospermas, o estigma em Billbergia é
classificado como umido do Grupo 111, com papilas de comprimento pequeno a médio ou com
uma franja marginal composta por papilas longas. A secrecdo abundante evidenciada na
superficie do estigma de B. nutans corrobora sua classificacdo como Umido. Ja a
caracterizacdo anatdmica do estigma no atual estudo revela a presenca de tricomas nas
margens dos lobos estigmaticos, 0 que corresponde a segunda parte da referida classificacao,
todavia nao estd de acordo com a utilizagdo do termo “papila” (FontQuer, 1975) para a
descricdo de estruturas longas e multicelulares, as quais constituem tricomas.

O estigma espiral-conduplicado, demonstrado em B. nutans, € um tipo de estigma
unico entre as monocotileddneas, caracteristico de Bromeliaceae. Em Juncaceae, observou-se
um aspecto espiralado distinto no estigma de botBes florais, em que as trés ramificacdes do
estigma apresentam-se contorcidas e separadas, porém se tornam retilineas na antese da flor
(Oriani et al., 2012). Em Bromeliaceae, o0 estigma espiral-conduplicado é a morfologia mais
comum e ocorre na grande maioria dos representantes da subfamilia Bromelioideae, incluindo
espécies de Billbergia, de acordo com o estudo morfoldgico de Brown & Gilmartin (1989).
Este é o primeiro registro sobre a caracterizacdo anatdmica desse tipo de estigma, assim como
para qualquer categoria de estigma em Bromeliaceae. A andlise anatbmica mostra que a
arquitetura do estigma espiral-conduplicado é resultado de véarios eventos ao longo do
desenvolvimento: a auséncia de fusdo entre os carpelos, entdo denominados lobos; o
alongamento dos lobos, por meio de divisdes periclinais nas margens carpelares seguidas de

alongamento celular; a torcdo dos lobos estigméticos; e a formacdo de tricomas
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multicelulares, unisseriados e ramificados nas margens dos lobos. Como consequiéncia, essa
arquitetura propicia uma area mais extensa para a germinacdo dos gréos de pélen no estigma.
Com relacdo ao desenvolvimento do estigma, o presente estudo demonstra que as
modificagdes iniciais que permitem o alongamento e a espiralizacdo dos lobos estigmaticos
ocorrem em botdes florais muito jovens, paralelamente ao fechamento dos carpelos no ovario.
Essa informacdo esta em acordo com o estudo de Brown & Gilmartin (1988), no qual as
caracteristicas essenciais do estigma espiral-conduplicado manifestam-se logo apds a
organogénese dos carpelos. Entretanto, tais autores mencionam que as modificacbes das
margens estigmaticas ocorrem durante os estadios finais de desenvolvimento do botéo floral,
imediatamente antes da abertura da flor, ao contrario do atual estudo que constatou a
formacdo de tricomas nas margens estigmaticas de botbes florais bastante jovens, com cerca
de 20% do seu comprimento na maturidade.

No ovario, esta bem estabelecido que uma regido meristematica origina a placenta
(Bouman, 1984). Tracando um paralelo entre estigma e ovario em termos de
desenvolvimento, percebe-se neste estudo que a regido no estigma em que ocorre uma
multiplicacdo celular e o surgimento dos tricomas é a mesma regido carpelar no ovario a partir
da qual se desenvolvem a placenta, o obturador e os rudimentos seminais, isto é, as margens
carpelares. Considerando a observacdo de iniciais subdérmicas nas margens carpelares do
estigma, que se multiplicam seguindo um mesmo padrdo de diviséo celular, consideramos que
essas margens possuam o que se denomina de meristema marginal, caracteristico de estruturas
foliares e composto por iniciais marginais e submarginais (Avery, 1933; Foster, 1936;
Maksymowych & Wochok, 1969; Fahn, 1990) e que, portanto, os carpelos apresentam
potencial meristematico em toda a extensdo de suas margens, do ovario ao estigma. Em

Arabidopsis thaliana, o gineceu apresenta uma regido denominada meristema da margem
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carpelar, que origina diversos tecidos, sendo conhecidos pelo menos 86 genes envolvidos em
processos relacionados a essa regido (Reyes-Olalde et al., 2013).

A morfologia estigmatica ja revelou ampla variacdo dentro de Bromeliaceae, com o
estabelecimento de categorias e a provavel existéncia de subtipos morfologicos (Brown &
Gilmartin, 1988, 1989). O estigma € uma estrutura intimamente associada com 0s agentes
polinizadores, na maioria beija-flores no caso de Bromeliaceae (Benzing et al., 2000), de
modo que a arquitetura estigmatica € caracteristica de géneros ou espécies nessa familia
(Brown & Gilmartin, 1989). Embora ndo existam estudos que detalnem aspectos
micromorfoldgicos do estigma em Bromeliaceae, o presente estudo revela caracteres bastante
estaveis na superficie estigmatica de B. nutans, como o formato das células epidérmicas, o
alinhamento e o numero de projecdes em cada célula, a disposicao das estrias e a morfologia
dos tricomas, 0 que evidencia o potencial desse topico para a busca de caracteres Uteis para a
taxonomia da familia.

E importante ressaltar que a superficie estigmatica é especializada morfologicamente
para a interacdo polen-estigma durante a reproducdo sexuada e, assim, pode apresentar
caracteristicas em consonancia com a estrutura polinica, de modo a aumentar a eficiéncia
floral na captacdo e germinacdo dos graos de pdlen (Heslop-Harrison, 2000). Tendo em vista
a diversidade de formas polinicas que existe em Bromeliaceae, sobretudo em Bromelioideae,
com grdos de pdélen sulcados, porados e inaperturados, incluindo a presenca de subtipos
(Erdtman & Praglowski, 1974; Halbritter, 1992; Moreira, 2007), € possivel gue tenham
ocorrido modificacBes da superficie estigméatica em reflexo a morfologia do polen, ou vice-
versa, durante a evolugéo, e que essas micromorfologias do estigma possam indicar caracteres

apropriados para a taxonomia do grupo.
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Estilete

O estilete é uma estrutura que, em comparagdo ao estigma, expressa uma menor
variabilidade em sua morfologia externa. Desse modo, a estrutura geral do estilete parece ndo
instigar o estudo de sua anatomia, que é pouco investigada em um enfoque taxonémico. Para
a comparacao da anatomia do estilete entre espéecies de Poales, pertencentes ao grupo basal,
cyperideas e xirideas sensu Givnish et al. (2010), que apresentam gineceu tricarpelar, €
fornecida uma ilustracdo (Fig. 7) baseada em dados deste estudo e da literatura. Constata-se
que o estilete é oco e unilocular nas cinco familias analisadas. Em secdo transversal, essa
estrutura apresenta um formato trilobado ou circular, com canal estilar triradiado a
multiradiado ou circular, geralmente trés feixes vasculares dorsais e mesofilo com um
gradiente de reducdo das dimens6es celulares em direcdo ao tecido transmissor.

Avaliando-se cada familia separadamente, verifica-se que, em Bromeliaceae, o estilete
é trilobado com canal estilar triradiado (Fig. 7a), com base neste estudo, em Kerns et al.
(1936) e em Kulkarni & Pai (1982). Em Rapateaceae, o estilete apresenta um formato
circular, com o canal estilar dotado do mesmo formato (Fig. 7b) (Oriani & Scatena, 2013).
Em Juncaceae, o estilete € trilobado com o canal estilar circular (Fig. 7c¢) (Oriani et al., 2012).
Em Xyridaceae, o estilete possui formato trilobado e canal estilar triradiado e muito estreito
(Fig. 7d) (Oriani & Scatena, 2012). Em Mayacaceae, o estilete € circular, com trés feixes
vasculares dorsais e, as vezes, ramificacGes dos feixes ventrais, e o canal estilar é triradiado e
muito estreito ou multiradiado (Fig. 7e) (Carvalho et al., 2009; Oriani & Scatena, 2012). Em
relacdo as dimens@es dos feixes vasculares, sdo observados feixes proporcionalmente menores
em Rapateaceae (Fig. 7b). Outra caracteristica avaliada é a posicdo dos feixes vasculares, 0s
quais podem estar imersos na regido mais interna do mesofilo, composta por células menores,
em Bromeliaceae e Rapateaceae (Fig. 7a, b), ou podem estar dispostos na regido mais externa

do mesofilo em Juncaceae, Xyridaceae e Mayacaceae (Fig. 7c-e), 0 que demonstra uma
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correspondéncia com a proposta filogenética atual do grupo (Givnish et al., 2010). Ademais,
tendo em vista que Bromeliaceae é o grupo-irméo das demais familias em Poales (Givnish et
al., 2010), e que os estados de carater observados nessa familia ocorrem na maioria das
familias analisadas, isto €, morfologia trilobada do estilete e triradiada do canal estilar e a
presenca de trés feixes vasculares mais avantajados, é possivel que o estilete de Bromeliaceae
constitua a morfologia ancestral para a ordem. Com relacdo a posicdo dos feixes vasculares,
os feixes posicionados em uma regido mais interna do mesofilo, em proximidade ao canal
estilar, podem representar uma adaptacao facilitadora para o transporte de assimilados do
tecido vascular ao tecido transmissor. Por fim, as caracteristicas anatdbmicas do estilete sdo
distintas entre as familias que compdem Poales e, juntamente com a estrutura estigmatica,
devem ser mais investigadas para uma melhor compreensao da taxonomia e histéria evolutiva

do grupo.

Obturador

O obturador € um tecido transmissor ovariano que é classificado de acordo com a sua
origem, a partir da placenta, do funiculo ou uma combinacdo de ambos. Essa estrutura ocorre
em muitos tdxons, com grande variacdo na anatomia, morfologia e grau de desenvolvimento
(Tilton & Horner, 1980). A anatomia do obturador em representantes de Bromeliaceae foi
abordada por Fagundes & Mariath (2010), que diferenciaram espécies de Bromelioideae e
Pitcairnioideae de espécies de Tillandsioideae. Em Rapateaceae, que é uma familia
filogeneticamente proxima de Bromeliaceae (Linder & Rudall, 2005; Givnish et al., 2010),
um obturador € descrito para varias espécies da familia, sem um maior detalhamento. Porém,
percebe-se que em alguns tdxons de Rapateaceae as células do obturador sdo mais alongadas
(Venturelli & Bouman, 1988; Oriani & Scatena, 2013), assim como constatado em

Bromeliaceae por Fagundes & Mariath (2010), o que pode indicar uma tendéncia em comum
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na evolucdo dessa estrutura nas familias cedo-divergentes de Poales. Ainda em relacdo a
Poales, a presenca de um obturador também foi registrada em Juncaceae (Oriani et al., 2012),
Cyperaceae (Coan et al., 2008; Reynders et al., 2012) e Mayacaceae (Oriani & Scatena,
2012), com diferentes morfologias e origens.

O obturador de B. nutans, assim como de Aechmea calyculata, Dyckia maritima e
Pitcairnia flammea (Fagundes & Mariath, 2010), possui morfologia semelhante a observada
em outras espéecies de monocotiledéneas, como Lilium regale e Gagea bohemica (Liliaceae)
(Singh & Walles, 1992, 1995; Vardar et al., 2012) e Ornithogalum caudatum (Asparagaceae)
(Tilton & Horner, 1980), constituido por células com sua face periclinal externa em formato
de domo. Assim, entre as monocotiledoneas, o obturador de B. nutans e de outras espécies de
Bromelioideae e de Pitcairnioideae assemelha-se ao de espécies de Liliaceae e Asparagaceae
e difere de outras espécies mais proximas evolutivamente, pertencentes a Poales. Essas
informac@es revelam uma alta diversidade morfoldgica do obturador entre as angiospermas, 0
que requer mais investigacfes que auxiliem no esclarecimento dessa variabilidade e de sua
importancia funcional.

Assim como a morfologia, o desenvolvimento do obturador em B. nutans também é
semelhante ao das espécies de Liliaceae citadas, com a mesma seqiiéncia de formacdo de
vacuolos, formacédo de paredes celulares labirinticas e producdo de secrecdo polissacaridica.
Entretanto, o inicio do desenvolvimento desse tecido em B. nutans é precoce em relacdo a G.
bohemica (Vardar et al., 2012), O. caudatum (Tilton & Horner, 1980) e espécies de
Rhynchospora e Hypolytrum pertencentes a Cyperaceae (Coan et al., 2008), pois ocorre em
estadio de inicial arquesporial, enquanto nas outras ocorre em estadio de megaspordcito. Esse
contraste temporal de formacdo do obturador foi mostrado por Shamrov (2002) entre

diferentes familias de angiospermas.
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As paredes celulares labirinticas séo tipicas de células de transferéncia, as quais estao
presentes em diversos tecidos vegetais e desempenham um papel fundamental no transporte
de solutos, com o seu complexo de invaginacdes de parede polarizado na direcao do fluxo
(Offler et al., 2003). Assim como observado em B. nutans, essas paredes celulares foram
descritas para o tecido transmissor ou obturador de Lilium longiflorum (Rosen & Thomas,
1970), Lilium regale (Singh & Walles, 1995), Medicago sativa (Johnson et al., 1975),
Strelitzia reginae (Kronestedt & Walles, 1986) e Alpinia zerumbet (Shi-Yi & Cheng, 1990). A
composicdo pecto-celuldsica dessas paredes em B. nutans estd de acordo com as poucas
informacBes existentes sobre o assunto, baseadas em estudos histoquimicos (Offler et al.,
2003). Em conformidade com funcdo das células de transferéncia, as paredes celulares
labirinticas presentes nesses tecidos reprodutivos aumentam a area de superficie da membrana
plasmatica, o que certamente facilita o transporte da secrecdo para o canal estilar-estigmatico

e l6culo ovariano.

Dinamica de componentes quimicos no gineceu

A presenca de idioblastos com compostos fenolicos no interior celular de diferentes
verticilos florais é bastante comum dentro de Poales, sendo registrada no calice, corola,
androceu e gineceu de Rapateaceae (Oriani & Scatena, 2013), no perigbnio e gineceu de
Juncaceae (Oriani et al., 2012), no androceu de Cyperaceae (Coan et al., 2010), na corola de
Mayacaceae (Carvalho et al., 2009; Oriani & Scatena, 2012) e no calice de Xyridaceae
(Oriani & Scatena, 2012). Entretanto, ndo houve detec¢do desses compostos nos tecidos
florais de Bromeliaceae de acordo com este estudo, além de Sajo et al. (2004), Sajo et al.
(2005) e Fagundes & Mariath (2010). Essa caracteristica de Bromeliaceae, a familia que
supostamente divergiu mais cedo dentro de Poales (Givnish et al., 2010), em oposi¢do as

demais Poales basais, cyperideas e xirideas, pode indicar uma trajetéria evolutiva de
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componentes quimicos em adaptacdo aos diferentes ambientes dentro dessa ordem. Nesse
sentido, a presenca de idioblastos com compostos fenolicos deve ser analisada em relacdo ao
corpo vegetal com um todo, com a unificagdo dos 6rgaos reprodutivos e vegetativos.

Considerando que a grande quantidade de grdos de amido presente nos tecidos do
gineceu de B. nutans desaparece concomitantemente ao surgimento de exsudato na superficie
estigmatica e ao longo do tecido transmissor, supde-se que esse polissacarideo é degradado e
utilizado como fonte de moléculas para a producéo de secrecdo. Nesse sentido, a presenca de
inimeros campos primarios de pontoacdo observada no estigma e no estilete pode estar
relacionada com essa dinamica de amido, facilitando a translocacdo das moléculas resultantes
da degradacdo do amido para os tecidos secretores. Uma quantidade abundante de
plasmodesmos agrupados e a ocorréncia de uma dindmica de amido também foram relatadas
para o estilete de Ornithogalum caudatum, porém nenhuma relacdo foi estabelecida pelos
autores (Tilton & Horner, 1980).

Essa dindmica de amido, que inclui o armazenamento e posterior desaparecimento de
amido relacionado a secrecdo, também foi observada no obturador de Lilium regale, no
gineceu de Annona cherimola e no tecido transmissor e obturador de Prunus persica (Arbeloa
& Herrero, 1987; Herrero & Arbeloa, 1989; Singh & Walles, 1995; Lora et al., 2010). Ainda
com relacdo as substancias ergasticas presentes no gineceu, a ocorréncia de cristais protéicos,
observada nos tecidos secretores ao longo do gineceu de B. nutans, ja foi registrada no
obturador de Lilium regale (Singh & Walles, 1995). Isso demonstra, pelos estudos realizados
até o momento, algumas semelhancas na composi¢do e dinamica de reservas dos tecidos
esporofiticos do gineceu em angiospermas.

Segundo Herrero (2000), em algumas espécies, as secrecdes do obturador e do
rudimento seminal parecem ser intrinsecas ao desenvolvimento, enquanto em outras espécies

séo dependentes da interagdo pdlen-pistilo. Em Annona cherimola, a producédo de secre¢do no
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gineceu, do estigma ao ovario, parece ser regulada pelo desenvolvimento, j& que ocorre da
mesma forma em flores polinizadas e ndo polinizadas (Lora et al., 2010). Em Lilium regale, a
atividade secretora também nao é induzida pela polinizacdo, pois € iniciada antes da antese
(Singh & Walles, 1995). Em B. nutans, a secrecao ocorre no gineceu independentemente da
polinizacdo. Esse padrdo, encontrado em magnoliideas e monocotileddneas, contrasta com
eudicotiledbneas asterideas, como Actinidia deliciosa e Petunia hybrida, cuja producédo de
secrecdo € estimulada pelo crescimento dos tubos polinicos (Herrero & Dickinson, 1979;
Gonzélez et al., 1996). Entretanto, em Prunus persica, uma eudicotileddnea rosidea, as
secrecdes da superficie estigmatica e do tecido transmissor sdo desencadeadas pela
polinizacdo (Herrero & Arbeloa, 1989), enquanto as secre¢es do obturador e do rudimento
seminal ndo dependem desse processo (Arbeloa & Herrero, 1987; Arbeloa & Herrero, 1991).
As variacOes apresentadas acima demonstram modificacfes da estratégia reprodutiva durante
a evolucdo das plantas com flores, contudo é preciso aprofundar o conhecimento dos
mecanismos de reproducdo das espécies e, ainda, esclarecer se esses padrdes sdo espécie-
especificos ou se estdo relacionados a grandes clados de angiospermas.

Como conclusdes, sdo registrados dados inéditos para a familia. A arquitetura do
estigma espiral-conduplicado, unico entre as monocotiledéneas, é resultado dos seguintes
eventos: auséncia de fusdo entre os carpelos; alongamento e tor¢do dos lobos estigmaticos; e
formacdo de tricomas multicelulares, unisseriados e ramificados nas margens dos lobos.
Detectou-se a existéncia de um meristema marginal na porcdo estigmatica dos carpelos, do
mesmo modo como constatado para estruturas foliares. O detalhamento anatémico do estigma
evidencia uma potencial fonte de caracteres para a taxonomia de Bromeliaceae.
Caracteristicas como a anatomia do estilete e a presenca de idioblastos com compostos
fenolicos nos tecidos florais sdo varidveis dentro de Poales, podendo contribuir para a

taxonomia e compreensdo da historia evolutiva do grupo. As paredes celulares labirinticas
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caracterizam as células do tecido transmissor e obturador como células de transferéncia para o
auxilio no transporte da secrecdo. O obturador de Bromeliaceae se assemelha ao de espécies
de Liliaceae e Asparagaceae, contudo ha uma enorme variabilidade dessa estrutura entre as
angiospermas, sendo necessarios mais estudos para a compreensdo da sua evolucdo. A
dindmica quimica observada no gineceu sugere que os grdos de amido sdo utilizados como
fonte de moléculas para a producao de secrecdo na superficie estigmatica, tecido transmissor e
obturador, e que a presenca de inUmeros campos primarios de pontoacdo deve facilitar esse
transporte. Sdo constatadas semelhancas na dindmica de reservas do gineceu em
angiospermas e, em contraponto, é detectado um antagonismo na regulacdo da sua atividade
secretora, dependente ou ndo da polinizagdo, entre diferentes clados de angiospermas. Esses
aspectos merecem maiores investigaches para uma melhor compreensdo da interacdo
espordéfito-gametofito nas angiospermas e de suas variagdes sob uma dptica funcional. A
caracterizacdo do desenvolvimento regular do gineceu durante a fase progamica de B. nutans,
apresentada neste estudo, também serve como base para uma investigacdo mais profunda do

modo de reproducdo desta espécie.
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Fig. 1. Estigma em desenvolvimento de Billbergia nutans, em se¢des transversais. a, b. Botao floral jovem, mostrando estig-
ma com trés lobos em processo inicial de tor¢do, com divisdes celulares periclinais na camada subdérmica das margens car-
pelares (setas: limite entre duas células derivadas de uma inicial). ¢, d. Por¢do basal e média do estigma, respectivamente,
mostrando a diferenciagdo dos tecidos e um grau mais avangado de tor¢ao dos lobos estigmaticos, em botdo floral mais de-
senvolvido (circulo: margens carpelares). e. Detalhe das margens carpelares de um lobo estigmatico, com células diminutas
de citoplasma denso e com multiplica¢do celular subdérmica (seta: limite entre duas células derivadas de uma inicial). f.
Lobo estigmatico em estadio posterior de desenvolvimento, com as laterais carpelares mais alongadas e com a formagao de
tricomas de origem dérmica (asteriscos: idioblastos contendo rafides). Detalhe: tricoma em formagao (seta: local da divisao
periclinal da epiderme). an: antera; ep: epiderme; es: estigma; la: lateral carpelar; lo: lobo estigmadtico; mg: margem carpelar;
pe: pétala; se: sépala; tr: tricoma; tt: tecido transmissor. Barras= 100um (a, ¢, d, f); 50um (b); 20um (e; detalhe f).
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Fig. 2. Estigma de Billbergia nutans. a. Estigma do tipo espiral-conduplicado, no botdo floral proximo de sua abertura. b.
Detalhe da sua porg¢ao apical, com tricomas. ¢. Superficie estigmatica, em MEV, mostrando os tricomas nas margens carpela-
res e epiderme estriada. d. Estigma, em se¢do longitudinal, evidenciando apenas um lobo, com tricomas em suas margens.
e. Célula da epiderme, com projegoes (seta preta) e estrias (seta dupla preta), e campos primarios de pontoagao (setas bran-
cas), corado com PAS. f. Epiderme, em se¢do paradérmica, mostrando as projecdes (seta preta) e estrias (seta dupla preta).
g. Mesofilo com iniumeros campos primdrios de pontoagao (setas brancas), corado com PAS. h. Tricoma, evidenciando cris-
taldides protéicos (setas pretas) no interior da célula e estrias na superficie celular. i. Tricoma com cristaldides protéicos
(setas pretas), corado com Xilidine Ponceau. j-p. Secregio estigmatica, durante o periodo de abertura da flor. j. Secre¢io no
estigma, com graos de pdlen aderidos. k. Tricoma, com secre¢do em seu apice. I-p. Por¢ao apical do tricoma, com secregdo
polissacaridica armazenada em bolsdes pécticos no interior da parede periclinal externa (seta: delimitagdo de parede celular
e cuticula), com coloragio de Azul de Alcido, Vermelho de Ruténio, Calcofluor White, Xilidine Ponceau e Sudan Black B +
Xilidine Ponceau, respectivamente. ep: epiderme; se: secregdo; tr: tricoma; tt: tecido transmissor. Barras= Imm (a); 0,5mm
(4); 200um (b); 100pum (d); 50um (g, k); 20um (c, e, £, h, i, I-p).
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T i e Em———
Fig. 3. Estilete de Billbergia nutans. a. Estilete em se¢do transversal mediana, em botdo floral jovem. b. Estilete em se¢do
transversal mediana, em botao floral préximo de sua abertura (seta: feixe vascular dorsal). ¢, d. Detalhe de uma por¢ao car-
pelar em secdo transversal, evidenciando a face externa da epiderme, do dpice e da base do estilete, respectivamente. e. De-
talhe do canal estilar com secregdo. f. Estilete em se¢do longitudinal, com secrecio granulosa no canal estilar. g. Tecido
transmissor na por¢do apical do estilete, durante o periodo de abertura da flor, com paredes celulares labirinticas (seta),
corado com PAS. h-j. Tecido transmissor com paredes celulares labirinticas, evidenciado por diferentes testes histoquimi-
cos. h. Coloragdo com Azul de Alcido. i. Coloragio com Xilidine Ponceau. j. Marcagdo com Calcofluor White. ce: canal es-
tilar; ep: epiderme; tp: tubo polinico; tt: tecido transmissor. Barras= 100pum (a-d); 50um (e, f); 20pum (g-j).
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Fig. 4. Ovirio de Billbergia nutans. a. Ovario em se¢do transversal, mostrando os trés carpelos, trés loculos e placenta¢do
axial, com muitos rudimentos seminais (seta: nectario septal). b. Inicio de formacao do obturador, em botdo floral jovem
com estddio de inicial arquesporial no primérdio de rudimento seminal. c-e. Obturador em distintos estadios de desenvolvi-
mento. ¢. Botdo floral. d. Botdo floral, proximo de sua abertura. e. Flor aberta, em estddio com tubos polinicos na base do
canal estilar (setas brancas: paredes celulares labirinticas; setas pretas: exsudato). f-i. Obturador evidenciado por diferentes
testes histoquimicos, na flor aberta com tubos polinicos no estigma. f. Coloragdo com Azul de Alcido. g. Colora¢do com Xi-
lidine Ponceau, mostrando auséncia de reaciio nas paredes celulares labirinticas. h. Marca¢io com Calcofluor White. i. De-
talhe da figura anterior, mostrando as paredes celulares labirinticas. j. Exsudato produzido pelo obturador, em estadio logo
apos a fecundacdo (setas: tubo polinico). ca: carpelo; ex: exsudato; ia: inicial arquesporial; lo: 16culo; ob: obturador; pl: pla-
centa; rs: rudimento seminal; tp: tubo polinico. Barras= 1mm (a); 50pm (b); 20pm (c-h, j); 10um (i).
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Fig. 5. Quantidade de graos no amido nas porg¢des do gineceu de Billbergia nutans em diferentes estadios, antes ¢ apds a po-
linizac¢do, corado com PAS. a-c. Botdes florais proximo de sua abertura. a. Estigma, mostrando as margens de um lobo estig-
matico com grande quantidade de graos de amido. b. Rudimento seminal. ¢. Placenta e obturador. d-f. Flor aberta, apos poli-
nizacdo, em estadio com tubos polinicos na base do canal estilar. d. Estigma, mostrando parte de um lobo estigmatico, com
pequena quantidade graos de amido na por¢ao interna do mesofilo e no tecido transmissor. e. Rudimento seminal com grande
quantidade de graos de amido. f. Placenta ¢ obturador com grande quantidade de graos de amido. ep: epiderme; nu: nucelo;
ob: obturador; pl: placenta; te: tegumento externo; ti: tegumento interno; tp: tubo polinico; tt: tecido transmissor. Barras=
50pm.
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0.5 mm

0.2 mm
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Quantidade de amido:
D Pequena I:l Intermedidria . Grande

Fig. 6. Representagio esquematica da dindmica de amido no gineceu ao longo de diferentes estadios, antes ¢ apds a polini-
zacdo, com indicagdo da quantidade de amido através da intensidade da cor. Do pice para a base: estigma, estilete e ovario,
em secdes transversais. 1. Botdo floral, préximo de sua abertura. I1. Flor aberta, apos polinizagdo, em estadio com tubos po-
linicos no estigma. I11. Flor aberta, apos polinizagdo, em estadio com tubos polinicos na base do canal estilar.
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Rapateaceae Juncaceae

Xyridaceae Mayacaceae

Fig. 7. Representagdo esquematica do estilete em se¢éo transversal em diferentes familias da ordem Poales, ordenadas de
acordo com sua posicdo filogenética, de cedo-divergente a tarde-divergente (a-e). a. Bromeliaceae, representada por Billber-
gia nutans, baseado neste estudo. b. Rapateaceae, representada por Stegolepis guianensis, baseado em Oriani & Scatena
(2013). c. Juncaceae, representada por Luzula multiflora, baseado em Oriani et al. (2012). d. Xyridaceae, representada por
Orectanthe sceptrum, baseado em Oriani & Scatena (2012). e. Mayacaceae, representada por Mayaca sellowiana, baseado
em Carvalho ef al. (2009). elipses ou circulos pretos: feixes vasculares; linha tracejada: regido do mesofilo com células me-
nores, proximo ao tecido transmissor. Barras= 200um (a, b, d), 100pum (e), 50pum (c).
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CAPITULO I11

Ontogenia do rudimento seminal em Billbergia nutans no contexto evolutivo de

Bromeliaceae (Poales)
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Resumo

As relacoes infrafamiliares de Bromeliaceae ainda nao estdo bem esclarecidas, principalmente
em Bromelioideae. Billbergia nutans (Bromelioideae) é uma das bromélias mais amplamente
cultivadas. Este estudo visa caracterizar a ontogenia do rudimento seminal em B. nutans e
revisar a literatura com relacdo ao rudimento seminal em nivel de familia, a fim de verificar
caracteres Uteis para a taxonomia e identificar o cenario evolutivo de caracteres embrioldgicos
na familia. Os rudimentos seminais de Bromeliaceae sao anatropos, bitegumentados e
crassinucelados, com primordios trizonados, desenvolvimento monospérico, tétrade do tipo
linear, paredes celulares caldsicas durante a meiose, ginosporo funcional calazal, gametofito
do tipo Polygonum, presenca de hipdstase e origem dérmica dos tegumentos. Em B. nutans, a
morfologia do apéndice calazal apresenta variabilidade intraespecifica e, portanto, pode ser
um carater inapropriado para aplicacdo taxondmica. Esse € o primeiro registro de
reconstrucdo tridimensional do gameto6fito feminino em uma monocotiledénea. Muitos
caracteres sdo sugeridos como Uteis para a taxonomia de Bromeliaceae. O cenério evolutivo
sobre o desenvolvimento do rudimento seminal na familia indica que a subfamilia que
divergiu mais cedo, Brocchinioideae, possui um estado reduzido de varios caracteres. Ao
longo de toda familia, alguns caracteres parecem ser homoplasicos e podem ser relevantes se
aplicados em niveis taxondmicos inferiores. Em Poales, 0s tegumentos constituidos por duas
camadas celulares e 0 reduzido numero de rudimentos seminais por carpelo sdo,
provavelmente, estados de carater plesiomorficos.

Palavras-chave: Bromeliaceae, embriologia, gametdfito feminino, reconstrucéo

tridimensional, rudimento seminal.
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Introducéo

Dentro de Poales, Bromeliaceae é considerada o grupo-irmdo das demais familias,
seguida pela divergéncia de Typhaceae e Rapateaceae (Givnish et al., 2010). Bromeliaceae foi
tradicionalmente dividida em trés subfamilias: Pitcairnioideae, Tillandsioideae e
Bromelioideae, baseado principalmente na morfologia das flores, frutos e sementes (Smith &
Downs, 1974). Atualmente, as relacdes filogenéticas e circunscrigdes das subfamilias estdo
mais esclarecidas, com o estabelecimento de oito subfamilias — Brocchinioideae,
Lindmanioideae, Hechtioideae, Navioideae, Tillandsioideae, Pitcairnioideae, Puyoideae e
Bromelioideae (Givnish et al., 2007, 2011). Entretanto, as relacGes inter- e infragenéricas
dentro de cada subfamilia ainda sdo pouco conhecidas, de modo que muitos géneros parecem
ser para- ou polifiléticos, sobretudo em Bromelioideae (Faria et al., 2004; Barfuss et al.,
2005; Almeida et al., 2009; Schulte et al., 2009; Sass & Specht, 2010; Givnish et al., 2011).

Billbergia Thunb. é um género ornamental que abrange cerca de 63 espécies (Luther,
2008), pertencente a subfamilia Bromelioideae. Billbergia nutans H. Wendl. ex Regel é uma
das espécies mais amplamente cultivadas desse género (McWilliams, 1968), devido ao
aspecto atrativo de suas flores, ao médio porte e a facilidade de cultivo.

A utilidade dos caracteres embriol6gicos para o estudo da taxonomia vegetal é
enfatizada por Herr (1984) e Tobe (1989), os quais especificam os caracteres Uteis para cada
estrutura reprodutiva. Segundo Herr (1984), entre os diferentes tipos de investigacdo, aquelas
direcionadas para o gametofito feminino provavelmente possuem o maior potencial para
propdsitos taxondmicos. Recentemente, estudos sobre a morfologia e anatomia do rudimento
seminal tém sido importantes para o conhecimento da evolucdo do rudimento seminal em
Rubiaceae (De Toni & Mariath, 2008, 2010) e Lentibulariaceae (Plachno & Swiatek, 2009) e

para a sistematica de Ranunculaceae (Wang & Ren, 2007).



70

A literatura existente sobre o desenvolvimento do rudimento seminal em Bromeliaceae
inclui poucos estudos detalhados, como os de Rao & Wee (1979), Conceicédo et al. (2007),
Sartori (2008), Mendes (2012) e Spat (2012). Devido ao seu aprofundamento descritivo, tais
estudos caracterizam geralmente uma Unica espécie e, portanto, carecem de uma Visao
comparativa clara da familia. Além disso, alguns desses estudos tém sido publicados em
linguas néo universais (Conceicéo et al., 2007; Sartori, 2008; Spat, 2012), 0 que restringe a
disseminacédo e aplicabilidade de seus dados. A Unica abordagem comparativa (Sajo et al.,
2004) ndo inclui uma discussdo a luz da nova filogenia de Bromeliaceae sensu Givnish et al.
(2007, 2011). Além da anatomia de fruto e semente, que tém sido importante para a
taxonomia de Bromeliaceae (Fagundes & Mariath, 2010; Magalhdes & Mariath, 2012), a
embriologia pode também ser relevante nesse contexto, devido ao seu amplo espectro de
caracteres. Até o momento atual, ndo existem referéncias para a embriologia do género
Billbergia.

Devido a necessidade de estudos que auxiliem na elucidacdo das relacoes filogenéticas
entre 0s géneros e espécies de Bromeliaceae, principalmente dentro de Bromelioideae, a
caréncia de investigaces embrioldgicas detalhadas e comparativas sobre o rudimento seminal
em Bromeliaceae, e a auséncia desse tipo de estudo em Billbergia, o objetivo deste estudo é:
i) descrever a ontogenia do rudimento seminal em B. nutans (Bromelioideae), incluindo uma
representacdo tridimensional do gametéfito feminino, em busca de caracteres distintos dentro
de Bromelioideae e Bromeliaceae; ii) revisar a literatura acerca de rudimento seminal no
contexto de Bromeliaceae, a fim de verificar dados relevantes para a taxonomia e identificar o

cenario evolutivo de caracteres embrioldgicos na familia.
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Material e métodos

Material botanico

O material boténico estudado provem de seis individuos de B. nutans, oriundos de
diferentes localidades (Tab. 1). Parte do material foi obtida na colecdo viva de Bromeliaceae
do Jardim Boténico de Porto Alegre. Outra parte foi obtida a campo em municipios do Rio
Grande do Sul, Brasil, sendo mantida em colecdo viva sob numeracdo de registro na
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), com as exsicatas depositadas no
Herbéario ICN da mesma instituicdo (Tab. 1). Um total de 47 flores em diferentes estadios de

desenvolvimento (botdes florais e flores abertas) foram coletadas e dissecadas.

Preparacdo para Microscopia de Luz

Para a preparacdo das laminas histoldgicas, as amostras foram fixadas em
glutaraldeido 1% e formaldeido 4% em tampao fosfato de sédio 0,1M, pH 7,2 (McDowell &
Trump, 1976) e lavadas em tampdo fosfato de sddio 0,1M, pH 7,2 (Gabriel, 1982). O material
foi desidratado em série etilica ascendente e incluido em hidroxietilmetacrilato (Gerrits &
Smid, 1983). Sec¢BGes com 2-4um de espessura foram confeccionadas em micrétomo de
rotacdo Zeiss, Microm HM 340 E, e coradas com Azul de Toluidina O 0,05%, pH 4,4 (Feder
& O’Brien, 1968). Para a confec¢do de se¢des transversais, utilizou-se a por¢cdo mediana do
ovario. Foram realizados testes histoquimicos e os respectivos controles, a seguir: Vermelho
de Ruténio para pectinas (Johansen, 1940) e Acido Cloridrico 10% para oxalato de célcio
(Chamberlain, 1932), em campo claro; Calcofluor White para celulose (Hughes & McCully,
1975) e Azul de Anilina para calose (Smith & McCully, 1978), sob fluorescéncia.

As andlises e fotomicrografias foram realizadas sob microscopia de luz, em de campo

claro ou epifluorescéncia, utilizando-se um microscopio Leica DMR e um microscopio
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estereoscopico Leica M165 FC, com camera fotografica digital Leica DFC 500 acoplada e
programa de captura de imagens Leica Application Suite — LAS, versdo 3.8. Para a

observacao em epifluorescéncia, utilizou-se um filtro de excitacdo de 340-380 nm.

Preparacdo para Microscopia Eletrénica de Varredura

A fixacdo foi realizada do mesmo modo como citado anteriormente. O material foi
desidratado em série ascendente de acetona e submetido a secagem pelo método do ponto
critico (Gersterberger & Leins, 1978) com o uso do equipamento Balzers, CPD 030. Apds, as
amostras foram montadas em suportes de aluminio e recobertas com ouro no aparelho
metalizador Balzers, SCD 050. As observacdes e o0 registro eletromicrografico foram

realizados em microscopio JEOL 6060, sob 10kV.

Reconstrucao tridimensional

Para a reconstrucao tridimensional do gametéfito feminino, se¢des seqlienciais de 4pum
de espessura coradas com Azul de Toluidina O foram digitalizadas, alinhadas no programa
Adobe Photoshop CS5.1 e importadas para o programa Rhinoceros 4.0, com referéncia de
escala. Essas imagens foram aplicadas em planos paralelos para delineamento dos contornos
das estruturas (vetorizacdo). Foram geradas as superficies tridimensionais, com a obtencédo de
medidas de volume, comprimento, largura e profundidade. Por fim, foram produzidos

imagens e video para demonstrar a estrutura reconstruida.
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Resultados

Formacdo do rudimento seminal e ginosporogénese

O ovario de B. nutans ¢é tricarpelar, trilocular e infero, com placentacdo axial. No
ovario jovem, desenvolvem-se duas porcdes placentarias em cada léculo, advindas das
margens do carpelo. Sdo observadas trés camadas meristematicas — L1, L2 e L3 (Fig. 1a). A
partir da placenta, originam-se os primdérdios de rudimento seminal, 0os quais sdo trizonados
(Fig. 1b, c). No apice do primdrdio, ha uma célula apical subdérmica, a inicial arquesporial,
com conteudo denso e ndcleo de maior dimensdo em comparacao as demais células (Fig. 1c).
Apds, ocorre o crescimento do rudimento seminal e o alongamento da inicial arquesporial,
com o inicio da formacdo do tegumento interno (Fig. 1d).

Com a divisdo periclinal da inicial arquesporial, sdo formadas a célula parietal
primaria e a célula-mde de gindsporos (Fig. 1le), o que caracteriza o rudimento como
crassinucelado. Enquanto a célula-mde de gindsporos se alonga em sentido longitudinal, os
tegumentos interno e externo se originam a partir da camada dérmica. Em sequéncia aos
tegumentos, forma-se um apéndice calazal com origem subdérmica (Fig. 1f). No momento de
méaxima expansdo da célula-méde de gindsporos, ocorre deposicdo de calose na porcao
micropilar de sua parede celular (Fig. 1f, g). O tegumento externo atinge o apice do nucelo.
As células da camada interna do tegumento interno apresentam seus apices em formato de
domo e dividem-se periclinalmente na regido micropilar (Fig. 1f). O rudimento seminal
completa sua curvatura (Fig. 1f) e a célula-mae de gindsporos sofre meiose, resultando em
uma tétrade linear de gindsporos, com um gindsporo funcional em posicdo calazal (Fig. 1g-i).
Hé& deposicdo de calose nas paredes celulares da diade e da tétrade, nessa apenas nas paredes

periclinais (Fig. 1h, i). O gindsporo funcional aumenta suas dimensfes e inicia uma
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vacuolacdo micropilar e subsequente vacuolacdo calazal, enquanto os demais ginGsporos

degeneram (Fig. 1j).

Ginogametogénese

A partir do ginésporo funcional, forma-se o gametodfito feminino uninucleado (Fig.
2a). Por meio de trés ciclos mitoticos sucessivos sem citocinese, esse gametdfito passa pelos
estadios binucleado, tetranucleado e octonucleado (Fig. 2b-j), todos com um vacuolo central
contendo polissacarideos. Durante o segundo ciclo mitético, as divisdes dos ndcleos ocorrem
de maneira obliqua entre os pélos (Fig. 2c). No estadio tetranucleado do gametdéfito, o
tegumento externo ultrapassa em comprimento o tegumento interno, mantendo-se o rudimento
seminal nessa forma até sua maturidade. Durante o terceiro ciclo mitotico, as divisdes
mitoticas ocorrem perpendicularmente entre si em cada pélo (Fig. 2e, f). Ao longo da
gametogénese, algumas células do nucelo degeneram ao redor do gametofito (Fig. 2b, d).

Apds citocinese, o gametdfito feminino é composto por oito nucleos e sete células,
sendo uma oosfera, duas sinérgides, uma célula-média com dois nucleos polares, e trés
antipodas (Fig. 2k-n). Inicialmente, os nucleos polares migram e se aproximam, enquanto a
oosfera torna-se vacuolada. Posteriormente, as sinérgides diferenciam-se com a formacéo de
um aparelho fibrilar conspicuo, de composicdo pecto-celuldsica (Fig. 2m-p). O gametdfito
expande em volume e torna-se, estruturalmente, maduro. Os nucleos polares sdo observados
em diferentes posicdes no gametdfito, adjacentes ao aparelho oosférico (Fig. 2m, p), na regido
central ou no pélo calazal da célula média. Constatou-se uma regido distinta da parede celular
na regido calazal das células do aparelho oosférico e na regido contigua da célula-média, com
fraca marcacéo para o Calcofluor White e auséncia de coloragdo com o Vermelho de Ruténio,
que pode indicar uma modificacdo ou auséncia de parede celular (Fig. 20, p). Foi observada a

presenca de hipdstase durante toda a gametogénese (Fig. 2a-e, g, h, k, ). Até o estadio
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analisado, isto é, flor em antese com tubos polinicos na base do estilete, as antipodas
apresentam-se persistentes e 0s nucleos polares ndo fusionados.

O gametdfito feminino, de origem monospodrica, € classificado como do tipo
Polygonum. A partir da reconstrucdo tridimensional, mostrada nas Fig. 3a-d e no video
(Informagdo Suplementar), foram obtidas medidas do gametéfito e de suas células
componentes (Tab. 2). A célula-média ocupa aproximadamente 88% do volume total do
gametdfito (Fig. 3a, b). O aparelho oosférico apresenta um arranjo triangular (Fig. 3c, d), e a
oosfera possui um volume celular de cerca de 40% do volume da sinérgide (Fig. 3c, d). A
oosfera é vacuolada e seu nucleo ocupa uma posi¢do central a micropilar, proximo a uma face
lateral da célula, com escasso citoplasma ao seu redor (Fig. 3b-d, Fig. 2m). As antipodas
possuem usualmente um arranjo triangular (Fig. 3a, b), podendo se dispor de forma alinhada.
O gametdfito feminino possui formato elipséide, com uma suave constricdo na sua regido
mediana, e porcdo calazal bastante estreita, onde estdo encaixadas as antipodas (Fig. 3a, b,
Fig. 2k, I). A reconstrucdo tridimensional (Fig. 3a-d) também mostra detalhes do arranjo
celular ndo perceptiveis por meio das se¢des bidimensionais (Fig. 2k-n, 4b, d), como a maior
sobreposicdo entre a célula-média e o aparelho oosférico no lado da oosfera (Fig. 3a, b), o
pequeno desvio da oosfera em sua porcdo micropilar, em relacdo ao ponto médio das
sinérgides (Fig. 3c), e o arranjo peculiar do aparelho oosférico, no qual a regido mais estreita
das sinérgides é adjacente a regido mais ampla da oosfera, em termos de profundidade (Fig.
3d). Dos cerca de 120 gametofitos femininos maduros analisados, apenas um deles apresentou

anormalidade estrutural em seu formato, dimensdes e disposicéo das células.

Rudimento seminal maduro
Em cada l6culo do ovario, existem muitos rudimentos seminais (Fig. 4a) — cerca de

100 — os quais estdo posicionados com seu plano de simetria (secdo longitudinal maior)
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perpendicular ao eixo do ovario (Fig. 4a, b). O rudimento seminal maduro é anatropo e
bitegumentado, com apéndice calazal (Fig. 4b, c). Idioblastos contendo réafides de oxalato de
calcio sdo observados no funiculo, rafe (Fig. 4b), tegumento externo e apéndice calazal. O
rudimento seminal apresenta um feixe vascular que se estende pelo funiculo e rafe até a calaza
(Fig. 4d). A micropila é formada pelo tegumento interno (Fig. 4b). Na regido micropilar do
nucelo, esse é composto por uma camada epidérmica uniestratificada com células alongadas
anticlinalmente e uma a duas camadas de tecido parietal (Fig. 4d). O tegumento interno é
formado por duas camadas de células na maior parte de sua extensdo, com exce¢do da regido
micropilar, que é composta por quatro a cinco camadas celulares, incluindo as células com
apice em formato de domo em contato com o canal micropilar (Fig. 4d). O tegumento externo
é constituido por trés a quatro camadas celulares (Fig. 4d) e, em um de seus lados, é fusionado
ao funiculo (Fig. 4b). O apéndice calazal apresentou-se variavel entre populacdes de
diferentes localidades, desde vestigial até alongado e curvo (Fig. 4e, f), com formatos
intermediarios (Fig. 4b, ¢). Em um mesmo ovario, 0s rudimentos seminais apresentam-se em
diferentes estadios de desenvolvimento, diferenciando-se da porcdo apical a basal do l6culo e

da porcéo central as laterais do I6culo, em um processo ontogenético basipeto e centrifugo.

Discussao

Ontogenia do rudimento seminal em Billbergia nutans

Embora Rodkiewicz (1970) tenha descrito muitas espécies com deposicdo de calose
durante a ginosporogénese, essas observacGes sdo menos numerosas do que aquelas
relacionadas a androsporogénese (Lersten, 2004). Em Bromeliaceae, detectou-se a deposicéo
de calose nas paredes celulares da diade e da tétrade de gindsporos em Vriesea carinata

(Sartori, 2008), Tillandsia aeranthos, T. meridionalis (Papini et al.,, 2011) e Pitcairnia
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encholirioides (Mendes, 2012). Entretanto, essa deposi¢do foi evidenciada ainda antes do
estadio de diade em B. nutans no atual estudo. Segundo Rodkiewicz (1970), a formacao da
calose sempre inicia em profase I, no pélo do megasporocito onde o megasporo funcional ira
se formar nas angiospermas, de modo que a calose é depositada antes na porcdo calazal do
meiocito em gametofitos do tipo Polygonum. Contudo, em B. nutans, a calose € depositada
primeiramente no p6lo micropilar do meidcito, similar ao observado em Arundo formosana
pertencente a Poaceae (Jane & Chiang, 1996) e Gasteria verrucosa pertencente a
Xanthorrhoeaceae (Willemse & Bednara, 1979), que sao todas monocotileddneas.

A oosfera, em plantas com flores, é normalmente maior do que as sinérgides segundo
Zhukova (2002), porém faltam dados volumétricos que detalhem essa comparacdo. O atual
estudo mostra um resultado oposto, em que a oosfera € menor do que as sinérgides em B.
nutans, com dados calibrados por medidas de volume celular. Em relacdo a polaridade da
oosfera, postula-se tradicionalmente que o ndcleo e a maior parte do citoplasma estdo
localizados em posicdo calazal e o vactolo em posicdo micropilar (Maheshwari, 1950).
Willemse & van Went (1984) adicionam que a oosfera é altamente vacuolada na maioria das
espécies, com os vacuolos ocupando os dois ter¢cos micropilares da célula. Em B. nutans, a
oosfera é muito vacuolada, porém a posicdo de seu nucleo diverge do que é comumente
referido, assim como em algumas espécies de Poaceae e Orchidaceae de acordo com Huang &
Russell (1992).

Em relacdo a reconstrucdo tridimensional, esse € um recurso que permite uma melhor
compreensdo das estruturas bioldgicas e que pode revelar novos caracteres, contudo tem sido
pouco utilizada na literatura botanica. Estudos sobre o gametéfito feminino que incluam essa
abordagem sdo registrados para Amborella, Aristolochia, Piper e Peperomia (Friedman,
2006; Madrid & Friedman, 2008, 2009, 2010), porém nao sdo agregados dados quantitativos.

Assim, até o presente momento, ndo existem dados sobre esse assunto para monocotileddneas
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e eudicotiledbneas, sendo este estudo o primeiro registro. Para o atual estudo, a reconstrucao
em trés dimensdes foi fundamental para demonstrar a organizacéo e o formato do gametofito
e expor caracteres nao perceptiveis em secdes bidimensionais, evidenciando as estruturas
reais, assim como para fornecer informac6es de medidas, que podem ser relevantes para o

entendimento da funcionalidade celular e também para aplicacdo taxondmica.

Ontogenia do rudimento seminal no contexto evolutivo de Bromeliaceae

A revisdo dos caracteres embrioldgicos dos rudimentos seminais em Bromeliaceae é
apresentada na Tab. 3, que compila informacdes de 24 espécies pertencentes a 14 géneros e
seis subfamilias, incluindo B. nutans deste estudo. Com base nos dados disponiveis, nds
descrevemos os rudimentos seminais de Bromeliaceae como anatropos, bitegumentados e
crassinucelados. Essas caracteristicas sdo consideradas comuns para monocotiled6neas
(Endress, 2011). A ontogenia do rudimento seminal em Bromeliaceae, incluindo a
ginosporogénese e a ginogametogénese, mostra um padrdo comum para a familia, com
primordios de rudimento seminal trizonados, desenvolvimento monospdérico do gametofito,
tétrade do tipo linear, presenca de paredes celulares caldsicas durante a meiose, gindsporo
funcional calazal, gameto6fito do tipo Polygonum, presenca de hipdstase e origem dérmica dos
tegumentos.

As informacdes sobre o formato do gametdfito feminino sdo escassas nessa familia.
Constatou-se uma similaridade entre espécies nao relacionadas, pertencentes a Tillandsia e
Ananas, e uma distincdo entre espécies de Ananas (Tab. 3). Além disso, a presenca de uma
constricdo na regido calazal, onde as antipodas estdo localizadas, foi relatada para todos os
géneros cujo formato do gametofito feminino foi caracterizado, isto é, Tillandsia, Ananas e
Billbergia (Tab. 3), 0 que parece ser uma caracteristica estavel na familia. Esses dados

mostram que o formato do gametéfito feminino é parcialmente estavel na familia, porém
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como um todo é um caréater variavel entre espécies do mesmo género, podendo ser importante
para a taxonomia infragenérica.

De acordo com Tobe (1989), a morfologia e a histogénese dos tegumentos podem
fornecer evidéncias para subsidiar as relacdes infrafamiliares. Em monocotiledéneas, ambos
0s tegumentos sdo compostos, geralmente, por duas camadas celulares (Endress, 2011). Em
Bromeliaceae (Tab. 3), a espessura do tegumento interno permanece constante com duas
camadas celulares, a excecdo de Tillandsia aeranthos. Entretanto, o nimero de camadas
celulares do tegumento externo varia entre espécies de Tillandsioideae e entre géneros de
Bromelioideae, com géneros contendo trés ou trés a quatro camadas celulares. Portanto, a
espessura do tegumento externo mostra variabilidade nos niveis de familia e subfamilia para
Bromeliaceae e merece mais investigacBes. Considerando as familias intimamente
relacionadas a Bromeliaceae em uma posicao basal dentro de Poales (Linder & Rudall, 2005;
Givnish et al., 2010), Typhaceae apresenta os dois tegumentos compostos por duas camadas
celulares (Asplund, 1972, 1973), enquanto a maioria dos géneros de Rapateaceae possuem um
tegumento externo pluriestratificado (Venturelli & Bouman, 1988). Assim, os tegumentos
compostos por duas camadas celulares presentes na maioria das espécies de Bromeliaceae,
inclusive na subfamilia que divergiu mais cedo, e em Typhaceae, que sdo familias que
divergiram antes de Rapateaceae segundo Givnish et al. (2010), podem representar o estado
ancestral de Poales. A formacdo da micrépila a partir do tegumento interno na maioria dos
casos em Bromeliaceae (Tab. 3) contrasta com a afirmacdo de Endress (2011) de que a
micrépila formada somente pelo tegumento interno é uma caracteristica predominante para
monocotileddneas, exceto para Poales.

A presenga de um apéndice calazal tem sido registrada para a maioria dos géneros
avaliados, com excecdo de Guzmania, Orthophytum e Quesnelia (Tab. 3). Essa estrutura

possui um formato que varia bastante dentro da familia e das subfamilias, sendo geralmente
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alongada com comprimento variavel, de curto a muito longo, e com uma leve curvatura em
direcdo ao lado da rafe ou da anti-rafe, porém pode apresentar formatos distintos, como 0s
descritos para Catopsis e Puya. Dentro de Poales, um apéndice calazal também foi constatado
em Rapateaceae (Venturelli & Bouman, 1988), que é uma familia muito proxima
filogeneticamente de Bromeliaceae, e em Juncaceae, em especies de Luzula (Dahlgren et al.,
1985; Oriani et al., 2012) nas quais origina o estrofiolo da semente, como uma provavel
adaptacdo a dispersdo por insetos (Dahlgren et al., 1985). Essa estrutura também foi
observada em monocotileddneas cedo-divergentes, como Tofieldiaceae e Nartheciaceae
(Remizowa et al., 2006). Neste estudo, observou-se que o apéndice calazal € um carater
variavel em B. nutans, mostrando formas intermediarias entre espécies de Aechmea e espécies
de Orthophytum e Quesnelia. De acordo com Downs (1974), esse apéndice varia
consideravelmente entre as espécies da familia e dificilmente pode ser considerado um carater
distintivo de género. Embora sua formacdo em B. nutans inicie no rudimento seminal jovem,
em estadio de célula-mée de gindsporos, o apéndice calazal € a Gltima estrutura externa e
multicelular a se desenvolver no rudimento seminal, de modo similar ao constatado por
Brown & Terry (1992) para os apéndices petalineos nas flores de Bromeliaceae. Segundo
Takhtajan (1972), as mudancas evolutivas sdo mais freqlientes nas fases finais do
desenvolvimento das plantas, o que indica que essas fases sd0 mais suscetiveis a
modificacdes. Portanto, a morfologia do apéndice calazal em Bromeliaceae pode ndo ser um
carater apropriado para aplicacdo taxond6mica, visto que inclui variacdo intraespecifica.
Assim, sugere-se que sejam realizadas analises acuradas dessa estrutura, abrangendo
diferentes populacdes de cada espécie para o proposito taxonémico.

Com relagdo a origem do apéndice calazal, a origem subdérmica demonstrada em B.
nutans também foi observada em Pitcairnia encholirioides, o que contrasta com os dados de

outro estudo referentes a nove espécies de varias subfamilias, incluindo Bromelioideae e
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Pitcairnioideae, em que essa estrutura € considerada originaria das camadas dérmica e
subdérmica (Tab. 3). Mesmo em Catopsis, no qual uma origem dérmica foi constatada por
outros autores para o apéndice em formato de tricomas de C. paniculata, uma origem dérmica
e subdérmica foi descrita para os tricomas de C. morreniana no estudo mencionado
anteriormente. Desse modo, o apéndice calazal merece mais investigacGes na familia quanto a
sua origem, a fim de confirmar os estados de carater observados e sua aplicabilidade para a
taxonomia do grupo.

Uma caracteristica notavel é o nimero de rudimentos seminais por carpelo (Tab. 3),
que distingue a subfamilia que divergiu mais cedo, Brocchinioideae, com dois rudimentos
seminais por carpelo, das demais subfamilias, indicando que esse estado de carater pode ser
plesiomorfico na familia. Além disso, o0 nimero reduzido de rudimentos seminais por carpelo
observado em Catopsis e Ananas, que sdo géneros cedo-divergentes dentro de Tillandsioideae
e Bromelioideae, respectivamente (Barfuss et al., 2005; Sass & Specht, 2010; Givnish et al.,
2011), fornece suporte a essa hipdtese. Um padréo similar € evidenciado em Rapateaceae,
uma familia proxima de Bromeliaceae dentro de Poales (Linder & Rudall, 2005; Givnish et
al., 2010). Os géneros pertencentes a subfamilia que divergiu mais cedo, Rapateoideae,
possuem um ou dois rudimentos seminais por carpelo, enquanto Monotremoideae apresenta
um rudimento seminal por carpelo e Saxofridericioideae possui carpelos com muitos
rudimentos seminais (Venturelli & Bouman, 1988; Givnish et al., 2004; Oriani & Scatena,
2013). Embora a presenca de rudimentos seminais unicos nos carpelos caracterize todo o
clado restiideas-graminideas, tarde-divergente em Poales (Givnish et al., 2010), o que poderia
parecer um estado derivado nessa ordem, os grupos cedo-divergentes de Bromeliaceae e
Rapateaceae sdo definidos por poucos rudimentos seminais por carpelo, indicando que esse

estado de carater é provavelmente plesiomérfico em Poales.
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Dentro de Bromeliaceae, 0 ndmero de rudimentos seminais também distingue
Catopsis de outros géneros pertencentes a Tillandsioideae. Em Bromelioideae, existem oito
rudimentos seminais por carpelo em trés espécies de Aechmea (Tab. 3), diferenciando-as de
espeécies de outros géneros relacionados. De acordo com Vervaeke et al. (2003), A. fasciata e
A. chantinii possuem cerca de 304 e 90 rudimentos seminais por ovario, ou seja, cerca de 101
e 30 rudimentos seminais em cada carpelo, respectivamente. 1sso demonstra uma discrepancia
entre essas cinco espécies de Aechmea em relacdo a quantidade de rudimentos seminais. O
estudo filogenético de Faria et al. (2004) abarca trés dessas cinco espécies, de modo que A.
fosteriana e A. chantinii estdo posicionadas dentro de um mesmo clado, que é distinto do
clado que inclui A. fasciata. Nesse contexto, A. fasciata € a espécie mais distinta, tanto na
analise filogenética quanto no carater morfolégico mencionado. Segundo Sass & Specht
(2010), A. fasciata esta posicionada no clado B, separada de A. chantinii no clado A, o que
estd, mais uma vez, correlacionado com a quantidade de rudimentos seminais. Portanto, o
nimero de rudimentos seminais pode constituir um carater relevante para a taxonomia de
Aechmea.

Em um panorama evolutivo, Brocchinioideae, como a subfamilia que divergiu mais
cedo (Givnish et al., 2007, 2011), apresenta as caracteristicas supostamente plesiomérficas
para Bromeliaceae. Ademais, essa subfamilia possui uma forma reduzida de alguns
caracteres, isto €, a formacdo da micrdpila somente pelo tegumento interno, os tegumentos
compostos por duas camadas celulares, o tecido parietal formado por uma camada celular e
dois rudimentos seminais por carpelo. Na familia, os distintos estados de carater parecem ter
surgido independentemente dentro das diferentes subfamilias, em relacdo a ontogenia do
rudimento seminal, com a ocorréncia de convergéncia morfolégica em caracteres como a
formacdo da micropila por um ou por ambos 0s tegumentos, 0 numero de camadas celulares

do tegumento externo, o numero de camadas celulares do tecido parietal e o nimero de
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rudimentos seminais por carpelo (Tab. 3). Essas caracteristicas, algumas ja discutidas
anteriormente, podem contribuir para a compreensdo dos tdxons que compdem cada
subfamilia. Em Bromelioideae, alguns caracteres distinguem espécies de Aechmea de outros
géneros, como o formato das células epidérmicas do nucelo em sua regido micropilar, o
numero de camadas celulares do tecido parietal e o numero de rudimentos seminais por
carpelo. Estudos adicionais sdo necessarios para a elucidacdo das relacbes dentro de
Bromelioideae, tendo em vista que Aechmea é um grupo amplo e artificial (Almeida et al.,
2009; Schulte et al., 2009; Sass & Specht, 2010; Givnish et al., 2011), e os caracteres
morfoanatdmicos mencionados podem ser importantes nesse contexto.

Como conclusdes, sdo apresentadas informacdes inéditas para o género Billbergia.
Este estudo revela a primeira analise tridimensional do gametofito feminino em
monocotileddneas e espera-se que essa abordagem moderna seja mais explorada em
investigacOes futuras, para auxiliar tanto na interpretacdo das estruturas como na deteccdo de
novos caracteres. Ndo foram constatadas limitacdes significativas no processo reprodutivo de
Billbergia nutans. Muitos caracteres sdo sugeridos como potencialmente Uteis para a
taxonomia da familia e das subfamilias, incluindo: o formato do gametofito feminino, a
persisténcia ou proliferacdo das antipodas, a formacdo da micropila por um ou por ambos 0s
tegumentos, o numero de camadas celulares do tegumento externo, o formato das células
epidérmicas do nucelo em sua regido micropilar, 0 nimero de camadas celulares do tecido
parietal, a presenca de um apéndice micropilar, a presenca, morfologia e origem do apéndice
calazal e o nimero de rudimentos seminais por carpelo. Contudo, a morfologia do apéndice
calazal pode ser um carater inapropriado para utilizacdo na taxonomia, devido a variabilidade
intraespecifica observada em B. nutans. Sdo necessarias andlises detalhadas para cada
subfamilia, incluindo os caracteres apontados pelo presente estudo, a fim de subsidiar o

esclarecimento de suas relagfes taxondmicas e evolutivas. Este estudo mostra um cenério
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evolutivo do rudimento seminal em Bromeliaceae, no qual a subfamilia que divergiu mais
cedo, Brocchinioideae, mostra um estado reduzido de varios caracteres. Na familia, alguns
caracteres parecem ser homoplasicos e podem ser relevantes quando aplicados em niveis
taxonémicos inferiores. Em Poales, os tegumentos constituidos por duas camadas celulares e
0 reduzido namero de rudimentos seminais por carpelo sdo, provavelmente, estados de carater

plesiomorficos.
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Tabela 1. Individuos e respectivos locais de origem.

Individuo *

Local de origem

Colecéo viva — Jardim Boténico de Porto Alegre

BROM 00073
BROM 00106
BROM 00720
BROM 00739

Dois Irméos, RS, Brasil
Santa Maria, RS, Brasil
Nova Palma, RS, Brasil
Canela, RS, Brasil

Herbario ICN, Colecao viva — UFRGS

ICN 190645, CVV0433
ICN 190646, CV0434

Nova Petrépolis, RS, Brasil

Derrubadas, RS, Brasil

*ndmero de registro.
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Tabela 2. Medidas do gamet6fito feminino, a partir da sua reconstrucéo tridimensional.

Estrutura

Medida

Vum)  C(um) L (um)* P (um)*

Gametdfito feminino 231012 153 58 45
V (umd) %
Oosfera 4.436 1,92
Sinérgide 1 10.165 4,40
Af 1l 327 0,14
Sinérgide 2 11.535 4,99
Af. 2 449 0,19
Célula-média 203.400 88,05
Antipoda 1 559 0,24
Antipoda 2 639 0,28
Antipoda 3 278 0,12
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*na regido mediana; V: volume; C: comprimento; L: largura; P: profundidade; %:
porcentagem do volume da estrutura em relagdo ao volume do gametéfito feminino; A.f.
aparelho fibrilar (computado na medida do volume da sinérgide).



Tabela 3. Registros dos caracteres embriol6gicos do rudimento seminal em Bromeliaceae.

e e R :::tl‘li]::'—‘) CInGSBOLO  Nucelg Curvatwra  Tegumento(s) ~Tipode GF  50"™2°  Hipéstase  Antipodas
Brocchinioideae

1. Brocchinia reducta - Monospérico - - -- Crassimicelado  Anatropo Bitegumentado  Polygonum  -- - -
Lindmanioideae

2. Lindmania penduliflora - Monospérico  Linear - Calazal Crassimicelado  Anatropo Bitegumentado  Polygonum  -- - Persistentes
Tillandsivideae

3. Catopsis morreniana - Monospérico - - -- Crassimicelado  Anatropo Bitegumentado  Polygonum  -- - -

4. C. paniculata - Monospérico  Linear® - Calazal Crassimicelado  Anatropo Bitegumentado - - - -

3. Guzmania madisonii - Monosponico - - -- Crassimicelado  Anatropo Bitegumentado  Polygonum  -- - -

6. Tillandsia aeranthos Trizenado®  Monosporico  Linear Sim Calazal Crassimicelado  Anatropo Bitegumentado  Polygonum  -- Sim -

7. T. complanata - - Linear* - -- - Anatropo Bitegumentado - - - -

g T durn - Monespénco - - - Crassmucelado  Andtropo Bitegumentado  Polygonum - - -

9. T. meridionalis - Monosporico  Linear® Sim Calazal Crassimcelado - Bitegumentado  Polygonum  -- - -

10. T. usneoides - Monosporico  Linear - Calazal Crassimicelado  Anatropo Bitegumentado  Polygonum — Owal** - Persistentes
11. Priesea carinata Tnzenado Monespérnico  Linear Sim Calazal Crassmucelado  Andtropo Bitegumentado  Polygonum - Sim Persistentes
Pitcairnivideae

12. Pitcairnia enchelirioides ~ Trizonado Monosporico  Linear Sim Calazal Crassimicelado  Anatropo Bitegumentado  Polygonum  -- Sim -

13. F. paniculata - Monospérico - - -- Crassimicelado  Anatropo Bitegumentado  Polygonum  -- - -

14. Dyekia hedbingii - Monosponico - - -- Crassimicelado  Anatropo Bitegumentado  Polygonum  -- - -

15. D. preudococcinea Trzenado Monosporico  Linear - -- Crassimicelado  Anatropo Bitegumentado - - - Proliferativas
Puvoideae

16. Puya floccosa - Monespénco - - - Crassmucelado  Andtropo Bitegumentado  Polygonum - - -
Bromelivideae

17. Ananas bracteatus - - - - - - n N Alongadnb _ _

18. 4 comosus - Monospérico  Linear -- Calazal Crassinucelado Anatropo Bitegumentado  Polygornm  Owal® Sim Efémeras
19. dechmea alba - Monosponico - - -- Crassimicelado  Anatropo Bitegumentado  Polygonum  -- - -

20. 4 conglomerata - Monospérico - - -- Crassimicelado  Anatropo Bitegumentado  Polygonum  -- - -

21. 4 fosteriana - Monospérico - - -- Crassimicelado  Anatropo Bitegumentado  Polygonum  -- - -

21, Billbergia nutans Tnzenado Monosporico  Linear Sim Calazal Crassimicelado  Anatropo Bitegumentado  Polygorum  Elipscide® Sm Persistentes
23, Orthophytum vagans - Monospérico - - -- Crassimicelado  Anatropo Bitegumentado  Polygonum  -- - -

4. OQuesnelia edmundoi - Monospérico - - -- Crassimicelado  Anatropo Bitegumentado  Polygonum  -- - -




93

. Micropila - TI- TI-n" TE - TE-n® EN - formato TP -n*° + Origem do N* RS/
e Tegumento(s) origem camadas  origem camadas  celular na RM  camadas = e AC — carpelo § e
1. Interno - 2 - 2 Alengado 1 Sim Mute longo sumza Sim 2 Sajo et al. 2004)
2. - - 2 - 2 - -- - - - -- - Lakshmanan (1967)
e e y ) Dérmica e . .
3. -- - - - - Alongado Varias Sim Tricomas subdérmica Sim 8 Sajo er al 2004)
4. Interno* Dérmica 2 Dérmica 4 - - Sim Tncomas multicelulares Dérmica -- 6-10 Palaci et al. (2004)
3. - - - - - Alengado 1 Nio - - Sim Muitos Sajo et al (2004)
6 Intemo Démmica 2.3 Démmica 34 - - - - - - Muitos ~ _opimd efal Q011)
’ - Spat (2012)
7. - - - - - - - Sim cump e curvo emdiregio - - Palaci et al. (2004)
8 Ambos - 2 - 2 Alongado 1 Sim Curto ?uf?;:;;a Sim Muitos Sajo et al (2004)
@ - - - - - - - - - - -- -- Papim ef al (2011)
10. - - - - - - -- - - - -- - Billings (1904)
11. Ambos Deérmica 2 Dérmica 3 Alongado - - - - -- -- Sartori (2008)
12. Interno Dérmica 2 Démica 2 - - Sim EE}E ecurvoemdirecio g gini, -~ Mendes et al. (2013)
.- Longo e curve em Démmica e ] . —
13. Interno - 2 - 2 Alengado 1 Smm direcio & rafe* subdérmica Sim Muitos Sajo et al. 2004)
P .- Dérmica e - —
14. - - - - - Alengado Viras Stm - subdérmica Nio 10 Sajo et al 2004)
. Longo e curve em . Conceicio ef al.
5 - - - - - - g - -
15 ! Sim direcdo 4 rafe* Multos 5007); Mendes (2008)
16. Interno - 2 - 2 Alongado Varias® Sim Achatado lateralmente ~ DormiCa e Nio Muitos Sajo et al. (2004)
subdérmica
17. - - - - - - -- - - - -- - Rao & Wee (1979)
Wee & Rao (1974);
— 2 — N - — - - iy :
18 Interno 2 3 Alongado 13 8-28 Rao & Wee (1979)
- .- Dérmica e - S
19. Interno - - - - Nio alengado 1 Sim - subdérmica Nio 8 Sajo er al 2004)
- .- . Démmica e - S
20 Interno - 2 - 2 Nio alengado 1 Sim Muite longo subdérmica Nio 8 Sajo er al 2004)
= .- Dérmica e - S
21 Interno - - - - Nio alongado 1 Sim - subdérmica Nio 8 Sajo et al 2004)
L _— .- Vestigial a curto, curvo . = Muitos
22 Intemno Démmica 2 Démmica 34 Alengado 1-2 Smm em direio 4 anti_rafe Subdérmica Nio (~100) Este estudo
23 Ambos - 2 - 2 Alongado 1 Nao - -- Nio Muitos Sajo er al 2004)
24 Ambos - 2 - 2 Alongado Varias® Nio - - Nio Muitos Sajo et al 2004)

*interpretado pelos autores deste estudo, com base nas figuras dos respectivos estudos. reinterpretado. — relativizado (curto: menor do que a metade do comprimento do mudimento seminal: longo: maior do que a metade do
comprimento do mdimento seminal; muito longo: igual ou maior do que o comprimento do rudimento seminal). fDeve ser considerado que “muitos™ é subjetivo e pode variar entre os autores_ * com constrigio na regiio calazal . ®
com constrigio nas regides média e calazal. “Pode variar entre 2 e 4 camadas celulares, mas ndo houve especificacio para cada espécie. AC: apéndice calazal; AM: apéndice micropilar; EN: epiderme mucelar; GF: gametofito
feminino; BM: regifio micropilar; BS: mdimento seminal; TE: tegumento externo; TL: tegumento interno; TP: tecido parietal.
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Fig. 1. Formagdo do rudimento seminal e ginosporogénese em Billbergia nutans. a. Formagdo da placenta. b. Formagao do
primordio de rudimento seminal. ¢. Primérdio trizonado, com inicial arquesporial. d. Rudimento seminal com inicial arques-
porial mais alongada e inicio do desenvolvimento do tegumento interno. e. Rudimento seminal com célula-mae de gindspo-
ros e inicio do desenvolvimento do tegumento externo. f. Rudimento seminal com célula-mae de gindsporos alongada em
profase I, com tegumentos e apéndice calazal. g. Célula-mae de gindsporos alongada em profase . h. Diade de gindsporos.
i. Tétrade de gindsporos com gindsporo funcional calazal. j. Ginosporo funcional mais desenvolvido e demais gindsporos
em degeneragdo. g-i. Detalhe: deposicdo de calose. ac: apéndice calazal; cm: célula-mae de gindsporos; gd: gindsporos de-
generados; gi: gindsporo funcional; ia: inicial arquesporial; L1: camada dérmica; L2: camada subdérmica; L3: camada cen-
tral; pr: primérdio de rudimento seminal; te: tegumento externo; ti: tegumento interno. Barras= 100um (b); 50pm (a, f);
25um (g, i, j); 20um (c-e, h).
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Fig. 2. Ginogametogénese em Billbergia nutans. a. Gametofito feminino uninucleado. b. Gametéfito feminino binucleado
(setas brancas: células nucelares degeneradas). ¢. Segundo ciclo mitdtico em anafase (setas pretas) d. Gametdfito feminino
tetranucleado (setas brancas: células nucelares degeneradas). e, f. Detalhes do terceiro ciclo mitético com quatro placas de
metafase (setas pretas), em se¢des seriadas. g-j. Detalhes do gametdfito feminino octonucleado celularizado, em segdes se-
riadas. k-n. Detalhes do gametofito feminino maduro, em se¢des seriadas. o, p. Aparelho oosférico corado com Calcofluor
White e Vermelho de Ruténio, respectivamente, indicando por¢ao distinta da parede celular (setas). al-a3: antipoda; af: apa-
relho fibrilar; cm: célula-média; hi: hipdstase; n1-n8: nicleo; np: nticleo polar; 0o: oosfera; si: sinérgide. Barras= 20pum.
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Fig. 3. Reconstrugdo tridimensional do gametdfito feminino maduro em Billbergia nutans, com os nicleos polares em uma
posigdo calazal. a, b. Gametodfito feminino, em vista frontal. e¢. Aparelho oosférico em vista frontal, mostrando a oosfera
com o nucleo em posi¢do micropilar. d. Aparelho oosférico em vista lateral. Em cada figura, a célula-média é cinza, as si-
nérgides sdo rosa, os aparelhos fibrilares sdo rosa-escuro, a oosfera é verde, as antipodas sdo laranja-claro, os vacuolos sdo
azul-claro e os nucleos e nucléolos sdo azul-escuro. Barras= 20pum.
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Fig. em se¢ao tra s carpelos, trés lacentag@o
axial com muitos rudimentos seminais. b, ¢. Rudimento seminal com apéndice calazal de comprimento intermediario e
curvo em direcdo a anti-rafe (seta: idioblasto contendo rafides; asterisco: tegumento externo fusionado ao funiculo), em
se¢do longitudinal (em seu plano de simetria) e M.E. V., respectivamente. d. Parte do rudimento seminal em detalhe. e, f.
Apéndice calazal vestigial e alongado e curvo (seta), respectivamente. ac: apéndice calazal; en: epiderme nucelar; fv: feixe
vascular; gf: gametofito feminino; te: tegumento externo; ti: tegumento interno. Barras= 1mm (a); 100pm (b, ¢); S0um (d-f).
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CAPITULO IV

Imunolocalizacdo de pectinas e proteinas arabinogalactanos no rudimento seminal e

obturador de Billbergia nutans (Bromeliaceae, Poales) antes e ap6s a fecundacao



99

Resumo

O gineceu desempenha um papel fundamental na reproducdo das angiospermas. Porém, as
interacdes polen-pistilo no interior do ovario sdo pouco estudadas. As pectinas e as proteinas
arabinogalactanos (AGPs) tém sido identificadas como componentes de parede celular
importantes durante 0os processos reprodutivos. Este estudo visa identificar as pectinas e
AGPs no rudimento seminal e obturador de Billbergia nutans (Bromeliaceae, Poales) antes e
apos a fecundacéo, a fim de acrescentar dados sobre a dindmica quimica no ovario e verificar
a distribuicdo dessas moléculas em uma monocotiledénea comelinidea, em uma perspectiva
comparativa. Em estadio anterior a polinizacao, estdo presentes homogalacturonanos (HGS)
parcialmente metil-esterificados (JIM7), arabinanos (LM6), galactanos (LM5) e AGPs (JIM8,
JIM13) nos rudimentos seminais, e HGs parcialmente metil-esterificados (JIM7) e galactanos
(LM5) no obturador. Apods a fecundacdo, ocorrem algumas modificacdes nesses tecidos,
especialmente o desaparecimento da marcacdo com o JIM8. A modulacédo espacial encontrada
entre arabinanos, galactanos e AGPs no ovario de B. nutans demarca a trajetéria porogamica
do tubo polinico em direcdo ao gametdfito feminino. Possiveis fungbes para esses compostos
sdo discutidas. A presenca dessas moléculas antes da polinizacdo demonstra que sua producéo
é regulada pelo desenvolvimento. A deteccdo quimica dessa trajetoria tem sido observada em
rudimentos seminais de outras espéecies de angiospermas. Entretanto, cada espécie possui um
conjunto especifico de epitopos, aparentemente ndo relacionado a sua posicao filogenética. A
ocorréncia de galactanos e a distribuicdo singular de arabinanos no rudimento seminal, assim
como a marcagdo de pectinas e auséncia de AGPs no obturador de B. nutans, destacam-se
como dados inéditos para a literatura. S80 mostradas evidéncias para relagdes das pectinas e
AGPs nas interacBes polen-pistilo dentro do ovario, as quais provavelmente envolvem
sucessivos sinais direcionais para a atragdo do tubo polinico.

Palavras-chave: AGPs, Bromeliaceae, imunolocalizagdo, ovério, pectinas
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Introducéo

O gineceu desempenha um papel fundamental na reproducdo sexuada das
angiospermas, atraves de mdaltiplas funcbes. As interacdes polen-pistilo envolvem sinais de
reconhecimento, crescimento heterotréfico do tubo polinico através do tecido transmissor e
orientacdo dos tubos polinicos em direcdo aos rudimentos seminais (Herrero & Hormaza,
1996; Sanchez et al., 2004). Diversos estudos indicam que o gineceu fornece sinais quimicos
para a atracdo dos tubos polinicos ao longo de sua trajetoria (Chao, 1979; Cheung et al., 1995;
Wu et al., 1995; Higashiyama et al., 2001; Lord, 2003; Kim et al., 2003; Palanivelu et al.,
2003; Martén et al., 2005). Muitos mecanismos tém sido descritos tanto no estigma quanto no
estilete, 0s quais sustentam o pressuposto dessa estratégia. Entretanto, poucos estudos foram
realizados com enfoque na por¢cdo ovariana do gineceu, 0s quais também sugerem uma
intensa interacdo com o gametofito masculino nessa regido (Cheung & Wu, 1999; Herrero,
2000; Higashiyama et al., 2001; Martdn et al., 2005). Muitos taxons apresentam um tecido
transmissor ovariano, denominado obturador (Tilton & Horner, 1980), porém o conhecimento
sobre a sua funcéo ainda é bastante restrito (Herrero, 2000).

As paredes celulares vegetais sdo estruturas altamente complexas e dinamicas, as quais
sdo essenciais para o desenvolvimento celular e o crescimento dos 6rgdos (Knox, 2008). Essas
estruturas podem controlar o metabolismo e o desenvolvimento celular e determinar as
interacdes ceélula-célula (Pennell, 1998). Nesse contexto, analises da parede celular em
estruturas reprodutivas tém revelado dados importantes com relagdo ao desenvolvimento
embrioldgico e as interagdes polen-pistilo, como os estudos de Pennell et al. (1991), Jauh &
Lord (1996), Coimbra & Duarte (2003) e Coimbra et al. (2007). Assim, a investigacdo da
composic¢do das paredes celulares do gineceu pode aprimorar a compreensdo sobre o topico

das interacGes polen-pistilo, como os tipos de moléculas associadas com as diferentes células
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e tecidos, suas dindmicas e possiveis funcdes. Atualmente, as técnicas de imunolocalizacdo
constituem um dos melhores métodos para discernir aspectos das microestruturas de parede
celular e localizar os polimeros in situ no interior dos tecidos (Willats et al., 2000; Knox,
2008).

Entre os componentes de parede celular, as pectinas constituem a familia de
polissacarideos mais complexa estruturalmente na natureza, compondo aproximadamente
35% das paredes celulares primarias na maioria das angiospermas, 2-10% das paredes
celulares primarias em gramineas e outras monocotiledéneas comelinideas e até 5% das
paredes celulares em tecidos lignificados (Mohnen, 2008). As pectinas apresentam diferentes
dominios de glicanos, sendo os mais conhecidos os homogalacturonanos (HG) e os
ramnogalacturonanos | (RGI). Os HG sdo homopolimeros lineares, nos quais alguns grupos
carboxilicos sdo metil-esterificados. Ja os RGI apresentam um esqueleto ligado a diversas
cadeias glicanas, principalmente arabinanos e galactanos (Ridley et al., 2001; Willats et al., 2006;
Caffall & Mohnen, 2009). A complexidade da estrutura péctica proporciona uma
multiplicidade de epitopos que, por sua vez, sdo responsaveis por fungdes Unicas no
crescimento e desenvolvimento vegetal (Ridley et al., 2001; Mohnen, 2008). As pectinas
também sdo fundamentais em processos relacionados aos 06rgaos reprodutivos, como o
crescimento de tubos polinicos, a hidratacdo de sementes e o desenvolvimento de frutos
(Willats et al., 2001; Mohnen, 2008). Ademais, sdo apontadas como moléculas importantes
para a adesdo dos tubos polinicos ao tecido transmissor (Jauh & Lord, 1996).

As proteinas arabinogalactanos (AGPs) tém sido tradicionalmente definidas como uma
classe de glicoproteinas ricas em hidroxiprolina (HRGPs) que consistem de um esqueleto
protéico altamente glicosilado por carboidratos complexos ricos em galactose e arabinose
(Showalter, 1993; Du et al., 1996a; Showalter, 2001; Seifert & Roberts, 2007). As AGPs

estdo localizadas, em geral, nas membranas plasméticas, paredes celulares e secrecGes
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(Showalter, 2001), e estdo possivelmente envolvidas na sinalizacdo célula-célula, interacfes
célula-matriz, adesdo célula-célula, reconhecimento célula-célula e identidade celular (Pennell
et al., 1991; Showalter, 1993; Du et al., 1996a; Majewska-Sawka & Nothnagel, 2000). As
AGPs sdo extremamente abundantes nos tecidos reprodutivos, e com relacdo ao gineceu
existe uma série de dados sobre o estigma e o estilete, enquanto sdo raras as informacdes
sobre o ovério (Cheung & Wu, 1999), o que reflete a escassez generalizada de dados acerca
dos tecidos ovarianos no contexto das interagdes polen-pistilo, como mencionado
anteriormente. De acordo com Costa et al. (2013), a maioria das pesquisas que dizem respeito
as AGPs estdo focadas em organismos modelo como Arabidopsis, de modo que estudos
comparativos de um amplo espectro filogenético de espécies sdo necessarios para a
compreensdo da diversidade dessas proteinas e suas funcdes.

Os estudos de imunolocalizacdo que descrevem a composicao quimica dos rudimentos
seminais em angiospermas estdo centrados na deteccdo de AGPs (Pennell et al., 1991;
Coimbra & Salema, 1997; Coimbra & Duarte, 2003; Chudzik et al., 2005; Coimbra et al.,
2007; Chudzik et al., 2010; Costa et al., 2013), sendo que apenas Costa et al. (2013)
incorporaram as pectinas como moléculas alvo de sua investigacdo. Além disso, esses estudos
ndo incluem qualquer representante da ordem Poales, nem mesmo do grupo de
monocotileddneas comelinideas sensu APG (2009). Esses grupos taxondmicos sao
conhecidos por conter uma composicdo de parede celular peculiar, em comparacdo com as
demais angiospermas (Smith & Harris, 1999; Popper, 2008; Mohnen; 2008). Considerando a
atual posicao filogenética de Bromeliaceae, como a familia que divergiu mais cedo dentro de
Poales (Givnish et al., 2010), torna-se muito interessante a investigagdo dessa familia com o
proposito de comparacgdo de determinadas caracteristicas das plantas com flores.

Billbergia nutans H. Wendl. ex Regel (Bromeliaceae) é umas das bromélias mais

amplamente cultivadas. Essa espécie possui ovario tricarpelar, trilocular e infero, com um
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obturador revestindo a placenta (Fagundes & Mariath, 2010). As investigacOes sobre a
ontogenia do rudimento seminal e o processo de fecundacdo mostram que essa espécie possuli
uma trajetéria porogamica dos tubos polinicos, e que o obturador sofre modificacOes
estruturais em funcdo de sua atividade secretora durante o periodo de abertura da flor
(Fagundes & Mariath, resultados néo publicados).

O objetivo deste estudo € identificar os epitopos de pectinas e de AGPs no rudimento
seminal e obturador de Billbergia nutans (Bromeliaceae, Poales) antes e ap0s a fecundacéo, a
fim de aprofundar o conhecimento sobre os compostos quimicos envolvidos das interacdes
polen-pistilo no interior do ovario, bem como sua dindmica, e verificar o padrdo de
distribuicdo dessas moléculas em uma monocotileddnea comelinidea, pertencente a Poales,

em comparacao as demais angiospermas.

Material e métodos

Material botanico e microscopia de luz

Botdes florais proximos de sua abertura e flores em pds-antese foram obtidos a partir
da Colecdo Viva de Bromeliaceae do Jardim Botanico de Porto Alegre, sob o nimero de
registro BROM 00739, e a partir da colecdo viva do Laboratério de Anatomia Vegetal da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) sob o nimero CV 0434 com exsicata
depositada no Herbario ICN da mesma instituicdo (ICN 190646). De acordo com o0s estudos
realizados com a espécie, mencionados anteriormente, dois estadios bem definidos do ovario
foram estabelecidos para este estudo: i) estadio anterior & polinizagdo, com rudimentos
seminais maduros, contendo um gametofito do tipo Polygonum, e obturador (Fig. 1a-b) e ii)

estadio posterior a fecundagdo, com a presenca de rudimentos seminais com zigoto e
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endosperma bicelular, tubos polinicos visiveis, e obturador com paredes celulares labirinticas
e producdo de exsudato (Fig. 1c-d).

Para a preparacdo das secOes histoldgicas, o material botanico foi fixado em
glutaraldeido 1% e formaldeido 4% em tampao fosfato de sédio 0,1M, pH 7,2 (McDowell &
Trump, 1976), e lavado em tampéo fosfato de sodio, 0,1M, pH 7,2 e, apds, em agua destilada.
Foi realizada desidratacdo em série etilica ascendente e inclusdo com resina LR White Hard
Grade (London Resin Company) em capsulas de gelatina. As se¢des foram confeccionadas
com 4um de espessura, utilizando-se micrétomo de rotacdo Zeiss, Microm HM 340 E,
distendidas em laminas de vidro e coradas com Azul de Toluidina O 0,05%, pH 4,4, (Feder &
O’Brien, 1968) para microscopia de luz. Algumas laminas foram reservadas para a

imunolocalizacdo de pectinas e AGPs com anticorpos monoclonais (MADbs).

Imunolocalizacdo de pectinas e AGPs

Os anticorpos monoclonais utilizados para o reconhecimento de epitopos de pectinas
(JIM5, JIM7, LM5, LM6) e de AGPs (JIM8, JIM13) estdo descritos na Tab. 1. Esses MAbs
foram fornecidos pelo Dr. Paul Knox, do Centre for Plant Sciences, da Universidade de
Leeds, Reino Unido.

Para a marcacdo das se¢cdes com 0s anticorpos monoclonais, as laminas foram tratadas
com solucdo de proteina de leite (PL) em p6 desnatado 3% em tampdo fosfato salino (PBS),
pH 7,4, durante 30 minutos, com posterior lavagem em PBS. Realizou-se a incubacdo com o
anticorpo primario (diluido 1:10 em PL/PBS) por 2 horas. Apos lavagem em PBS, foi feita a
incubagdo com o anticorpo secundario anti-rat-lgG conjugado com FITC (Sigma) (diluido
1:100 em PL/PBS) por 1 hora em camara escura, seguido por outra lavagem em PBS.
Posteriormente, as laminas foram montadas com anti-fade constituido por 0,1% de para-

fenilediamina (PPD) (Sigma), 10% de tampao fosfato de s6dio 10 mM com 0,15 M de NaCl e



105

90% de glicerol. As analises foram realizadas em epifluorescéncia no microscopio Leica
DMR HC (filtro de excitagdo 450-490nm), com camera fotogréafica digital Leica DFC 500 e
programa de captura de imagens Leica Application Suite — LAS, versdo 3.8.

O controle foi verificado pela omissdo da etapa de incubacdo com o anticorpo
primario. Para as se¢des incubadas com anticorpos monoclonais anti-pectinas, também foi
feito um tratamento enzimatico para remocdo de homogalacturonanos (HG) anterior a
incubacdo com os MAbs, como outra forma de controle. Esse pré-tratamento foi realizado
com a incubacéo das se¢bes em solucao de carbonato de sddio (Na,CO3) 0,1M, pH 11,4, por 2
horas, lavagem em PBS, incubacdo com pectato liase (de Aspergillus sp., Megazyme) em
tampédo Tris-HCI (dilui¢do de 1:100), pH 8,0, por 2 horas, com posterior lavagem em PBS

(Hervé et al., 2011).

Resultados

Estadio anterior a polinizacédo

No ovério em estadio anterior a polinizacdo de Billbergia nutans, existem padrfes de
localizagdo distintos entre os epitopos analisados. HGs parcialmente metil-esterificados
(JIM7) estdo amplamente distribuidos nas paredes celulares do rudimento seminal (Fig. 2a).
No nucelo, essa marcacdo é intensa na regido micropilar e ao redor do gametofito feminino e
é fraca ou ausente nas demais regides (Fig. 2a). Arabinanos (LM®6) sdo evidentes nas paredes
das células do gametofito feminino, no tecido nucelar ao redor do gametéfito feminino e na
regido micropilar do nucelo, incluindo a epiderme nucelar (Fig. 2b). Os galactanos (LM5)
estdo presentes nas mesmas regides do nucelo em que ocorrem o0s arabinanos, e também na
regido micropilar dos tegumentos (Fig. 2c). A localizacdo de galactanos nas paredes da

epiderme nucelar ocorre de maneira mais restritiva, em relagdo aos arabinanos (Fig. 2b-c). As
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AGPs mostram diferentes distribuicdes de acordo com o anticorpo utilizado, de modo que
JIM13 marcou as paredes celulares do gametofito feminino e o nucelo ao seu redor (Fig. 2d) e
JIM8 detectou AGPs delimitando o canal micropilar (Fig. 2e). O aparelho fibrilar (Fig. 2a-b,
d-e, ver detalhes) consiste de HGs parcialmente metil-esterificados (JIM7) e de AGPs (JIM8,
JIM13) distribuidos de forma heterogénea, concentrados na sua regido apical (Fig. 2a, d-e), e
de arabinanos (LM®6) distribuidos de forma homogénea (Fig. 2b). Nas paredes celulares do
obturador, assim como na placenta, sdo detectados HGs parcialmente metil-esterificados
(JIM7) com ampla distribuicdo (Fig. 2f). Os galactanos (LM5) também estdo amplamente
distribuidos nas paredes celulares do obturador e placenta, com marcagdo intensa no tecido

vascular, especificamente no floema (Fig. 2g).

Estadio posterior a fecundacéo

Apés a fecundacdo, a distribuicdo dos epitopos de pectinas e AGPs detectados pelos
anticorpos monoclonais sdo muito similares ao estadio anterior, com apenas algumas
modificagdes. No rudimento seminal, os arabinanos (LM6) mantém uma distribuicéo
semelhante neste estadio, ocorrendo nas células do gametéfito feminino, incluindo o zigoto, e
na epiderme nucelar, porém desaparecem do tecido nucelar ao redor do gametofito feminino
(Fig. 3a). Do mesmo modo, os galactanos (LM5) apresentam uma distribuicdo similar ao
estadio anterior, ocorrendo também nas paredes celulares do zigoto (Fig. 3b). As AGPs
reconhecidas pelo JIM13 estdo presentes como no estadio anterior, incluindo a marcagdo no
zigoto (Fig. 3c), porém as AGPs reconhecidas pelo JIM8 ndo sdo mais detectadas no canal
micropilar. No aparelho fibrilar (Fig. 3a, c¢), a marcagdo com o LM6 para arabinanos
apresenta-se mais intensa (Fig. 3a), e a marcagdo com o JIM8 para AGPs desaparece. No
obturador e placenta, HGs parcialmente metil-esterificados (JIM7) e galactanos (LM5) estdo

amplamente distribuidos, inclusive nas paredes celulares labirinticas e no exsudato
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proveniente das células do obturador (Fig. 3d-e). Arabinanos (LMG6) estdo presentes no
obturador durante este estadio, apesar da fraca marcacdo (Fig. 3f). As paredes celulares dos
tubos polinicos exibem HGs parcialmente metil-esterificados (JIM7), arabinanos (LM6) (Fig.
3a) e AGPs com fraca marcacdo (JIM13) (Fig. 3c, ver detalhe). A marcacdo com JIM13
ocorre ao longo da parede do tubo polinico, mas ndo foi detectada na sua porc¢do apical em
contato com o rudimento seminal (Fig. 3c).

N&o houve marcagdo com o JIM5, em nenhum dos dois estadios.

Discussao

Imunolocalizacdo de pectinas e AGPs no rudimento seminal e obturador de Billbergia nutans

Neste estudo, a modulacédo espacial encontrada entre epitopos de pectinas — arabinanos
e galactanos — e de AGPs nos tecidos do ovario de B. nutans claramente delimita a trajetoria
porogamica do tubo polinico em direcdo ao gametofito feminino. Cada um desses epitopos de
pectinas e AGPs mostra uma distribuicdo particular e, quando analisados de forma conjunta,
evidenciam a trajetoria do tubo polinico.

Tendo em vista os padrbes de localizacdo obtidos neste estudo, determinadas funcbes
sdo consideradas e discutidas para os epitopos de pectinas e de AGPs. Um declinio na
expansibilidade da parede celular e um aumento no enrijecimento da parede tém sido
correlacionados com um aumento de complexos HG-célcio, derivados de HGs néo
esterificados (Caffall & Mohnen, 2009). Nos frutos de Phaseolus vulgaris, os HGs aumentam
constantemente durante a expansao celular. Durante a maturacéo e senescéncia desses frutos,
0s HGs continuam a acumular, com demetilacdo, facilitando a formag&o dos complexos HG-
calcio (Stolle-Smits et al., 1999). Levando em consideragdo que o MAb JIM7 liga-se a

epitopos de pectinas com relativa alta metil-esterificacdo (Knox et al., 1990; Clausen et al.,
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2003), a distribuicdo de HGs marcados pelo JIM7 nos rudimentos seminais maduros de B.
nutans pode ser fundamental para a expansibilidade da parede celular no rudimento seminal
como um todo durante o desenvolvimento da semente, com a excecao das regides nucelares
ndo marcadas ou fracamente marcadas, que estdo destinadas a degradacdo durante esse
processo.

Os arabinanos e os galactanos tém sido identificados como polimeros altamente
moveis através de interacfes com a agua (Fenwick et al., 1999; Renard & Jarvis, 1999; Ha et
al., 2005). Embora as func@es especificas desses polimeros nas paredes celulares ndo estejam
claras, varias linhas de evidéncias implicam RGI, o esqueleto péctico para os arabinanos e
galactanos, na regulacdo das propriedades mecanicas da parede celular (McCartney et al.,
2000; Jones et al., 2003, 2005; Moore et al., 2006, 2008; Verhertbruggen et al., 2009, 2013).
Jones et al. (2003, 2005) demonstraram que 0s arabinanos pécticos sdo essenciais para a
manutencdo da flexibilidade das células-guarda e da abertura e fechamento estomatico em
uma gama de espécies, incluindo as comelinideas Zea mays e Commelina communis. Na
planta da ressurreicdo Myrothamnus flabellifolia, Moore et al. (2006, 2008) revelaram que as
paredes celulares sdo capazes de extrema flexibilidade em resposta a perda de agua, 0 que se
considera estar ligado ao fato de que essas paredes celulares sdo constitutivamente protegidas
e ricas em arabinose, provavelmente arabinanos e/ou arabinogalactanos. No rudimento
seminal de B. nutans, considerando que o tubo polinico penetra a regido micropilar do nucelo
através do apoplasto, essas células nucelares necessitam de uma arquitetura de parede celular
flexivel, a fim de permitir a passagem do tubo polinico. Essa precisa regido do nucelo
coincide com a distribuicdo especifica de cadeias laterais de RGI, especialmente arabinanos,
indicando que esses polimeros podem estar relacionados a elasticidade da parede celular,

nesse caso, em estruturas reprodutivas.
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As proteinas arabinogalactanos possuem multiplas funcGes no crescimento e
desenvolvimento vegetativo, reprodutivo e celular (Majewska-Sawka & Nothnagel, 2000;
Showalter, 2001; Seifert & Roberts, 2007). Muitos cenarios ou modelos podem ser
visualizados onde as AGPs servem como moléculas de sinalizacdo celular e/ou adeséo celular
envolvidas em variados aspectos do crescimento e desenvolvimento (Showalter, 2001). Com
relacdo a reproducdo sexual das plantas, muitas observagdes levaram a hipdteses de que as
AGPs presentes no gineceu atuam no reconhecimento celular, na adeséo celular, e na nutrigcdo
e orientacdo do tubo polinico (Cheung & Wu, 1999). Com a utilizacdo do reagente Yariv, foi
demonstrado que os tecidos do ovario de duas espécies de Nicotiana apresentam quantidade
significativa de AGPs (Gane et al., 1995; Cheung & Wu, 1999). Em Nicotiana alata, o nivel
de mRNA do gene AGPNa3 € maximo nos pistilos maduros e, cinco dias depois, declina para
um nivel muito baixo (Du et al., 1996b). Outros resultados indicam que AGP18, um gene gque
codifica uma proteina arabinogalactano, é essencial para o estabelecimento da fase
gametofitica feminina em Arabidopsis (Acosta-Garcia & Vielle-Calzada, 2004). Em B.
nutans, a distribuicdo de AGPs delimitando a trajetoria do tubo polinico em rudimentos
seminais maduros aponta para possiveis fun¢des no processo de chegada do tubo polinico que
leva a fecundacdo, como suporte bioquimico ou sinalizacdo direcional para o tubo polinico
atingir seu alvo, bem como adesdo celular, em acordo com as descobertas mais recentes com
relacdo as AGPs.

Numerosas investigacdes demonstram que a expressdo das AGPs é regulada pelo
desenvolvimento, tanto no espaco quanto no tempo (Majewska-Sawka & Nothnagel, 2000).
De acordo com Pennell et al. (1991), a expressdo do epitopo correspondente ao JIM8 ¢é labil,
sendo regulada temporalmente e espacialmente de uma forma complexa durante o curto
periodo que leva a fecundacdo. A partir dos resultados obtidos neste estudo, nds corroboramos

essa informacdo com respeito @ modulacdo temporal do epitopo identificado por JIM8, ja que
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esse apresentou a modificagdo mais marcante no rudimento seminal de B. nutans, estando
presente no canal micropilar e no aparelho fibrilar antes da polinizacdo e desaparecendo
totalmente logo apos a fecundacdo. Esse epitopo pode estar intimamente ligado ao processo
de fecundacdo em B. nutans.

Com base na histoquimica, o aparelho fibrilar parece estar composto por celulose,
hemiceluloses, pectinas, calose e proteinas (Huang & Russell, 1992). Como o aparelho fibrilar
aumenta muito a area de superficie da membrana plasmatica no pdlo micropilar da sinérgide e
o citoplasma préximo contém uma alta concentracdo de organelas secretoras, acredita-se que
essa estrutura facilite o transporte de substancias para o interior e para 0 exterior das
sinérgides (Punwani & Drews, 2008). A proposta de que as sinérgides sdo fonte de um
atrativo para o tubo polinico foi confirmada recentemente em Torenia, visto que 0s
rudimentos seminais cujas sinérgides sofreram ablacdo falharam em sua funcdo atrativa
(Higashiyama et al., 2001). O aparelho fibrilar mostra, com freqliéncia, uma organizacédo
bastante complexa e uma estrutura heterogénea, com uma regido central densa e uma regido
translucida periférica (Willemse & van Went, 1984; Huang & Russell, 1992) as quais
consistem, respectivamente, de um conjunto de microfibrilas firmemente arranjadas e uma
menor quantidade de microfibrilas organizadas de modo mais frouxo (Schulz & Jensen,
1968). Na bromélia Pitcairnia encholirioides, Mendes (2012) descreve duas regides distintas
no aparelho fibrilar antes da entrada do tubo polinico, a matriz densa constituida de HGs
parcialmente metil-esterificados e mananos e a matriz translicida composta de xiloglucanos e
AGPs reconhecidas pelo JIM13. Billbergia nutans revela uma composicéo heterogénea, mas
ndo exatamente bifasica, do aparelho fibrilar, com pectinas e AGPs ocorrendo em diferentes
regides da estrutura, de modo que a concentracdo de AGPs na sua regido apical pode indicar
um papel na sinalizacdo para o tubo polinico, enquanto a distribui¢cdo uniforme de arabinanos

pode ser indispensavel para a flexibilidade da parede celular, como ja discutido anteriormente,
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a fim de permitir ou facilitar a entrada do tubo polinico no interior da sinérgide. Ainda neste
estudo, a presenca de HGs reconhecidos pelo JIM7 pode estar relacionada a expansibilidade
da parede celular, em acordo com o que ja foi exposto.

Quanto a parede celular do tubo polinico, a distribuicdo de HGs, arabinanos e AGPs
reconhecidas pelo JIM13 em B. nutans pode apontar funcbes discutidas acima, como a
sinalizacdo celular na interface gametofito feminino/masculino e a flexibilidade de parede
para o crescimento do tubo polinico através da rota apoplastica que compreende o tecido
nucelar e o aparelho fibrilar. E interessante assinalar que a composicdo de parede celular
detectada pelo uso de MAbs em B. nutans € muito similar entre o tubo polinico e o aparelho
fibrilar, 0 que pode representar um fator essencial para a interacdo dos gametofitos. Entre os
varios anticorpos monoclonais para AGPs, a presenca de epitopos reconhecidos pelo JIM13 e
pelo LM2 é recorrente na parede celular dos tubos polinicos das familias analisadas (Nguema-
Ona et al., 2012). A ocorréncia de epitopos de RGI nas paredes celulares dos tubos polinicos
também tem sido detectada em outras angiospermas, em quantidades significativas. Um
estudo recente sobre as paredes celulares dos tubos polinicos em Arabidopsis thaliana revelou
que o total de residuos galactosil abrange quantidades semelhantes de residuos
arabinogalactanos tipo-1 e tipo-I1l, tipicos de RGI e AGPs, respectivamente (Dardelle et al.,
2010). Em A. thaliana, essas AGPs sdo reconhecidas pelo MAC207 e LM2, e ndo o sdo pelo
JIM13 e JIM8, o que difere de B. nutans (Pereira et al., 2006). Nos tubos polinicos de
Nicotiana alata, o extrato total de parede celular é composto, principalmente, por arabinanos
e calose, com pequenas quantidades de celulose e glicoproteinas ricas em hidroxiprolina (Rae
et al., 1985), de modo que as AGPs, se existentes, sdo consideradas como uma parte nao
significativa das paredes celulares. Assim, os estudos focados na caracterizagdo bioquimica da

parede celular do tubo polinico, ao todo, indicam que as AGPs ocorrem nessas paredes
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celulares e que existe uma variacdo na quantidade, estrutura e extensdo dessas AGPs
(Nguema-Ona et al., 2012).

Em B. nutans, os epitopos de AGPs e pectinas que delineiam a trajetéria do tubo
polinico ocorrem em flores ainda ndo polinizadas, o que sugere que a producdo dessas
moléculas ndo é desencadeada pela polinizacdo, mas regulada pelo desenvolvimento. Essa
caracteristica também foi observada para epitopos de AGPs em Galtonia candicans
(Asparagaceae), Oenothera hookeri (Onagraceae), Sinapis alba (Brassicaceae) (Chudzik et
al., 2005) e Amaranthus hypochondriacus (Amaranthaceae) (Coimbra & Salema, 1997). Um
resultado distinto foi encontrado em Galanthus nivalis (Amaryllidaceae), na qual a marcacéao
para AGPs ocorreu apenas em flores polinizadas (Chudzik et al., 2005). Esse contraste
representa diferentes estratégias reprodutivas entre as angiospermas, 0 que suscita questdes
sobre as razdes biologicas e as vantagens adaptativas dessas linhas evolutivas. Seriam as
espécies com arcabou¢o quimico pronto antes da polinizacdo as que possuem maior garantia
na concretizacdo da fecundacdo, de modo que seu gasto de energia na producao de moléculas

nao seria em vao?

Panorama sobre a imunolocalizacdo do rudimento seminal e obturador nas plantas com
sementes

Pennell et al. (1991) demonstraram em Brassica napus que o epitopo de AGPs
identificado pelo MAb JIM8 é caracteristico de células associadas com o processo de
gametogénese e reproducdo sexual, como 0s gametas e outras células sexuais e sométicas nas
anteras e rudimentos seminais, assim como o embrido. Na dltima década, o conhecimento
quase ausente sobre as moléculas especificas presentes nos rudimentos seminais aumentou
largamente. Por meio da imunolocalizacdo, relata-se principalmente a presenca de epitopos de

AGPs delimitando a trajetoria do tubo polinico dentro do ovario em diferentes espécies de
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angiospermas (Coimbra & Salema, 1997; Coimbra & Duarte, 2003; Chudzik et al., 2005;
Coimbra et al., 2007; Chudzik et al., 2010; Costa et al., 2013), que incluem grupos cedo-
divergentes, monocotileddneas e eudicotiledéneas segundo APG (2009). Nos rudimentos
seminais da gimnosperma Larix decidua (Pinaceae), também foi observada uma distribuicéo
espacial de epitopos de HGs e AGPs que pode ser essencial para o tubo polinico atingir o seu
alvo, como o acumulo de HGs na porcdo apical das células do pesco¢o do arquegdnio e a
distribuicdo de AGPs no nucelo do rudimento seminal maduro (Rafinska & Bednarska, 2011).

Entretanto, existem diferencas entre as espécies quanto a distribuicdo dos varios
epitopos nas distintas regides do ovario, o que resulta em um conjunto especifico de epitopos
presente em cada espécie (Tab. 2). Nesse contexto, ndo foi encontrada nenhuma relacéo entre
0 conjunto de epitopos e a posicdo filogenética das espécies. Por exemplo, as espécies
pertencentes a mesma ordem, como em Asparagales ou Brassicales, revelam padrdes distintos
de distribuicdo de epitopos de AGPs reconhecidos por JIM8 e JIM13. Dessa forma, embora
seja evidente a delimitacdo quimica da trajetdria do tubo polinico como uma caracteristica em
comum entre as angiospermas, cada espécie desenvolveu uma estratégia prépria, incluindo
compostos quimicos especificos em diferentes regides especializadas.

Com relacdo aos epitopos pécticos, a ocorréncia de galactanos (LMD5) e a distribuicao
singular de arabinanos (LM6) na trajetoria do tubo polinico apresentados neste estudo
destacam-se como novos resultados para a literatura. Até o0 momento atual, a marcacao pelo
LM6 em tecidos do rudimento seminal foi demonstrada somente uma vez, na parede celular
do gametofito feminino maduro de Trithuria submersa, uma angiosperma cedo-divergente
(Costa et al., 2013). Todavia, esse resultado ndo é tdo conspicuo quanto ao constatado em B.
nutans em relacdo a trajetoria do tubo polinico, j& que nessa espécie tal marcacdo evidencia
exatamente a entrada nucelar para o interior do rudimento seminal (Tab. 2). Quanto a

especificidade do MAb LM6, em que os arabinanos identificados sdo considerados parte das
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cadeias laterais de RGI, € importante ressaltar que o LM6 também pode se ligar a AGPs (Lee
et al., 2005). No que se refere aos epitopos de HGs, a marcacdo principal com JIM5 e JIM7
em T. submersa ocorre na parede celular do gametofito feminino (Costa et al., 2013), o que
diverge totalmente do observado em B. nutans, com distribuicdo ausente e ampla,
respectivamente, para o JIM5 e o JIM7 (Tab. 2).

O obturador é uma estrutura especializada que favorece o crescimento dos tubos
polinicos no interior do ovario, sendo registrada em muitos grupos taxonémicos néo
relacionados (Tilton & Horner, 1980). Ha poucas informacdes disponiveis sobre a estrutura e
composicdo quimica das células do obturador, especialmente no que se refere a
imunolocalizacdo (Tab. 2). Em Actinidia deliciosa (Actinidiaceae), os epitopos de AGPs
identificados pelo JIM8, JIM13 e MAC207 sdo evidentes no obturador (Coimbra & Duarte,
2003). No ovério de Nicotiana alata (Solanaceae), observou-se a presenca de AGPs
associadas, sobretudo, a epiderme da placenta, pela utilizacdo do reagente de Yariv (Gane et
al., 1995). Surpreendentemente, a bromélia B. nutans apresenta um padrdo bastante distinto
referente a composicdo das paredes celulares e exsudato do obturador, com a ocorréncia de
pectinas, com destaque para os galactanos (LMS5), enquanto os epitopos de AGPs (JIM8 and
JIM13) estdo ausentes.

As paredes celulares labirinticas sdo estruturas caracteristicas de células de
transferéncia, as quais sdo especializadas para o transporte de solutos em diferentes tecidos
vegetais (Offler et al., 2003). As informacdes obtidas neste capitulo sobre a composicdo
dessas paredes labirinticas complementam os dados obtidos no Capitulo Il desta tese. Um
estudo de imunolocalizagdo em células de transferéncia em raizes de Pisum sativum
demonstrou a presenca de hemiceluloses, pectinas, calose e AGPs nessas invaginacoes de
parede (Dahiya & Brewin, 2000). Vaughn et al. (2007) também constataram a presenca de

cadeias laterais de RGI em cotilédones de Vicia faba, o que foi detectado no presente estudo
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para o obturador de B. nutans. Entretanto, a aparente auséncia de AGPs mostrada neste estudo
é um dado singular até o momento atual para células de transferéncia, que deve ser analisado
com maior profundidade em estudos futuros.

Em conclusdo, a modulacdo espacial encontrada entre arabinanos, galactanos e AGPs
no ovario de B. nutans demarca a trajetéria porogamica do tubo polinico em direcdo ao
gametdfito feminino. Algumas fungdes possiveis das pectinas e AGPs nesses tecidos sao
discutidas, como a flexibilidade e expansibilidade da parede celular, sinalizacdo celular,
adesdo celular, nutricdo e atracdo do tubo polinico. A presenca dessas moléculas em flores
ainda ndo polinizadas de B. nutans demonstra que sua producdo ndo é desencadeada pela
polinizacdo, e sim regulada pelo desenvolvimento. Comparando-se os resultados obtidos neste
estudo com outras espécies, esse padrdo quimico que marca a trajetéria de crescimento do
polinico nos rudimentos seminais tem sido observado, principalmente com relacdo as AGPs,
em espécies filogeneticamente distantes e em tipos de rudimentos seminais distintos.
Entretanto, existem diferencas entre as espécies quanto as moléculas que compdem essa
trajetdria, resultando em um conjunto especifico de epitopos para cada espécie, 0 que parece
ndo estar relacionado a sua posicdo filogenética. A ocorréncia de galactanos e a distribuicao
singular de arabinanos no rudimento seminal, assim como a marcacdo de HG e RGI no
obturador de B. nutans, destacam-se como dados inéditos. A aparente auséncia de AGPs
constatada no obturador é uma informacdo nova na literatura, tanto para células do obturador
guanto para células de transferéncia em geral. Neste estudo, nés mostramos distribuicdes
especificas para cada um dos epitopos de pectinas e AGPs e evidéncias para possiveis funcdes
desses epitopos durante as interagGes poélen-pistilo no interior do ovario. Além disso, tais
fungdes indicam que o tubo polinico aproxima-se do rudimento seminal, possivelmente, por

sinais direcionais sucessivos a partir dos diferentes tecidos do gineceu.
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Tabela 1. Anticorpos monoclonais utilizados para a identificacdo de epitopos de pectinas e AGPs.

Anticorpos monoclonais (MADbs)

Epitopos

Referéncias

(AGPs)

JIM5 Anti- Anti-HG HGs parcialmente metil- Knox et al. (1990);
pectinas esterificados/ ndo esterificados Clausen et al. (2003)

JIM7 HGs parcialmente metil- Knox et al. (1990);
esterificados Clausen et al. (2003)

LM5 Anti-RGI (1—4)-B-D-galactanos Jones et al. (1997)
LM6 (1—-5)-a-L-arabinanos* Willats et al. (1998)
JIM8 Anti-proteinas AGP glicanos Pennell et al. (1991)

JiMia | drabinogalactanos AGP glicanos Knox et al. (1991)

*Pode se ligar também a AGPs (Lee et al., 2005).
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Tabela 2. Imunolocalizacdo comparativa de epitopos de AGPs e pectinas nas principais regides da trajetéria do tubo polinico de diferentes espécies, em ovarios em estadio anterior a
fecundacédo. As espécies estdo ordenadas conforme sua posicdo filogenética, de cedo-divergente a tarde-divergente do topo para a base (cinza-claro: Angiospermas cedo-divergentes; cinza-

médio: Monocotiled6neas, cinza-escuro: Eudicotileddneas).
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Jims JIM13 JIM5 JIMT LM5 LMB
Espécies | MAbs e regides
0B CM | NM AF GF 0B CM NM AF GF OB | CM NM AF GF OB | CM | NM AF GF 0B CM | NM AF GF 0B CM | NM AF GF
;’jg’””ﬁ' submerrja - haeales’ nd + + nd - nd + + nd nd - - nd + nd - - nd + nd nd nd nd nd nd - nd +
ydatellaceae, Nymphaeales
Safa:j:_zs m'\.ra.fai— s nd + + - + nd + + - + nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
maryllidaceae, Asparagales
:Saftom'a Ga”d’biﬂs - to? nd - - - nd + + - nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
paragaceae, Asparagales’
Billbergia nutans - _ + + - - - - + + - - - - - + + + + + + + + + + + +
Bromeliaceae, Poales®
genothera ho:ﬂ;;:-til_ ) nd + + - - nd + + - nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nagraceae, es
,;mbf@psis thaé‘fana_- o5 nd + * + + nd + * + + nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
rassicaceae, Brassicales
gfnapfs alba - Brassicaled? nd + * + - nd + . + + nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
rassicaceae, Brassicales
Brassica napus - nd _ + _ nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Brassicaceae, Brassicales®
fﬁa hermap':rtladﬂla e nd nd nd nd nd . - - + + nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
alvaceae, Malvales
:marant:us hypoghondn;r;‘luf - nd + + + - nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
maranthaceae, Caryophyllales
Actinidia deliciosa - + - - - + - - - + nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd

Actinidiaceae, Ericales®

OB: obturador; CM: canal micropilar; NM: nucelo micropilar; AF: aparelho fibrilar; GF: ao redor e/ou delimitando o gametofito feminino: -: auséncia: +: presenca (mostrado em verde): *: estrutura
ausente; nd: ndo ha dados. ' Costa ef al. (2013); ? Chudzik et al. (2005): ~ Este estudo; * Coimbra ef al. (2007); ° Pennel et al. (1991); ® Chudzik e al. (2010): ' Coimbra & Salema (1997): ¥ Coimbra &

Duarte (2003).
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Fig. 1. Rudimento seminal e obturador em Billbergia nutans (Bromeliaceae), em dois estddios. a, b. Estddio anterior a poli-
nizag¢do, mostrando o rudimento seminal (a) e o obturador (b). ¢, d. Estadio posterior a fecundagao, mostrando o rudimento
seminal (c) com um tubo polinico visivel (setas brancas) e o obturador (d) com paredes celulares labirinticas (setas brancas)
¢ produgdo de exsudato (setas pretas). en: epiderme nucelar; gf: gametofito feminino; nm: nucelo micropilar; nu: nucelo; ob:
obturador; pl: placenta; si: sinérgide; te: tegumento externo; ti: tegumento interno; tp: tubo polinico; zi: zigoto. Barras: 100
pm (a); S0um (b, ¢); 20pum (d).



Fig. 2. Rudimento seminal ¢ obturador em estadio anterior a polinizacdo de Billbergia nutans (Bromeliaceae) marca-
dos com diferentes MADbs, para epitopos de pectinas ¢ AGPs. a-e. Rudimento seminal. a. Marcagdo com JIM7, mos-
trando a ampla distribuigdo de HGs parcialmente metil-esterificados (detalhe: aparelho fibrilar). b. Marcagdo com
LM6 para arabinanos nas células do gametofito feminino, no tecido nucelar circundante, na regido micropilar do
nucelo (setas), incluindo a epiderme nucelar, e aparelho fibrilar (detalhe). ¢. Marcagdo com LMS5 para galactanos no
tecido nucelar ao redor do gametofito feminino, na regido micropilar do nucelo, incluindo a epiderme nucelar, e na
regido micropilar dos tegumentos (setas). d. Marcagio com JIM13 para AGPs nas células do gametdfito feminino, no
tecido nucelar circundante (setas) e no aparelho fibrilar (detalhe). e. Marcagio com JIM8 para AGPs no aparelho fibri-
lar (detalhe) e na regido interna do tegumento interno, delimitando o canal micropilar (seta). f, g. Obturador e placen-
ta. f. Marcacdo com JIM7, mostrando a ampla distribuicao de HGs parcialmente metil-esterificados. g. Marcagio com
LMS5, mostrando a ampla distribuicio de galactanos (seta: floema). nm: nucelo micropilar; ob: obturador; pl: placenta;
te: tegumento externo; ti: tegumento interno. Barras: 100um (a); 50pm (b-g); 20um (a, b, d, e: detalhes).
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Fig. 3. Rudimento seminal e obturador em estddio posterior a fecundacdo de Billbergia nutans (Bromeliaceae) marcados
com diferentes MADbs, para epitopos de pectinas e AGPs. a-c. Regido apical do gametéfito feminino e nucelo com tubo poli-
nico (setas). a. Marca¢do com LM6 para arabinanos nas células do gametofito feminino, aparelho fibrilar, regido micropilar
do nucelo, incluindo a epiderme nucelar, e tubo polinico. b. Marcacao com LMS5 para galactanos ao redor do gametofito fe-
minino, na regido micropilar do nucelo, incluindo a epiderme nucelar, e no zigoto. ¢. Marcagdo com JIM13 para AGPs nas
células do gametoéfito feminino, nucelo circundante e aparelho fibrilar (detalhe: tubo polinico). d-f. Obturador, mostrando as
paredes celulares labirinticas (setas estreitas) e exsudato (setas largas), marcados com JIM7 para HGs parcialmente metil-

esterificados, LMS5 para galactanos e LM6 para arabinanos, respectivamente. af: aparelho fibrilar; en: epiderme nucelar; ob:
obturador; tp: tubo polinico; zi: zigoto. Barras: 20pum.
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CAPITULO V

Consideracoes finais
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Ao longo desta tese, foram abordados diferentes aspectos do desenvolvimento do
gineceu em B. nutans, com enfoque nas modificacdes estruturais e quimicas dessa estrutura
em preparacdo aos eventos de polinizacdo e fecundacdo. Em resumo dos capitulos, foram
estudados o desenvolvimento dos tecidos esporofiticos do gineceu, a ontogenia do rudimento
seminal no contexto evolutivo da familia e a deteccdo de compostos quimicos de parede
celular no ovério. Sdo registrados dados inéditos sobre a embriologia do género Billbergia, a
anatomia do gineceu em Bromeliaceae, a andlise tridimensional do gametofito feminino e a
imunolocalizacdo de pectinas no rudimento seminal e obturador de angiospermas.

A arquitetura do estigma espiral-conduplicado resulta da auséncia de fusdo entre os
carpelos; do alongamento dos lobos estigmaticos, por meio de multiplicacdo celular nas
margens carpelares, seguida de alongamento celular; da torcdo dos lobos estigmaticos; e da
formacéo de tricomas nas margens dos lobos.

Este trabalho revelou estados de caracteres estaveis na superficie estigmatica de B.
nutans, o que evidencia o potencial da anatomia e micromorfologia do estigma para futuros
estudos em busca de caracteres Uteis para a taxonomia da familia.

Com relacédo aos tecidos secretores do gineceu, especializados para a interacdo pdlen-
pistilo, a composicdo da secre¢do é polissacaridica, com base nas técnicas de histoquimica e
imunolocalizacdo. Os tricomas estigmaticos produzem copiosa secrecdo, que € armazenada
em bolsbes pécticos no interior da parede periclinal externa. O tecido transmissor e o
obturador apresentam algumas caracteristicas em comum.

H& uma dindmica de amido associada a producdo de secre¢do no gineceu, regulada
pelo desenvolvimento. Suple-se que os grdos de amido sdo utilizados como fonte de
moléculas para a produgdo da secrecéo, e que a presencga de inimeros campos primarios de

pontoacgéo deve facilitar esse transporte.
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O obturador é uma estrutura altamente variavel entre as angiospermas, em termos de
presenca, morfologia, origem e desenvolvimento. O obturador de Bromeliaceae é semelhante
ao de espécies de Liliaceae e Asparagaceae. Sa0 necessarios mais estudos sobre essa
estrutura, a fim de compreendermos sua variabilidade morfoldgica e importancia funcional.

S8o constatadas semelhancas referentes as reservas do gineceu e diferencas na
regulacdo da sua atividade secretora entre diferentes clados de angiospermas. Esses aspectos
merecem mais investigacdes para uma melhor compreensdo da diversidade e funcionalidade
do gineceu em relacdo a fase progamica.

No contexto de Poales, caracteristicas como a anatomia do estilete e a presenca de
idioblastos com compostos fendlicos nos tecidos florais sdo varidveis, podendo contribuir
para a taxonomia e compreensdo da historia evolutiva do grupo.

Os rudimentos seminais de Bromeliaceae sdo anatropos, bitegumentados e
crassinucelados, com primdrdios trizonados, desenvolvimento monosporico, tétrade linear,
presenca de calose nas paredes celulares durante a meiose, gindsporo funcional calazal,
gametdfito do tipo Polygonum, presenca de hipostase e origem dérmica dos tegumentos.

Muitos caracteres do rudimento seminal sdo sugeridos como Uteis para a taxonomia da
familia, como: formato do gametofito feminino, a persisténcia ou proliferacdo das antipodas, a
formacdo da micropila por um ou ambos 0s tegumentos, 0 nimero de camadas celulares do
tegumento externo, o formato das células da epiderme nucelar, 0 nimero de camadas do
tecido parietal, a presenca de apéndice micropilar, a presenca, morfologia e origem do
apéndice calazal e o nimero de rudimentos seminais por carpelo. Entretanto, a morfologia do
apéndice calazal pode ser um carater inapropriado para aplicagcdo taxondmica, devido a
variabilidade intraespecifica encontrada em B. nutans.

Este estudo apresenta um cenario evolutivo do desenvolvimento do rudimento seminal

em Bromeliaceae, em que a subfamilia que divergiu mais cedo, Brocchinioideae, mostra
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estados de caracteres reduzidos. Ao longo da familia, alguns caracteres parecem ser
homoplésicos e podem ser relevantes quando aplicados em niveis taxondémicos inferiores.

Dentro de Poales, os tegumentos compostos por duas camadas celulares e o reduzido
numero de rudimentos seminais sdo, provavelmente, estados de carater plesiomorficos.

Ndo foram observadas limitaces reprodutivas significativas durante o
desenvolvimento embriologico no rudimento seminal de B. nutans.

A modulacéo espacial encontrada entre arabinanos, galactanos e AGPs no ovario de B.
nutans demarca a trajetéria porogamica do tubo polinico em direcdo ao gametdfito feminino.
Possiveis funcdes das pectinas e AGPs nesses tecidos sdo discutidas, como a flexibilidade e
expansibilidade da parede celular, sinalizacdo celular, adesdo celular, nutricdo e atracdo do
tubo polinico. A producdo dessas moléculas ndo é desencadeada pela polinizacdo, e sim
regulada pelo desenvolvimento.

A deteccdo quimica dessa trajetoria tem sido observada em rudimentos seminais de
outras espéecies de angiospermas, principalmente com relacdo as AGPs. Entretanto, cada
espécie possui um conjunto especifico de moléculas, que parece ndo estar relacionado com a
sua posicdo filogenética.

A presenca de paredes celulares labirinticas no tecido transmissor e obturador de B.
nutans indica uma funcao de células de transferéncia, facilitando o transporte da secre¢do para
o canal estilar-estigmatico e para o I6culo ovariano. A composicdo dessas paredes apresenta,
além da celulose, homogalacturonanos e ramnogalacturonanos | e ndo inclui AGPs.

Sdo evidenciadas possiveis fungdes das pectinas e AGPs durante as interagcdes polen-
pistilo no interior do ovario. O tubo polinico, possivelmente, aproxima-se do rudimento
seminal por sinais direcionais sucessivos a partir dos diferentes tecidos do gineceu.

Futuramente, em continuidade ao trabalho desta tese, pretende-se investigar 0 processo

de fecundacéo e o sistema de auto-incompatibilidade da espécie em questéo.



