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APRESENTACAO

A presente dissertacdo encontra-se dividida em cinco capitulos: o primeiro capitulo
fornece a fundamentacgdo tedrica acerca das diferentes abordagens e conceitos que compdem a
discussdo dos resultados; o segundo aborda a ontogénese dos frutos de trés espécies de Dyckia
Schult. f., o terceiro trata da ontogenia e a histoquimica da capsula de Tillandsia geminiflora
Brong., o quarto envolve o estudo de vascularizacdo floral e ontogenia do fruto de Bromelia

antiacantha Bert. e o quinto, e Ultimo, capitulo apresenta as consideracdo finais.

O manuscrito referente ao segundo capitulo serd submetido ao periddico Botanical
Journal of Linnean Society. O manuscrito referente ao terceiro capitulo serd submetido ao
periddico Acta Botanica Brasilica, e o quarto capitulo serd submetido ao periddico Flora. A
escolha dos periddicos para submissao estd conforme a pertinéncia do tema do manuscrito ao

escopo do periddico.



RESUMO

Bromeliaceae atualmente conta com 58 géneros e cerca de 3100 espécies de distribuicdo
essencialmente neotropical, sendo um dos elementos mais marcantes nas florestas tropicais
americanas. Recentemente a sistemdtica da familia reconheceu oito subfamilias. Entretanto, persistem
os problemas de circunscricdo em nivel genérico. Assim, é evidente a necessidade de continuar os
trabalhos filogenéticos e investir na busca por novas abordagens, como trabalhos em anatomia
comparada, para estabelecer géneros monofiléticos e para melhorar a a distin¢do entre as espécies.
Nesse sentido, estudos estruturais de fruto contribuem com dados relevantes para a sistemdtica das
angiospermas, além de possibilitar a compreensdo da ontogénese desse Orgdo. Para a familia
Bromeliaceae, até o momento foram registrados apenas trés trabalhos com frutos e somente um deles
realizou inferéncias taxondmicas.O presente estudo estudo tem por objetivos descrever a anatomia e a
ontogenia de frutos representantes das trés subfamilias de Bromeliaceae ocorrentes no Brasil, analisar
através da histoquimica a estrutura das cdpsulas de espécies das Pitcairnioideae (Dyckia remotiflora
Otto & Diet., D. reitzii L.B.Sm., D. distachya Hass) e Tillandsioideae (Tillandsia geminiflora Brong.)
além de estudar a vascularizacdo floral em Bromelia antiacantha Bert. (Bromelioideae) para a
delimitacdo ontogenética da participacdo carpelar e do hipanto na formacdo da parede do fruto
baciceo. Para o estudo anatdomico procederam-se as rotinas de processamento de material para a
confec¢do de laminas histoldgicas e para a histoquimica. O material resultante foi submetido a anélise
sob microscopia Optica. As cdpsulas biscidas das de Dyckia Schult. f. apresentam uma estrutura
anatdmica geral do pericarpo homogénea em relagdo a presenca de tecidos mecanicos. Apresentam
exocarpo composto por macroesclereides, hipoderme esclerenquimatica, calota de esclereides sobre a
nervura dorsal, fibras adjacentes as suturas ventrais e endocarpo esclerenquimdtico. Essa composicao
histologica estd intimamente relacionada ao processo de deiscéncia. Entre as espécies existem
diferencas em relagdo ao nuimero de camadas componentes do mesocarpo, a presenga de
pluriestratificagcdes na hipoderme e a presenca de estruturas secretoras. A cdpsula septicida de T.
geminiflora também apresenta uma estruturagdo dos tecidos mecéinicos marcante e aparentemente
homogénea para a subfamilia Tillandsioideae (conforme avaliada em trabalhos anteriores), com a
presenca de esclereides no exo e endocarpo, que apresentam o espessamento secunddrio de parede em
formato de “U” em sec¢do transversal, bainha esclerenquimdtica em torno da nervura dorsal, presenca
de camadas comprimidas na por¢do mediana do mesocarpo e presenca de fibras na regido ventral.
Além disso, células secretoras de mucilagem foram observadas no mesocarpo dessa espécie. A
composicdo quimica das paredes secunddrias das cdpsulas das espécies de Pitcairnioideae e
Tillandsioideae foi de dificil caracterizagc@o através dos testes histoquimicos empregados. Embora a
natureza fendlica dessas paredes tenha sido claramente demonstrada, ndo foi possivel delimitar
especificamente a classe dos compostos que impregnam as paredes dessas células esclerenquimaticas.
Demonstrando a necessidade de outras técnicas que permitam o isolamento e a caracterizagdo desses
compostos suas implicagdes nas propriedades fisiol6gicas das cdpsulas. Com relagcdo ao estudo de
vascularizacdo floral e de ontogé€nese do pericarpo carnoso de B. antiacantha fica evidente que a
por¢do extra-carpelar (hipanto) componente do ovdrio e do fruto é de origem apendicular, condi¢do
mais comum encontrada entre as angiospermas. No contexto de Bromeliaceae, os hipantos de origem
apendicular e de origem receptacular ja foram descritos na literatura. Dessa forma, existindo variagdo
em relacdo a origem dos tecidos extra-carpelares na subfamilia Bromelioideae, seria prematura a
designacdo de um termo que caracterize esse fruto carnoso, sendo sugerido a manutencio do termo
baga para tal, visto que € um termo que em sua génese ndo distingue entre frutos provenientes de
ovdrio supero e infero.

Palavras-chave: anatomia, Bromeliaceae, fruto, histoquimica, ontogenia.



CAPITULO I

FUNDAMENTACAO TEORICA
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1.1 Bromeliaceae: caracterizacio e relacoes filogenéticas

Bromeliaceae conta com 58 géneros e cerca de 3.100 espécies (Luther 2008) de
distribuicdo essencialmente neotropical, constituindo-se como um dos elementos mais
marcantes nas florestas tropicais americanas (Benzing 2000). Trés centros de diversidade
podem ser reconhecidos para o grupo: o leste do Brasil, nos dominios da Floresta Atlantica, o
Escudo das Guianas e os Andes (Smith & Downs 1974, Siqueira Filho & Leme 2006,
Martinelli er al. 2008). A familia se destaca como uma das mais diversificadas e com maiores
taxas de endemismo no Brasil, com registro de 42 géneros e 1.207 espécies, das quais 1.030
sdo endémicas do territério brasileiro (Forzza et al. 2010).

Trabalhos sobre a biogeografia histérica da familia demonstraram que as linhagens
modernas das bromelidceas comecaram a divergir uma das outras hd cerca de 19 milhdes.
Além disso, o grupo teria surgido no Escudo das Guianas ao Norte da América do Sul e,
posteriormente se espalhado centripetamente pelo Novo Mundo. A familia sé alcancou o
Oeste africano tropical através de dispersdo a longa distancia em um periodo relativamente
recente em escala geoldgica, cerca de 10 milhdes de anos atras (Givnish et al. 2007).

As bromelidceas sdo ervas terricolas, saxicolas, rupicolas ou epifitas. As folhas dessas
plantas geralmente dispdem-se helicoidalmente, em forma rosetada. A presenca de bainhas
nas bases foliares, muitas vezes, permite a formacdo de um recipiente que armazena agua
(Reitz 1983).

As inflorescéncias sdo simples ou compostas, com presenca de bréacteas coloridas. As
flores sdo perfeitas ou raramente imperfeitas, o perianto € heteroclamideo, trimero, sendo as
pecas florais livres entre si, ou fusionadas de diferentes formas. Os estames sao em nimero de
seis, com os filetes livres ou fusionados entre si ou as pétalas. As flores apresentam ovério

supero (todas as subfamilias exceto Bromelioideae) ou infero, tricarpelar e trilocular. Os
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frutos sdo do tipo cdpsula ou baga (exclusivo de Bromelioideae). As sementes podem ser
nuas, aladas ou plumosas (Reitz 1983).

As bromelidceas s@o encontradas em uma grande variedade de habitats. As mesofitas
prevalecem em ambientes com alta umidade como em florestas tropicais de terras baixas,
enquanto as xerdfitas com metabolismo do tipo CAM (metabolismo 4cido das crassuldceas)
sdo capazes de habitar ambientes secos como em savanas, campos rupestres, ambientes
desérticos e mesmo sobre rochas nuas (Smith & Till 1998).

A familia Bromeliaceae sempre foi reconhecida como um grupo natural, mas seu
posicionamento nas monocotiledoneas ja foi motivo de discordancias nos diferentes sistemas
de classificagdo (e.g. Dahlgren et al. 1985, Cronquist 1988). Atualmente, a familia &
sustentada como monofilética por andlises filogenéticas a partir de dados morfolégicos e
moleculares (Stevenson & Loconte 1995, Chase et al. 2000), e representa uma linhagem de
divergéncia precoce em dentro de Poales, juntamente com Rapateaceae e Typhaceae (APG
2009, Judd et al. 2009). Algumas caracteristicas morfoldgicas que sustentam a monofilia de
Poales sdo os corpos silicosos presentes na epiderme, endosperma nuclear e perda das rafides
pela maior parte das familias (Judd et al. 2009).

Os estudos filogenéticos sustentam a monofilia da familia Bromeliaceae (Barfuss et al.
2005), as sinapomorfias dessa familia incluem: presenca de escamas peltadas, corpos silicosos
solitdrios, perianto diferenciado em célice e corola, estigmas retorcidos e espiralados e
numero cromossomico basico x=25 (Smith & Till 1998).

Tradicionalmente eram reconhecidas trés subfamilias em Bromeliaceae:
Pitcairnioideae, Tillandsioideae e Bromelioideae (Smith & Downs 1974). Esses agrupamentos
se distinguiam pela morfologia das flores, frutos e sementes. Pitcairnioideae com ovario
supero, fruto capsular deiscente e sementes aladas (ou raramente nuas); Tillandsioideae com

ovério supero, fruto capsular deiscente e sementes possuidoras de apéndices plumosos e



15

Bromelioideae com ovario infero, frutos baciaceos e sementes ditas nuas (Smith & Downs
1974, 1977, 1979; Smith & Till 1998).

Se por um lado a delimitacao de Bromeliaceae parece nao levantar dividas, por outro,
as circunscri¢des das categorias infrafamiliares, especialmente das subfamilias e dos géneros,
tém sido amplamente questionadas e modificadas ao longo das tltimas décadas (por exemplo,
Gouda 1994, Grant 1996, Leme 1997, Givnish et al. 2004, 2007). Com relacdo as trés
subfamilias, a publicagdo dos primeiros trabalhos baseados nos principios da escola
filogenética (Gilmartin & Brown 1987, Terry et al. 1997, Horres et al. 2000), deixou evidente
a artificialidade das divisdes propostas por Smith & Downs (1974).

Dando continuidade aos trabalhos filogenéticos para melhor elucidar as relacdes de
parentesco entre as espécies e géneros dentro da familia, Givnish et al. (2004, 2007)
ampliaram consideravelmente o nimero de terminais incluidos nas andlises e corroboraram a
monofilia de Bromelioideae e Tillandsioideae e a ndo-monofilia de Pitcairnioideae. Assim,
baseando-se nestes resultados, Givnish et al. (2007) propuseram uma nova divisdo para a
familia, onde os diferentes clados de Pitcairnioideae sdo tratados separadamente, elevando
para oito o numero de subfamilias, sendo elas: Brocchinioideae, Lindmanioideae,
Tillandsioideae, Hechtioideae, Navioideae, Pitcairnioideae, Puyoideae e Bromelioideae. Além
disso, o trabalho de Givnish et al. (2007) também confirmou a visdo tradicional de que
Bromelioideae e Tillandsioideae evoluiram de um ancestral “pitcairnioideo”.

As novas cinco subfamilias propostas apresentam distribuicdes geogréficas restritas,
sendo encontradas na América Central (Hechtioideae e Puyoideae), nos Andes (Puyoideae) e
nas Guianas (Brocchinioideae, Lindmanioideae e Navioideae) (Givnish et al. 2007). As
subfamilias que ocorrem naturalmente sdo, Tillandsioideae, Pitcairnioideae e Bromelioideae
(Smith & Downs 1974, 1977, 1979)

Entretanto, mesmo apds alguns avangos na classificacio das subfamilias de
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Bromeliaceae resultando na formagao de agrupamentos naturais, a delimitacdo de alguns
géneros ainda € muito té€nue e discutivel. Os géneros Vriesea Lindl. e Tillandsia L., por
exemplo, sdo distintos apenas pela presenca ou auséncia de apéndices petalineos (Smith &
Downs 1977). Brown & Terry (1992) consideraram esta caracteristica instavel, sendo um
carater mais apropriadamente usado quando em nivel de espécie e ndo para grandes grupos.
As andlises cladisticas de um grande conjunto de dados morfolégicos para Aechmea Ruiz &
Pav. e géneros relacionados, também indicaram altos niveis de homoplasia para os caracteres
previamente usados na taxonomia dessas bromelidceas (Schulte & Zizka 2008). Assim, a
persisténcia desses problemas taxonOmicos e sistemdticos demonstra a necessidade de
continuar os trabalhos filogenéticos e investir na busca por novas abordagens, como trabalhos
em anatomia comparada, para o estabelecimento de géneros monofiléticos, além de uma

melhor distin¢d@o entre as espécies.

1.2 Fruto: estudos ontogenéticos e taxondomicos

Na literatura botanica o fruto € definido classicamente como o ovério fecundado,
desenvolvido e amadurecido. Eames & MacDaniels (1947) definem o fruto como sendo o
ovério desenvolvido e maduro, ou o desenvolvimento do ovdrio associado as pecas florais
adjacentes ou com outras pegas florais. Segundo Spjut (1994), o fruto pode ser definido como
uma unidade de propagacdo que se desenvolve de um ou mais rudimentos seminais
fecundados (raramente por partenocarpia) ligados a megaspordfilos, ou a um complexo
escama-megasporofilo, num estrébilo, cone ou gineceu. Nessa unidade podem ocorrer, ainda,
escamas, bracteas, perianto ou partes de inflorescéncias.

O pericarpo € a porcdo do fruto oriunda da parede do ovério e € constituido de

exocarpo (camada mais externa), de mesocarpo (por¢do mediana) e de endocarpo (camada
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mais interna) (Souza 2006). A defini¢do das camadas do pericarpo, segundo Roth (1977),
varia de acordo com o ponto de vista do autor. Para essa autora, a descricdo da composi¢cao
histolégica das camadas pericarpicas pode ser lato ou stricto sensu. Em lato sensu, o exocarpo
e o endocarpo poderiam ser constituidos no fruto por suas respectivas faces epidérmicas,
externa e interna, e pelos tecidos subepidérmicos. No stricto sensu o exocarpo e o endocarpo
compreenderiam apenas as faces epidérmicas, os demais tecidos da parede do fruto formariam
0 mesocarpo.

O pericarpo possui muitas func¢des, primariamente protege o embrido de danos
provocados por fatores bidticos e abidticos. Desse modo, o pericarpo pode desenvolver
estratos mecanicos como, por exemplo, um endocarpo esclerenquimético. Outra importante
funcdo do pericarpo € dispersdo de sementes, que € especialmente bem desenvolvida nos
frutos deiscentes. Além disso, o pericarpo também € importante no desenvolvimento da
semente, pois além das funcdes protetoras mantém as sementes umidas, prevenindo a
desidratacao (Roth 1977).

O processo de maturacao dos frutos envolve, principalmente, mudangas quimicas da
parede celular e do contetido celular, modificacdes do teor de dgua e alteragdes anatdomicas. A
deiscéncia, as mudancas de textura e de coloracdo também fazem parte do amadurecimento
dos frutos (Roth 1977). Muitos frutos, como legumes e cdpsulas, amadurecem com a reduc@o
significativa do teor de dgua do pericarpo. Esses frutos s@o considerados secos e podem se
abrir, liberando suas sementes. Por outro lado, outros frutos, como bagas e drupas mantém
uma maior quantidade de 4gua na maturidade, sendo entdo denominados de carnosos (Souza
2006).

Além da estrutura pericdrpica, outras pecas florais ou estruturas a partir dela
originadas podem compor o fruto como, por exemplo, o antocarpo, o célice, a corola, o

pedicelo, as placentas, os falsos septos e o hipanto (Roth 1977, Souza 2006).
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Especificamente, o hipanto € uma estrutura em forma de taca que pode ou ndo se
fundir a parede do ovério. Se essa fusdo € inexistente, o ovdrio é considerado stupero. As
flores com essa condi¢dao podem ser definidas como hipdginas ou periginas. Se a fusdo existe,
0 ovério passa a ser considerado infero e a flor € considerada epigina (Souza 2006). Nesse
sentido, o desenvolvimento filogenético do ovdrio infero ainda € um desafio dentro da
morfologia floral. A questdo persistente é se o gineceu foi circundado por um receptaculo
cdncavo, que entdo cercou os carpelos e se fusionou a eles (teoria axial ou receptacular) ou se
o ovdrio infero € resultado da conagdo e adnacdo das porcdes basais de todas as pecas florais
ao gineceu (teoria apendicular) (Fahn 1990).

A delimitacdo das regides componentes do pericarpo é complexa para os frutos
oriundos de ovdrio infero, pois a parede desses frutos tem contribui¢do de tecidos do carpelo e
do hipanto. Dessa maneira, as descricdes sobre as camadas componentes desses frutos,
geralmente, t€m carater topografico e ndo ontogenético (Souza 2006).

Além da compreensdo da ontogé€nese desse 6rgdo, os estudos estruturais de fruto
podem contribuir com dados relevantes para a sistemadtica das angiospermas. Embora existam
muitos trabalhos sobre anatomia de frutos, poucos trabalhos utilizam caracteristicas
morfoldgicas e anatdmicas como subsidios para a taxonomia, mesmo que esses caracteres
sejam valiosos devido a pouca plasticidade fenotipica (Von Teichman & Wyk 1991, Aguiar et
al. 2009). Esses poucos estudos demonstram a utilidade da morfologia e da anatomia dos
frutos para a delimitacdo ou resolu¢do de problemas taxondmicos entre espécies, géneros,
tribos e até familias monotipicas, a exemplo dos estudos de Doweld (1998), Decraene et al.
(2000), Doweld (2001), Pak et al. (2001), Moon & Hong (2006) e Ickert-Bond et al. (2007),
Tomlik-Wyremblewska et al. (2010). As caracteristicas anatdmicas sdo utilizadas para, até
mesmo, dar suporte ao restabelecimento de um gé€nero como no caso de Helosciadium

W.D.J.Koch, pertencente a familia Apiaceae (Ronse et al. 2010).
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Atualmente, registra-se a existéncia de trés trabalhos envolvendo a anatomia de frutos
para a familia Bromeliaceae. Okimoto (1948) em estudo sobre Ananas comosus (L.) Merr., no
qual inclui o uso da vascularizagdo para a interpretacdo da estrutura da infrutescéncia,
mostrando uma constitui¢ao diferente dos demais frutos da subfamilia. A ontogenia do fruto e
da semente foi avaliada em T. tricholepis Baker (Tillandsioideae) por Morra et al. (2002).
Finalmente, Fagundes & Mariath (2010) publicam um trabalho sobre a anatomia e a
ontogenia de frutos de representantes das trés subfamilias tradicionais (Tillandsioideae,
Pitcairnioideae, Bromelioideae), sendo o primeiro estudo a fazer inferéncias taxondmicas para

essa familia.

1.3 Apresentacio dos géneros e das espécies

1.3.1 O género Dyckia Schult. f. - Pitcairnioideae

O género Dyckia Schult. f. possui, de acordo com Luther (2008), 130 espécies. No Rio
Grande do Sul, ocorrem 17 espécies (Haussen 1992, Larocca & Sobral 2002). Diferentemente
da maioria dos outros géneros de Bromeliaceae, este apresenta roseta foliar aberta, de maneira
que ndo ha a formacdo de reservatério para a retencdo de dgua; ainda, suas raizes sdo
funcionais e as escamas foliares sdo pouco eficientes na absor¢do de dgua e de nutrientes
(Paula & Silva 2004).

D. remotiflora Otto & Dietr. distribui-se desde Minas Gerais até o Rio Grande do Sul.
No Rio Grande do Sul é comumente encontrado na Serra do Sudeste e na Campanha. E uma
erva terricola ou rupicola (Haussen 1992). Essa planta pode alcancar 100 cm de altura devido
a inflorescéncia (Smith & Downs 1974). Caracteriza-se morfologicamente por possuir folhas

com 10 a 25 cm de comprimento, quase triangulares, pungentes, uniformemente verde escuras
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e por possuir espinhos finos e curvados, com comprimento variando entre 0,1 e 0,3 cm. A
inflorescéncia € simples, pendente, com seu tamanho variando entre 12 e 20 cm. As brécteas
florais ovais sdo mais curtas que as sépalas, estas sendo ovais e apiculadas. As pétalas
possuem coloracdo laranja-escuro, com laminas trapeziformes, obtusas e carinadas. Seus
estames sdo inclusos, com as anteras triangulares e recurvadas. Os estiletes sdo, geralmente,
mais longos do que o comprimento do ovério. Os rudimentos seminais possuem asas
assimétricas (Smith & Downs 1974) (Figura 1, A e B).

D. reitzii L.B. Sm. distribui-se desde Minas Gerais at€ o Rio Grande do Sul, nesse
estado € encontrada na zona de mata nebular da borda oriental do Planalto Meridional da
Serra Geral (Haussen 1992, Reitz 1983). E uma erva rupicola que pode alcancar 50 cm de
altura em periodo de floragao. Essa espécie possui as seguintes caracteristicas morfoldgicas:
as folhas com 10-20 cm de comprimento, com laminas rigidas, lineares, triangulares, que
terminam com um espinho castanho. Em relacao as inflorescéncias, sdo simples, densamente
racemosas. As bricteas florais sdo subpatentes, maiores que as flores. As sépalas sdo ovadas,
agudas e cuculadas com indumento ferrugineo. As pétalas sdo amarelo-alaranjadas, patentes e
rombdides. Os estames sdo inclusos com as anteras agudas no dpice, incisas na base. O ovario
¢ de formato piramidal e os rudimentos seminais sao obtusos. Os frutos sio cdpsulas globosas,
de coloracao amarronzada e lustrosas, com dpice rostrado (Reitz 1983) (Figura 1, C e D).

D. distachya Hassl. encontra-se distribuida nos estados de Santa Catarina e Rio
Grande do Sul, com registros para a Argentina e Paraguai (Haussen 1992). E uma erva reéfita,
que pode alcancar a altura de 130 cm de altura devido a inflorescéncia. Caracteriza-se
morfologicamente por apresentar folhas com 12-20 cm de comprimento, acanalado-concavas
especialmente no dpice, com numerosos espinhos recurvos. A inflorescéncia possui saida
lateral e um pouco tortuosa. As sépalas sdo amareladas, submembrandceas, elipticas e com

apice arredondado. As pétalas sdo alaranjadas, suborbiculares, maiores dos que os estames,
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sendo subpatentes na antese. Os estames sao menores que as pétalas com anteras sagitadas de
apice recurvo. O ovdrio é escamado e os rudimentos seminais sao curtos, grossos € com
pequeno apéndice no 4pice. Os frutos sdo capsulas globosas, lustrosas, de coloragdo castanha,

com &pice rostrado (Reitz 1983, Smith & Downs 1974) (Figura 1, E e F).

1.3.2 O género Tillandsia L.- Tillandsioideae

Tillandsia L. abrange atualmente 596 espécies (Luther 2008), dispersas nas trés
Américas (Reitz 1983). Sdo ervas epifitas ou rupicolas caulescentes ou com caules de
entrends muito curtos, com habito variado. As folhas sao rosuladas ou fasciculadas, inteiras.
A inflorescéncia € variada, geralmente com espigas distico-florais ou as vezes reduzida a uma
espiga polistico-floral com apenas uma flor ou raramente reduzida a uma flor solitdria. As
flores sao perfeitas, em geral, com pedicelos curtos. As sépalas sdo convolutas, geralmente
simétricas, livres ou concrescidas. As pétalas sdo livres e nuas. Os estames sdo de varios
comprimentos em relacdo as pétalas e ao pistilo. O ovério € stipero e glabro. Os rudimentos
seminais sdo muitos e caudados. O fruto € do tipo cédpsula septicida. As sementes sdo eretas e
estreitamente cilindricas ou fusiformes com apéndice plumoso basal (Reitz 1983).

Tillandsia geminiflora Brong., conhecida como cravo-do-mato, encontra-se dispersa
nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste do Brasil, também sendo encontrada no Paraguai,
Argentina e Uruguai. E uma espécie epifita comum e freqiiente em todas as formacdes
florestais do Rio Grande do Sul (Haussen 1992). Essa planta pode alcancar 18 cm no periodo
de florescimento. E uma planta com caule de entrends muito curtos, com rizoma grosso € com
folhas dispostas em densa roseta. As laminas foliares sdo estreitamente triangulares,

densamente cobertas por escamas, com colora¢do verde-clara, as vezes com manchas

arroxeadas. A inflorescéncia € multifloral, paniculada, composta de muitas espigas nao
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compactas de 2-4 flores. O escapo é rubro-escamado com cerca de 10 cm de comprimento. As
flores sdo, muitas vezes, em nimero de duas no dpice de cada ramo, suberetas, com até 1,8
cm de comprimento, sésseis. As sépalas sdo vermelhas, at¢ 1,3 cm de comprimento,
estreitamente eretas, lanceoladas. As pétalas com até 1,8 cm, rdseas, arredondadas,
sublineares, formando um tubo estreito até quase o dpice. Os estames sa0 mais curtos que as
pétalas e inclusos durante a antese. O ovario é ovdide com estilete grosseiro, os estigmas
lineares e recurvos sdo bem desenvolvidos € um pouco maiores do que as anteras. As
placentas afixas na base interna dos loculos desde a base até pouco acima do meio.
Rudimentos seminais em grande nimero, tenuemente clavados, de dpice pouco caudado. A
capsula € cilindrica, com 2,9 cm de comprimento, lisa, dpice obtuso, rostrado. As valvas sao
deiscentes até o meio, recurvas, nao tortas. As sementes sio fusiformes, castanhas, 0,3 cm de
comprimento, com caudas ténues, curtas, brancas no dpice e na base que se alongam em
cabeleira lanugenta de 2 cm de comprimento, formada de pelos amarelados (Reitz 1983)

(Figura 2, A-E).

1.3.3 O género Bromelia L. — Bromelioideae

Bromelia L. abrange atualmente 56 espécies (Luther 2008). No estado do Rio Grande
do Sul registra-se a ocorréncia de duas espécies (Haussen 1992). As plantas desse género
caracterizam-se por serem ervas geralmente terricolas que se propagam por rizomas e
brotagdes. As folhas sdo rosuladas, com espinhos grandes e curvos ao longo das margens. Os
frutos sdo carnosos, relativamente grandes com nimero varidvel de sementes (Reitz 1983).

Bromelia antiacantha Bert. distribui-se nos estados do Espirito Santo, Rio de Janeiro,
Sa@o Paulo e nos estados da regido Sul do Brasil. Essa espécie, denominada popularmente de

banana-do-mato, desenvolve-se como planta terricola, principalmente nos solos muito imidos
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de florestas, de restingas e de vegetacdo secundaria, formando sempre densos agrupamentos
de forma descontinua pelos diversos ambientes em que ocorre (Reitz 1983). Essa planta pode
alcancar 200 cm de altura, com aproximadamente 100 folhas que, geralmente, medem 200 cm
de comprimento. Essas folhas dispdem-se em roseta, mas ndo formam uma cisterna. No
periodo de florescimento, as folhas do centro da roseta adquirem coloragao vermelha.

A inflorescéncia emerge do dpice do caule e do centro da roseta, densamente alvo-
lanuginosa, multifloral. As flores sdo bastante variadas com cerca 4 cm de comprimento e
grande pedicelo cilindrico. As sépalas sdo brancas, tomentosas, livres, 0,8-1,2 cm de
comprimento. As pétalas sao purpurea-violaceas, abertas na antese, com cerca de 2,3 cm de
comprimento, concrescidas na base em um tubo trigono de até 3 mm de altura, com margens
involutas, sem ligulas. Os estames sdo 1 cm menores que as pétalas, seus filetes encontram-se
concrescidos em tubo com a corola, as anteras sdo lineares, acuminadas, com bases sagitadas
e dorsifixas. O ovario € densamente albo-tomentoso, estreitamente ovado-subcilindrico. O
estilete € grosso, branco, trigono, quase da mesma altura que as anteras. Os estigmas s@o
oblongos, obtusos, com l6bulos de 0,4 cm, papilosos, brancos, coniventes. As placentas
ocupam o angulo interno dos 16culos desde Y4 de altura até o dpice. Os rudimentos seminais
sdo distanciados entre si, plano-comprimidos, afixos horizontalmente, suborbiculares, nao
caudados. O fruto € uma baga de até 5 cm ou mais de comprimento, cerca de 3 cm de largura,
de coloracdo amarela e formato ovéide. As sementes sdo pequenas e obovadas (Reitz 1983)

(Figura 3, A-C).
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1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo geral

Descrever a anatomia e a ontogenia de frutos representantes das trés subfamilias de

Bromeliaceae ocorrentes no Brasil.

1.4.2 Objetivos especificos

- Analisar através da histoquimica a estrutura anatdmica das capsulas das espécies de
Tillandsioideae e Pitcairnioideae;

- Realizar estudo de vascularizacdo floral em Bromelia antiacantha, espécie de ovario
infero (Bromelioideae), para delimitacdo ontogenética da participagdo carpelar e do hipanto,

para a formacgdo da parede do fruto bacéceo.
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Figura 1. Espécies de Dyckia Schult. f. Figuras A e B. D. remotiflora Otto & Diet. Fig. A. Aspecto da planta
no ambiente. Fig. B. Apresentagdo dos estadios de desenvolvimento floral e de fruto, botdes florais, flores
em antese, capsulas maduras e deiscentes. Figuras C e D. D. reitzii L.B. Sm. Fig. C. Aspecto do eixo da in-
florescéncia, com frutos em desenvolvimento. Fig. D. Apresentacdo do desenvolvimento floral, botdes flo-
rais, flores em antese, capsulas maduras. Figuras E e F. Dyckia distachya Hass. Fig. E. Apresentacdo da
planta no ambiente. Fig. F. Representagdo do desenvolvimento floral, botdes florais, flores em antese, cap-
sulas maduras.
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Figura 2. A espécie Tillandsia geminiflora Brong. Fig. A. Aspecto da planta em periodo de florescimento.
Fig. B. Aspecto da espécie no periodo de frutificacdo. Fig. C. Estadios de desenvolvimento floral e do fruto.
Ovario e capsulas imaturas, de coloragdo esverdeada. Fig. D. Estadios de desenvolvimento, capsulas amar-
ronzadas, antes da deiscéncia. Fig. E. Capsulas deiscentes.
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Figura 3. A espécie Bromelia antiacantha Bertol. Fig. A. Aspecto da planta em periodo de florescimento.
Fig. B. Estadios de desenvolvimento floral e do fruto. Botéo floral, flores em pré antese, antese e pos-
antese, fruto imaturo de coloragdo verde. Fig. C. Fruto maduros de coloragdo amarela.
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Artigo I. Ontogenia de cdpsulas de Dyckia Schult. f. (Pitcairnioideae - Bromeliaceae):
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RESUMO

Muitos géneros de Bromeliaceae apresentam problemas de circunscri¢do. Dyckia é um desses
casos onde hd caréncia de estudos filogenéticos e revisdo taxondmica. O investimento em
diferentes abordagens como a anatomia comparada pode contribuir com caracteres que
auxiliem na delimitacio de tdxons. Esse trabalho tem como objetivos: caracterizar o
desenvolvimento e histoquimica do pericarpo de D. remotiflora, D. distachya e D. reitzii
reconhecer padrdes comuns entre as espécies. O padrdo anatdmico geral do ovério e do
pericarpo maduro das espécies de Dyckia parece ser homogéneo para o género e o diferencia
dos outros géneros de Pitcairnioideae e das outras subfamilias de Bromeliaceae. Diferencas
foram observadas em relacio ao numero de camadas mesocdrpicas, a presenca de
pluriestratificacdes na hipoderme, presenca de estruturas secretoras e de extensdes de bainha.
Dessa forma, caracteristicas anatomicas dos frutos podem ser utilizadas como um dos
caracteres para distingdo em nivel infragenérico em Bromeliaceae. Mais estudos com outras
espécies de Dyckia, com outros géneros de Pitcairnioideae e com as outras sete subfamilias
sd0 necessarios para um levantamento completo e acurado de caracteres anatdmicos que

possam contribuir em andlises filogenéticas futuras na familia.

PALAVRAS-CHAVE ADICIONAIS: anatomia - caracteres anatdmicos - compostos
fendlicos - estruturas secretoras — fruto - histoquimica — monocotiledoneas — lignina -

pericarpo.



INTRODUCAO

Dyckia Schult. f. pertence a subfamilia Pitcairnioideae e contempla cerca de 140
espécies (Luther 2008). Encontra-se distribuido em todas as regides do Brasil, Argentina,
Bolivia, Paraguai, Uruguai (Smith & Downs 1974). Sendo considerado o género mais diverso
de Pitcairnioideae na flora brasileira (Forzza et al. 2010). As plantas desse género sdo ervas
terricolas, com roseta foliar sem capacidade de acumular 4gua, flores com pétalas com
colorac@o entre amarela e alaranjada, frutos capsulares e sementes aladas (Smith & Downs
1974). Entretanto, mesmo apds alguns avancos na classificagdo das subfamilias de
Bromeliaceae resultando na formacdo de agrupamentos naturais (Givnish et al. 2007), a
delimitacdo de alguns géneros ainda é muito t€nue e discutivel (Benzing 2000). Dyckia seria
de um desses casos, pois existem problemas de circunscricdo intra e interespecifica, de
revisdo taxondmica e de estudos filogenéticos. Assim, a persisténcia desses problemas
taxondmicos e sistemdticos demonstra necessidade de continuar os trabalhos filogenéticos e
investir na busca por novas abordagens, como trabalhos em anatomia comparada (Pereira et
al. 2011), para estabelecimento de géneros monofiléticos, além de uma melhor distin¢cdo entre
as espécies.

Caracteres reprodutivos (dados embrioldgicos, carpolégicos e de semente) sdo
interessantes para serem explorados em abordagens taxondmicas devido a pequena
plasticidade fenotipica que apresentam (Von Teichman & Wyk 1991). Embora existam
trabalhos sobre aspectos morfolégicos e anatdmicos de 6rgdo reprodutivos de Dyckia
(Varadarajan & Gilmartin 1988, Concei¢do, De Toni & Costa 2007), o uso desses caracteres
para fins sistemaéticos ainda ndo foi explorado para esse género.

Especificamente, caracteres anatdmicos de frutos tém sido negligenciados em estudos
taxondmicos por serem tecnicamente dificeis de serem investigados (Bobrov et al. 2005). No
entanto essas caracteristicas tém se mostrado de grande importancia em trabalhos
taxondmicos. Exemplos da viabilidade e importancia desse tipo de abordagem sdo os
trabalhos de Clausing, Meyer & Renner (2000) e Romanov et al. (2007) os quais verificaram
que os dados anatdmicos de frutos suportavam os clados reconhecidos nos estudos
filogenéticos anteriores, em Melastomataceae e Monimiaceae, respectivamente.

Ainda nesse sentido, abordagens histoquimicas associadas aos trabalhos anatdomicos
podem contribuir com mais caracteres para distincdo entre tdxons como, por exemplo, nos
frutos e sementes da subfamilia Salicornioideae (Chenopodiaceae) onde foram encontradas

diferengas quimicas (Shepperd, Macfarlaine & Colmer 2005).



Assim, esse trabalho tem como objetivos caracterizar o desenvolvimento e
histoquimica do pericarpo de D. remotiflora Otto & Diet., D. distachya Hassl. e D. reitzii L.B
Sm., comparando os resultados obtidos na busca pelo reconhecimento de padrdes comuns

entre as espécies.

MATERIAL E METODOS

O material botanico de D. remotiflora foi coletado em populagdes ocorrentes na
Fazenda S3o Maximiano, municipio de Guaiba, Rio Grande do Sul, Brasil (30°10°’S,
51°23°W). O material testemunho foi depositado no herbédrio ICN da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul sob a seguinte numeracdo: ICN160909. O material botanico de D.
distachya e de D. reitzii foi obtido na cole¢ao viva de Bromeliaceae da Fundacdo Zoobotanica
de Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil (as numeragdes dos individuos de D. reitzii sdo:
BROM 00104, BROM 00168, BROM 00204 e as numeracdes dos individuos de D. distachya
sdo: BROM 00605, BROM 00606, BROM 00607). Foram coletados botdes florais, flores em
antese, capsulas jovens e maduras de no minimo trés individuos de cada espécie.

Os estadios ontogenéticos foram delimitados a partir das mudangas morfoldgicas e
anatomicas observadas. Assim, o primeiro estddio compreende o ovdrio de botdes florais e
flores em pré-antese. O segundo estiddio é representado pelo ovario fecundado de flores com
corola senescente. O terceiro estadio € representado por cdpsulas imaturas de coloragdo verde.
O quarto estadio esta representado pelas cadpsulas maduras e deiscentes, de coloracdo marrom.

Secdes medianas foram fixadas em glutaraldeido 1% e formaldeido 4% em tampao
fosfato de sédio 0,1M- pH7.2 por um periodo de 48h (McDowell & Trump 1976), lavadas em
tampao fosfato de sédio 0,1M- pH7,2 (Gabriel 1982) e desidratadas em série etilica com
finalizacdo em série de solugdes de etanol-cloroférmio (Purvis, Collier & Walls 1964). O
material foi incluido em resina a base de hidroxietilmetacrilato (Gerrits & Smid 1983). Secdes
transversais e longitudinais de 5 e 10 pm de espessura foram obtidas em micrétomo de guias
Leitz 1400 com navalha de aco de perfil D. Algumas se¢des foram coradas com Azul de
Toluidina O 0,05% pH 4.4 (Feder & O’Brien 1958), e outras com Azul de Astra 1% aquoso e
Fucsina Bésica 0,05% aquosa (Kraus et al. 1998). Todas as secdes foram analisadas em
campo claro utilizando microscépio Leica DM R equipado com sistema fotografico digital.

Para andlise da morfologia dos elementos esclerenquiméticos, por¢des do pericarpo
foram dissociadas em solu¢do maceradora de Jeffrey (Johansen 1940) por um periodo minimo

de uma semana. O material resultante apds esse processo foi montado em glicerina e



analisado sob microscopia de luz em contraste interferencial diferencial. Para caracterizagao
histoquimica do pericarpo foram realizados os seguintes testes em se¢des do material a mao-
livre: Safranina O (Johansen 1940) e Cloreto Férrico (Johansen 1940) para compostos
fendlicos; Floroglucinol-HCI1 (Sass 1951) para lignina rica em unidades guaiacil, teste de
Maiile (Johansen 1940) para lignina rica em unidades siringil, Laranja de Acridina (Li &
Reeve 2004) para ligninas; Reagente Natural (Wollenweber 1982) e Reagente de Wilson
(Charriere-Ladreix 1976) para deteccao de flavondides. Em secdes de material incluido em
resina foram realizados os testes: Acido Periddico/ Reagente de Schiff (PAS) (O’Brien &
McCully 1981) para polissacarideos totais, Azul de Alcido 8GX (Lillie 1965) para
mucopolissacarideos dcidos. As andlises foram realizadas sob microscopia de luz em campo
claro e em epifluorescéncia na faixa do UV no caso do testes de Laranja de Acridina,
Reagente Natural e de Wilson (filtro de excitagao 340 nm - 380 nm).

A terminologia adotada para a delimita¢do das camadas componentes do pericarpo e

para o tipo de deiscéncia segue Roth (1977) e Spjut (1994), respectivamente.

RESULTADOS

ESTADIO I. O ovirio das trés espécies é stipero, tricarpelar e trilocular. Os carpelos
possuem trés nervuras, uma dorsal e duas nervuras ventrais. Os carpelos estdo unidos apenas
por uma pequena por¢do, proxima a margem carpelar. Essa fusdo € incompleta uma vez que
os limites entre carpelos sdo observados. Seis linhas de sutura sao formadas pelo contato das
margens de cada carpelo e pelo contato entre os diferentes carpelos (Fig. 1, setas).

A epiderme na face externa € uniestratificada composta por células de formato
colunar, em secdo transversal (Fig. 2, epi). As células apresentam nucleo e citoplasma
visiveis. H4 acimulo de substancias polissacaridicas e presenca de estdmatos nesse estrato
celular (Fig. 2). A camada de células adjacente a epiderme também possui acimulo de
substancias polissacaridicas. O mesofilo de D. remotiflora e de D. distachya é composto por
10 camadas celulares, enquanto em D. reitzii € formado por 12 camadas Em D. reitzii,
observam-se divisdes periclinais e anticlinais no mesofilo. Em todas as espécies, ha presenca
de idioblastos com réfides nas regides dorsal e lateral do carpelo. A epiderme na face interna
também € uniestratificada, constituida por células mais alongadas tangencialmente e
apresentando o mesmo contetdo polissacaridico (Fig. 3).

O feixe vascular dorsal e os ventrais apresentam os elementos traqueais ja

diferenciados. Externamente ao floema do feixe vascular dorsal, duas fileiras de células se



diferenciam das demais parenquimadticas D. reitzii (Fig. 4, seta), enquanto que nas outras duas
espécies essas fileiras ainda ndo estdo visiveis. Os feixes vasculares ventrais nas trés espécies
também ja apresentam elementos traqueais diferenciados. Nas seis linhas de sutura, as células
componentes dessa regiao sdo menores e apresentam acimulo de substancias polissacaridicas
(Fig. 5).

ESTADIO II. O exocarpo apresenta as células mais alongadas radialmente (Fig. 6). A
camada subepidérmica em todas as espécies apresenta acimulo de substincias
polissacaridicas. Entretanto, em D. reitzii, algumas regides dessa camada apresentam divisdes
periclinais e obliquas resultando em pluriestratificacdes (Fig. 6, seta). No interior dessas
células ainda € visivel o acimulo de contetido polissacaridico. O mesocarpo € composto de
10-12 camadas de células de natureza parenquimatica em D. remotiflora e D. distachya, ja em
D. reitzii esse estrato possui 16-18 camadas celulares (Fig. 7). Idioblastos com rafides ainda
sdo observados na porcao dorsal e lateral do carpelo (Fig. 7, seta). Em torno do feixe vascular
dorsal, existem células menores, vacuoladas, diferentemente das demais células mesocarpicas
(Fig. 7). O endocarpo € constituido por células mais alongadas tangencialmente com contetido
polissacaridico no interior celular.

ESTADIO III. As células do exocarpo ainda apresentam os niicleos visiveis e acimulo
de polissacarideos, porém estdo mais vacuoladas (Fig. 8). Em D. reitzii observa-se o
espessamento e deposi¢do inicial de compostos fendlicos nessas paredes (Fig. 9), enquanto
que nas outras duas espécies essa deposicao € imperceptivel. As células exocarpicas na regiao
proxima aos septos apresentam paredes com espessamento delgado (Fig. 10). O mesocarpo
nas trés espécies apresenta 0 mesmo nimero de camadas observado no estddio II. Espacos
intercelulares amplos sdo observados nas trés espécies (Fig.11).

Exclusivamente em D. remotiflora, observa-se uma secrecao mucilaginosa na por¢ao
mediana do mesocarpo, tanto na por¢do dorsal como nas regides laterais carpelares. Esse
actimulo ocorre entre os espacos intercelulares (Fig. 12, setas).

ESTADIO IV. A cépsula deiscente possui seis valvas resultantes da associagdoda
deiscéncia septicida com a loculicida (Fig. 13,). As células do exocarpo possuem as paredes
mais espessadas e impregnadas por compostos fendlicos na regiao dorsal e parte da lateral do
carpelo (Fig. 14). Essas células podem ser caracterizadas como macroesclereides devido ao
seu formato colunar (Fig. 15). As células do exocarpo préximo ao septo permanecem com
paredes primdrias, ndo-impregnadas por compostos fendlicos e citoplasma visivel. A
hipoderme apresenta-se espessada, esse espessamento € anelar quando visto em secdo

transversal. A hipoderme junto ao septo, na lateral do fruto, possui espessamento de parede



priméria. O mesocarpo apresenta o mesmo nimero de camadas dos estadios anteriores.

Em D. remotiflora, a secre¢cdo de mucilagem é continuadamente acumulada entre os
espacos intercelulares na por¢ao interna da regidao dorsal do carpelo. Em algumas secdes
transversais observam-se células envoltas pela secrecao (Fig. 16)

O feixe vascular dorsal apresenta externamente uma calota de esclereides
completamente diferenciada (Fig. 17 e 18). A linha de deiscéncia dorsal mostra-se
comprimida. Adjacente aos feixes vasculares ventrais e as linhas de deiscéncia observa-se a
presenca de fibras (Fig. 19 e 20). O endocarpo € esclerenquimaético nas trés espécies (Fig. 21).

Devido a coloragdo amarelo-alaranjada do exocarpo quando secionado a mao livre
(Fig. 22) e a cor azul-esverdeada quando corado com Azul de Toluidina O (Fig. 23), que
caracteriza a presenca de compostos fendlicos, foram realizados testes histoquimicos para
uma melhor identificacdo dos compostos que constituem as paredes das macroesclereides do
exocarpo, sumariados na tabela 1. A presenca de compostos fendlicos é confirmada pela
coloracdo vermelha observada com Safranina O (Fig. 24) e pela coloragdao amarronzada com
Cloreto Férrico (Fig. 25). Além da camada exocarpica, hd reacdo positiva para compostos
fendlicos também na calota esclerenquimatica do feixe vascular dorsal (Fig. 26). A deteccao
de lignina rica em guaiacil ndo € claramente visivel nas células do exocarpo com o teste de
Floroglucinol-HCI (Fig. 27, seta) ou com o teste de Maiile para lignina rica em unidades
siringil (dado nao apresentado). As reagdes positivas s6 sdo confirmadas para a calota de
fibras do feixe vascular dorsal (Fig. 27). As células componentes do exocarpo sob luz
ultravioleta apresentam uma autofluorescéncia de coloracdo mais azul-esverdeada na por¢ao
interna da parede celular e uma coloragdo laranja-amarronzada na parede periclinal externa
(Fig. 28). A realizacdo do teste de Laranja de Acridina para a detec¢do de ligninas demonstra
marcacao na regido mais interna da parede secundaria (Fig. 29) Nao ha deteccdo inequivoca
de flavondides nas paredes exocdrpicas com o uso do Reagente Natural (Fig. 30) e do

Reagente de Wilson (Fig. 31).

DISCUSSAO

Uma das importantes fungdes do pericarpo € a dispersdo de sementes que parece ser
especialmente bem desenvolvida na maturidade de frutos deiscentes. Observa-se certo grau de
relacionamento entre o0 modo de dispersao do fruto ou da semente e a estrutura anatdmica do
pericarpo. A abertura dos frutos geralmente requer a formacgao de tecidos de separacdo, além

de uma estruturacio particular de todo o pericarpo para causar a separacido do fruto (Roth
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1977). Além disso, o modo de deiscéncia dos frutos € utilizado, associado a outras
caracteristicas morfoldgicas, para discriminar diferentes tipos de frutos (Spjut 1994, Barroso
et al. 1999).

Desse modo, o fruto seco das espécies de Dyckia aqui estudadas pode ser enquadrado
como sendo do tipo capsula por ser um fruto simples, seco, proveniente de ovério sipero, com
trés carpelos, plurispérmico e deiscente mediante fendas longitudinais (Souza 2006). As
capsulas sdo classificadas em funcdo do seu padrao de deiscéncia, o qual é definido como a
exposicao ou liberagdo das sementes por abertura naturalmente produzida no pericarpo (Spjut
1994).

O mecanismo de deiscéncia das cdpsulas de Dyckia se caracteriza pela ocorréncia de
dois tipos de deiscéncia: a septicida que causa a separagdo dos trés carpelos seguida pela
deiscéncia loculicida que expde por completo as sementes ao ambiente, permitindo sua
dispersdo. Essa associacdo de dois mecanismos para abertura caracteriza os frutos de Dyckia
como capsulas biscidas (Spjut 1994, Barroso ef al. 1999).

Na andlise da estrutura do pericarpo durante a ontogenia das capsulas das trés espécies
de Dyckia observou-se a diferenciacdo de varios estratos mecanicos. O exocarpo é formado
por macroesclereides de paredes espessadas. Em relacdo ao mesocarpo, hd a formagdo de uma
hipoderme esclerenquimatica, de uma calota de esclerénquima acima do feixe vascular dorsal
e de um conjunto de fibras margeando as linhas de deiscéncia ventrais. E no endocarpo
observa-se a presenca de células com paredes espessadas, mas com menor espessamento de
parede e menos deposicio de compostos fendlicos quando comparadas as células do
exocarpo. Essa organizagdo estrutural dos tecidos mecanicos também foi observada em
Dyckia maritima Baker por Fagundes & Mariath (2010) e até o presente momento parece ser
caracteristica para o género. Ja na capsula septicida de Pitcairnia flammea Lindl. (Fagundes
& Mariath, 2010), também pertencente a Pitcairnioideae, a estruturagdo dos tecidos
mecanicos configura-se da seguinte forma: hd presenca de fibras junto ao feixe vascular
dorsal com formacdo de extensdo de bainha voltada apenas para o endocarpo e de fibras na
regido ventral. Entretanto, diferentemente de Dyckia, o exocarpo de P. flammea nao se
configura como um estrato mecanico.

Percebe-se uma diferenca especificamente em relacio ao tecido esclerenquimético que
se diferencia junto a nervura dorsal. Em D. maritima, esse tecido se apresenta como uma
bainha esclerenquimatica perivascular com presenca de extensdes de bainha (Fagundes &
Mariath, 2010) enquanto que, nas trés espécies aqui analisadas o tecido esclerenquimaético

assume uma formagdo de calota externa ao feixe vascular dorsal.



Em relagdo as linhas de sutura e posteriormente de deiscéncia, as mesmas foram
verificadas desde os estddios mais jovens de desenvolvimento das cdpsulas de Dyckia.
Segundo Roth (1977) as linhas de deiscéncia podem ser pré-formadas e a origem pode ser
tracada no inicio da ontogénese de acordo com as caracteristicas anatdomicas do fruto. As
linhas de deiscéncia geralmente representam linhas de fragilidade estrutural e se apresentam
como uma ou mais camadas de tecido de separacdo, a semelhan¢a do que ocorre na regidao de
abscisdo de frutos.

As diferentes linhas de deiscéncia, em frutos de abertura septicida e loculicidamente
simultanea, como no caso dos frutos de Dyckia, podem ser distinguidas pela sua estrutura
anatomica. O tecido de separacdo que perpassa a por¢do central dos feixes vasculares
corresponde a células que permaneceram parenquimdticas. A camada de separacdo
fracamente desenvolvida pode ser acompanhada por um tecido de resisténcia na forma de
esclerénquima com paredes espessadas e lignificadas ou colénquima que atua como tecido
antagonico e facilitador da deiscéncia do fruto nessa forma (Roth 1977). No caso das cédpsulas
de Dpyckia, as linhas de deiscéncia ventrais sdo formadas por duas camadas (margens
carpelares) de células de paredes delgadas e com acimulo de substancias polissacaridicas e as
linhas de deiscéncia dorsais se configuram como uma fileira de células parenquiméticas
anticlinalmente orientadas e, hd esclerénquima diferenciado em torno dessas linhas.

O mecanismo de deiscéncia do fruto se baseia principalmente nos movimentos ativos
de tecidos vivos e mortos (Haberlandt 1924). Assim, distinguem-se dois tipos fundamentais
de mecanismos: o higroscépico e o de turgescéncia. Os movimentos higroscopicos geralmente
ocorrem através das mudancas na hidratacdo das paredes de células mortas enquanto o
mecanismo de turgescéncia ocorre em células vivas que possuem paredes eldsticas (Roth
1977).

No mecanismo higroscépico, a deiscéncia pode ocorrer através da xerocasia ou da
higrocasia. A xerocasia € mais comum e ocorre pela perda de dgua nos tecidos enquanto a
higrocasia é caracterizada pela hidratacao das paredes (Roth 1977).

O mecanismo xerocdstico é o tipo mais encontrado em frutos. Nos frutos com esse
mecanismo, as tensdes dentro do pericarpo se formam pela diferenca de niveis de hidratacdo
(devido a perda de dgua) nos tecidos antagonicos (Roth 1977). De acordo com Fahn & Zohary
(1955) as fibras s@o células que apresentam grande capacidade de absor¢do e perda de dgua
(inchaco e encolhimento), portanto se configuram como os tipos celulares importantes para a
abertura dos frutos por mecanismos higroscépicos.

Nas trés espécies de Dyckia estudadas e em D. maritima (Fagundes & Mariath, 2010)



pode-se afirmar que a deiscéncia observada nessas capsulas enquadra-se no tipo higroscopico
devido a caracterizagdo anatdbmica do pericarpo, com a presenca de tecidos
esclerenquimdticos de orientacdo diversa, e pela perda de dgua que ocorre na maturidade
desses frutos.

Mourao & Marzinek (2009) observaram ao estudarem o mecanismo de deiscéncia de
Clusia parviflora Humb. & Bonpl. ex Willd. a possivel combinacio de movimentos
xerocasticos e higrocdsticos para abertura desse fruto. As autoras interpretaram dessa forma
por considerarem que a perda de dgua s6 ocorreu nos tecidos esclerenquimaticos € nao nos
outros tecidos componentes do pericarpo dessa espécie.

Em relacdo a combinacdo de movimentos, especificamente em D. remotiflora,
observou-se a presenga de estrutura secretora de mucilagem. As mucilagens, polimeros
complexos de alto peso molecular, podem servir para reserva de dgua devido a sua capacidade
hidrofilica (Fahn 1979). A presenca de um acimulo de mucilagem poderia estar relacionada
com o processo de deiscéncia, uma vez que seria uma regido de possivel retencdo de dgua a
semelhanga do que ocorre nos mecanismos de deiscéncia higrocdsticos ou mesmo de
turgescéncia.

Essa contribuicdo das estruturas secretoras no processo de deiscéncia € difere dos
mecanismos descritos anteriormente (higroscépico e de turgescéncia) pelo sitio de ocorréncia
das modificacdes hidricas. Enquanto que nessas células a parede ou o interior celular esta
associado a deiscéncia, em de D. remotiflora 0 mecanismo teria sitio em uma matriz
polissacaridica amorfa depositada nos espacos intercelulares resultante da atividade secretora
das células mesocarpicas.

A andlise histoquimica do exocarpo, motivada por sua coloragdo natural, levanta
interessantes questoes relacionadas a composi¢ao e funcdo desse estrato celular no processo
de deiscéncia. Conforme ja comentado, os tecidos esclerenquiméticos, com sua forma e
disposi¢do variada, estdo diretamente relacionados ao processo de deiscéncia de frutos como
no caso das cépsulas de Dyckia. Geralmente, elementos esclerenquiméticos possuem paredes
secunddrias impregnadas por lignina, componente de natureza fendlica responsavel pela
rigidez das paredes. Entretanto, embora tenha ocorrido reagdo positiva para compostos
fendlicos (com Safranina O e Cloreto Férrico), os testes comumente utilizados para deteccdo
de lignina (Floroglucinol-HCI, Maiile) ndo mostraram resultados inequivocos de presenca
desse componente. Esses resultados aparentemente negativos se deram devido a coloracdo
natural do exocarpo, que encobriu as reagdes. Ao realizar o teste de Laranja de Acridina, foi

constatada a marcagdo para lignina, especificamente nas camadas mais internas das paredes



dessas células.

A composicao quimica das células epicarpicas provavelmente é mais complexa. Além
de lignina, outros componentes de natureza fendlica além de lignina podem ter impregnado
essas paredes. Uma classe possivel de componentes é a de hidroxinamatos, como o 4cido
ferulico, o 4cido sindpico e o p-cumdrico (Bunzel ef al. 2010). A presencga desses compostos €
uma das sinapomorfias entre as comelinideas (Simpson 2006) e ja foi detectada em
Bromeliaceae (Smith & Harris 2001). Outra classe provavel € a de compostos flavonoidicos,
embora os resultados dos testes utilizados para sua deteccdo tenham sido negativos no
presente trabalho. Flavondides sdo pigmentos comumente encontrados em flores, frutos e
sementes € ha uma classe, a de flobafenos formados por polimeros de coloragdo laranja-
avermelhada (como a coloracdo observada no exocarpo das espécies de Dyckia). Esses
flobafenos sdao acumulados nas paredes celulares do pericarpo e de sementes de
monocotiledoneas, especificamente em outras espécies de Poales (Koes, Verwejj &
Quatrocchio 2005, Lepiniec et al. 2006). Estudos detalhados de caracterizacdo fendlica sdo
necessarios para desvendar a complexa composicdo das paredes desse estrato pericarpico e
suas possiveis implicagdes fisiol6gicas na estrutura dessa cdpsula e seu envolvimento no
processo de deiscéncia.

Em relacdo a busca de caracteres taxonomicamente informativos, o trabalho de
Fagundes & Mariath (2010), primeiro a comparar anatomicamente os frutos das trés
subfamilias tradicionais de Bromeliaceae, identificou caracteres importantes na distin¢do
entre os diferentes niveis infrafamiliares. Os autores destacaram entre caracteristicas uteis a
taxonomia: o tipo de sincarpia; a posicdo do ovdrio; o formato das células e o nimero de
estratos celulares do obturador; a presenca de espessamento no exocarpo € no endocarpo, 0
nimero de camadas do mesocarpo, a presenga de fibras adjacentes as linhas de deiscéncia,
entre outros caracteres.

Na busca por diferencas infragenéricas, demonstrou-se as seguintes caracteristicas:
diferenca no nimero de camadas do mesofilo/mesocarpo, hipoderme com pluriestratificacoes,
presenca de estruturas secretoras de mucilagem, presenca de extensdes de bainha perivascular.
Essas caracteristicas poderiam, em primeira andlise, ser utilizadas como caracteres para
distin¢do entre espécies. Desse modo, D. reitzii apresenta mesofilo/mesocarpo com 12/16
camadas de células e hipoderme com regides pluriestratificadas e auséncia de acimulo de
mucilagem, D. distachya apresenta 10/10 al2 camadas celulares e auséncia de estruturas
secretoras na maturidade e D. remotiflora que também apresenta 10/10 a 12 camadas

celulares, sendo a unica espécie que apresenta acimulo de mucilagem entre os espagos



intercelulares. Em D. maritima, o mesocarpo se compde de 6-8/8-10 camadas celulares,
células secretoras de mucilagem sdo observadas em grande quantidade na parede do ovario e
¢ a unica que apresenta extensoes de bainha perivascular (Fagundes & Mariath, 2010).

Assim, como o observado por Fagundes & Mariath (2010), as caracteristicas
anatomicas dos frutos demonstram um potencial para serem utilizadas como um dos
caracteres para distin¢cdo em nivel infragenérico em Bromeliaceae. Mais estudos anatdomicos
dos frutos de outras espécies de Dyckia, com outros géneros de Pitcairnioideae e com os
representantes das outras sete subfamilias s@o necessdrios para um levantamento completo e
acurado de caracteres anatdmicos que possam contribuir em andlises filogenéticas futuras na

familia.
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Fig. 1-5. Secdes transversais de ovdrios em pré-antese de Dyckia. Coloragdo com Azul de
Toluidina. Fig. 1. Aspecto geral do ovério tricarpelar, trilocular e com trés nervuras e seis
linhas de sutura, setas. Fig. 2. Aspecto das células da face epidérmica externa (epi) com
presenca de substancias polissacaridicas e estOmatos visiveis. Fig. 3. Células da face
epidérmica interna com substancias polissacaridicas. Fig. 4. Feixe vascular dorsal com linha
de deiscéncia visivel, seta. Fig. 5. Unido das regides ventrais dos carpelos com seis linhas de
deiscéncia visiveis. Cada carpelo com dois feixes vasculares ventrais. Barras de escala: Fig. 1

=400um. Fig. 2-5= 50 pm.
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Fig. 6-12. Secdes transversais de ovarios em antese e capsulas imaturas de Dyckia. Figs. 6, 7,
8, 10, 11, coloragdo com Azul de Toluidina. Fig. 9, coloragdo com Azul de Astra e Fucsina
Bésica. Fig. 12, coloragdo com PAS-Schiff. Fig. 6. Aspecto do ovdrio em antese, células
epicarpicas alongadas e com actimulo de substancias polissacaridicas. Rafides presentes no
mesofilo (seta). Fig. 7. Células epicarpicas com nucleos conspicuos e substincias
polissacaridicos. Fig. 8. Células epicdrpicas com espessamnto de parede secunddrio inicial em
D. reitzii. Fig. 9. Células epicarpicas junto ao septo com espessamento primdrio de parede.
Fig. 10. Pluriestratificacdes na hipoderme de D. reitzii, seta. Fig. 11. Espacos intercelulares
nas regioes laterais carpelares. Fig. 11. Secrecdo polissacaridica nos espacos intercelulares do

mesocarpo de D. remotiflora, setas. Barras de escala Fig. 6-12 = 50 um
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Fig. 13-21. Morfologia, se¢des transversais e dissociagdes de cdpsulas maduras de Dyckia.
Fig 16. Colora¢ao com Azul de Alcido. Figs. 17 e 21, coloragdo com Azul de Toluidina; Figs.
14 e 19, coloragdao com Azul de Astra e Fucsina Bésica. Fig. 13. Cépsulas deiscentes, com a
combinacdo de abertura septicida (setas maiores) e loculicida (setas menores). Fig. 14. Maior
espessamento das células epicarpicas e hipodérmicas. Fig. 15. Macroesclereide epicérpica
isolada Fig. 16. Aumento de acimulo de secrecio de mucilagem. Fig. 17. Calota
esclerenquimdtica externa ao feixe vascular dorsal. Fig. 18. Esclereides da calota dissociadas.
Fig. 19. Fibras adjacentes as linhas de deiscéncia ventrais. Fig. 20. Fibras dissociadas. Fig. 21.

Endocarpo esclerenquimético. Barras de escala: Fig 13=1 cm, Figs. 14-21= 50 um
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Fig. 22-31. Testes histoquimicos no exocarpo de cdpsulas maduras de Dyckia. Fig. 22.
Coloracao natural (controle). Fig. 23. Coloragdo das paredes coradas com Azul de Toluidina
O. Fig. 24. Reacao positiva de Safranina O. Fig. 25. Reacao positiva de Cloreto Férrico. Fig.
26. Presenca de compostos fendlicos na calota esclerenquimaética, reacao Safranina O. Fig. 27.
Reacdo positiva para lignina na calota esclerenquimética e reacdo negativa para exocarpo,
seta. Fig. 28. Autofluorescéncia em UV (340-380 nm). Fig. 29. Marcacdo positiva para
ligninas com o teste de Acridine Orange. Fig. 30. Sem marcacdo para flavondides com
Reagente Natural. Fig. 31. Sem marcacao para flavondides com Reagente de Wilson. Barra de

escala: Figs. 22, 23, 27-31= 50 um, Figs. 24-26= 25 pum.



D. distachya

‘v ‘:‘" :
W, AT e
D. remotiflora

I A = - Do
26 St

D. distachya D. remotiflora




Tabela 1. Comparacdo de caracteres histoquimicos do exocarpo das cdpsulas madura das

espécies de Dyckia.

Espécies D. remotiflora D. reitzii D. distachya
Componente quimico-Teste/Tecido Exocarpo Exocarpo Exocarpo
Compostos Safranina O + + +

Fendlicos Cloreto Férrico + + +

Floroglucinol-HCl - - -
Lignina Laranja de Acridina +% T 4

Maiile - - -

Reagente Natural - - -

Flavondides )
Reagente de Wilson - - -

+ = presente, - = ausente, * = presente somente na camada mais interna
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Artigo II. Ontogenia e histoquimica do pericarpo de Tillandsia geminiflora Brong.

(Tillandsioideae — Bromeliaceae)



59

Ontogenia e histoquimica do pericarpo de Tillandsia geminiflora Brong. (Tillandsioideae

— Bromeliaceae)

Fernanda Santos-Silva, Alexandra Antunes Mastroberti e Jorge Ernesto de Araujo Mariath **

Laboratério de Anatomia Vegetal, Departamento de Boténica, Instituto de Biociéncias,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Av. Bento Gongalves, 9500 Prédio 43423 sala 201 CEP 91501-970 Porto Alegre, Rio Grande
do Sul, Brasil

Autor para correspondéncia: jorge.mariath@ufrgs.br



60

Resumo

O género Tillandsia tem se mostrado como um tdxon nao-resolvido nas anélises
filogenéticas recentes. Desse modo, o investimento em abordagens distintas, como anatomica,
pode ser valioso na aquisi¢cao de caracteres filogeneticamente informativos. Assim, o presente
trabalho tem como objetivo descrever a ontogenia e a histoquimica do pericarpo de T.
geminiflora buscando ampliar o conhecimento acerca dos padrdes anatomicos e da
caracterizacdo quimica dos frutos do género além de compard-los com os padrdes observados
em outros géneros de Tillandsioideae ou em outros géneros nas demais subfamilias de
Bromeliaceae. A estruturagao geral dos estratos mecanicos, com células esclerenquimaticas
com espessamento em “U” no exocarpo e endocarpo e de uma bainha perivascular
esclerenquimadtica, parece ser homogénea no pericarpo das espécies de Tillandsia. A presenca
de idioblastos mucilaginosos e da composi¢ao fendlica do exocarpo e do endocarpo parece
estar relacionada a protecdo da semente durante o longo periodo de desenvolvimento. Embora
j4 tenham sido encontradas algumas diferencas entre 7. geminiflora e as outras espécies de
Tillandsioideae, como o tipo celular componente do endocarpo, o nimero de estratos da
hipoderme e a presenga de idioblastos mucilaginosos, outros estudos como este sio

necessarios para avaliar as possibilidades taxondmicas desses caracteres.

Palavras-chave: Tillandsia, Bromeliaceae, cdpsula, anatomia, histoquimica
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Introducao

Tillandsia L. é o maior género de Tillandsioideae abrangendo cerca de 600 espécies
(Luther 2008). Tillandsioideae representa uma das trés subfamilias tradicionalmente aceitas
da familia Bromeliaceae juntamente com Bromelioideae e Pitcairnioideae (Smith & Downs
1977), e, atualmente, € umas das oito linhagens reconhecidas para grupo nas andlises
filogenéticas (Givnish et al. 2007).

As espécies de Tillandsia encontram-se distribuidas por todo o continente americano
(Reitz 1983). Sao ervas epifitas ou rupicolas caulescentes ou acaules de héabito variado. As
folhas sdo rosuladas ou fasciculadas, com margens inteiras. A inflorescéncia € variada, sendo
comum a presenca de espigas distico-florais, as vezes essa espiga pode ser reduzida a uma
estrutura polistico-floral com apenas uma tunica flor e pode ser raramente reduzida a uma flor
solitaria. As flores sdo perfeitas, com pedicelos curtos (Reitz 1983).

O fruto no género, ele € uma capsula septicida (Smith & Downs 1977). As sementes
sdo eretas, estreitamente cilindricas ou fusiformes com penacho basal (Reitz 1983). Uma
caracteristica interessante reconhecida somente durante a fase reprodutiva de Tillandsia é o
tempo prolongado de desenvolvimento de suas sementes, sendo que alguns meses separam o
momento da fecundacgdo até a liberagao das mesmas (Benzing 2000).

Com relagdo a delimitacdo genérica, a distin¢do entre alguns géneros ainda é
inconsistente e discutivel em Bromeliaceae (Benzing 2000). Em Tillandsioideae, os géneros
Vriesea Lindl. e Tillandsia, por exemplo, sdo distintos apenas pela presenga ou auséncia de
apéndices petalineos (Smith & Downs 1977). Especificamente sobre Tillandsia, o género se
mostrou como um grupo filogeneticamente nao-resolvido (Barfuss et al. 2005), embora,
estudos recentes demonstrem um avanco na compreensdo sobre parte de suas relagdes

infragenéricas (Chew et al. 2010).
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Paralelamente as analises filogenéticas com dados moleculares, a utilizacdo de
caracteres morfoldgicos em andlises cladisticas tém obtido dados relevantes que corroboram
os dados moleculares em Bromeliaceae (Faria er al. 2004). Entretanto, Tillandsia carece de
trabalhos andlises estruturais de estruturas reprodutivas (tanto embrioldgicas, como de
pericarpo e de semente) e devido a baixa plasticidade fenotipica dessas caracteristicas, elas
podem ser importantes para construcao de matrizes de caracteres.

Esse trabalho tem como objetivo descrever a ontogenia e a histoquimica do pericarpo
de T. geminiflora visando ampliar o conhecimento acerca dos padrdes anatdomicos e da
caracterizacdo quimica dos frutos do género além de compard-los com os padrdes observados

em outros géneros de Tillandsioideae ou mesmo de outras subfamilias de Bromeliaceae.

Material e Métodos

O material botanico de 7. geminiflora foi coletado em populagdes ocorrentes no
Campus do Vale da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), municipio de
Porto Alegre (30°02’S, 51°06’W); na Fazenda Passo do Capitdo Jango, municipio de
Camaqua (30°51°S, 51°48°W) e na Fazenda Sdao Maximiano, municipio de Guaiba (30°10’S,
51°23’W), Rio Grande do Sul, Brasil. Foram coletados botdes florais, flores em antese, frutos
imaturos € maduros de no minimo trés individuos. As exsicatas das plantas coletadas em
campo foram depositadas no herbario ICN da Universidade Federal do Rio Grande do Sul sob
a seguinte numerag¢do: ICN160900, ICN183675, ICN183676.

Estadios ontogenéticos foram delimitados a partir das modificacdes morfoldgicas e
anatomicas observadas. Dessa maneira, o primeiro estddio € representado por botdes florais e
flores em antese. O segundo estddio estd representado pela capsula imatura. O terceiro estddio

estd representado pelas cdpsulas maduras, de coloracdo amarronzada, antes do processo de
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deiscéncia. O quarto estadio estd representado pelas cdpsulas maduras ja deiscentes.

O material coletado foi fixado em glutaraldeido 1% e formaldeido 4% em tampao
fosfato de so6dio 0,1M- pH7.2 por um periodo de 48h (McDowell & Trump 1976), lavado em
tampao fosfato de sédio 0,1M- pH7,2 (Gabriel 1982) e desidratado em série etilica com
finalizagdo com série de solugdes de etanol-cloroférmio (Purvis et al. 1964). O material foi
incluido em resina a base de hidroxietilmetacrilato (Gerrits & Smid 1983). Se¢des transversais
e longitudinais entre 5 e 10 pum de espessura foram obtidas no micrétomo de guias Leitz 1400
com navalha de aco de perfil D, coradas com Azul de Toluidina O 0,05% pH 4.4 (Feder &
O’Brien 1958) Todas as se¢des foram analisadas no microscopio Optico Leica DM R em
campo claro equipado com sistema fotografico digital.

Para caracterizacao do pericarpo, foram realizados os seguintes testes histoquimicos:
Acido Periodico/ Reagente de Schiff (PAS) (O’Brien & McCully 1981) para polissacarideos
totais, Azul de Alcido 8GX (Lillie 1965) para mucopolissacarideos acidos, Calcoflior White
(Hughes & McCully 1975) para celulose, Sudan III (O’Brien & McCully 1981) para lipidios,
Safranina O (Johansen 1940) e Cloreto Férrico (Johansen 1940) para compostos fenodlicos,
Floroglucinol-HCI (Sass 1951) para lignina rica em unidades guaiacil e Laranja de Acridina
(Li & Reeve 2004) para ligninas; Reagente Natural (Wollenweber 1982) e Reagente de
Wilson (Charriere-Ladreix 1976) para deteccio de flavondides (flavonas e flavondis e
agliconas flavondlicas, respectivamente) € Vanilina-HCI (Guerin ef al. 1971) para taninos. As
andlises foram realizadas sob microscopia Optica em campo claro e em epifluorescéncia na
faixa do UV no caso dos testes de Calcoflior White, de Laranja de Acridina, Reagente
Natural e de Wilson (filtro de excitacdo 340nm-380nm).

A terminologia adotada para a delimita¢do das camadas dos componentes do pericarpo

e dos tipos de deiscéncia estd de acordo com Roth (1977) e Spjut (1994), respectivamente.
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Resultados

ESTADIO L. O ovirio é sdpero, tricarpelar e trilocular. Os carpelos possuem trés
nervuras, uma dorsal e duas nervuras ventrais. Os carpelos estdo unidos pelas laterais
carpelares, formando um septo (Fig. 1). Essa fusdo é incompleta uma vez que os limites entre
carpelos sdo observados. Seis linhas de deiscéncia sdo formadas pelo contato das margens
carpelares e pelo contato entre os diferentes carpelos. Essas linhas sdo formadas por duas
camadas de células (as margens carpelares), que sdo menores do que as células adjacentes
(Fig. 2).

A epiderme na face externa € uniestratificada e apresenta células de formato
quadrangular e com nucleos conspicuos (Fig. 3). O mesofilo é composto por 7 a 9 camadas
celulares (Fig. 4). Idioblastos contendo riafides sdo observados dispersos pelo mesofilo,
inclusive na regido ventral (Fig. 5, setas). O feixe vascular dorsal apresenta os elementos
traqueais ja diferenciados (Fig. 6). Os feixes vasculares ventrais apresentam-se de forma
semelhante. A face epidérmica interna € uniestratificada, formada por células mais alongadas
tangencialmente com nucleos conspicuos (Fig. 6).

ESTADIO II. O exocarpo apresenta-se uniestratificado e, nessa fase, suas células
apresentam somente parede primdria. As paredes periclinais externas sao convexas (Fig. 7). O
mesocarpo € formado por 9 a 10 camadas celulares. As trés camadas mais internas (proximas
ao endocarpo) sdo formadas por células um pouco menores e de formato regular em se¢dao
transversal (Fig. 7). Tanto as células ao redor do feixe vascular dorsal (bainha perivascular)
quanto as células ao redor dos feixes ventrais sdo de natureza parenquimdtica. O endocarpo €

uniestratificado com as células maiores do que as demais células do pericarpo (Fig. 8).

ESTADIO III. O exocarpo é uniestratificado, formado por esclereides alongadas
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longitudinalmente e com espessamento desigual (Fig. 9). Essas células, em se¢do transversal,
apresentam formato quadrangular e espessamento parietal secundario em formato de “U” na
parede periclinal interna. As paredes periclinais externas dessas células possuem uma
coloragdo purpura quando coradas com Azul de Toluidina O (Fig. 10). A hipoderme é
formada por duas a trés camadas celulares, suas células componentes possuem as paredes
secunddrias finas (Fig. 10). O restante das camadas componentes do mesocarpo estd
subdivido em duas regides: uma regido mediana formada por 3-4 camadas celulares
comprimidas e a outra regido voltada para o endocarpo formada por 3-5 camadas de células
nao-comprimidas (Fig. 11). Nesse estrato mesocarpico sdo observados idioblastos com rafides
(dado ndao mostrado). O feixe vascular dorsal € envolto por uma bainha esclerenquimaética
(Fig. 12). As células parenquimaticas dispostas ao redor dos feixes vasculares ventrais
(observadas no estadio anterior) se diferenciam em conjunto de fibras. Essas fibras margeiam
as linhas de deiscéncia (Fig. 13, setas). Essas linhas sdo formadas por duas camadas celulares
com células menores quando comparadas as células do mesocarpo, de paredes delgadas e
onduladas (Fig. 14). O endocarpo € uniestratificado, com células alongadas anticlinalmente e
possuem aspecto retangular em secdo transversal. As paredes possuem espessamento
secunddrio em formato de “U” nas paredes periclinais internas que pela caracterizacao
estrutural podem ser denominadas macroesclereides (Fig. 15).

ESTADIO IV. Sdo formadas trés valvas pela separacdo dos carpelos a partir dos
septos (Fig. 16). As células componentes do exocarpo apresentam espessamento em forma de
“U”. As paredes periclinais externas, assim como o conteido dessas células, sdo
predominantemente de natureza polissacaridica em fungcdo da coloracdo purpura quando
corados com Azul de Toluidina O (Fig. 17). Esse conteido polissacaridico pode ainda ser
observado nas células hipodérmicas e nas demais células componentes do mesocarpo (Fig. 17,

setas) que, nesse estddio, encontra-se comprimido (Fig. 18). As fibras perivasculares do feixe



66

vascular dorsal (Fig. 19) e as fibras da regiao ventral carpelar (Fig. 20) apresentam as paredes
secunddrias mais espessadas. O endocarpo apresenta as paredes espessadas e esse
espessamento, de aspecto lamelar ocupa todo o ou quase todo o lume celular (Fig. 21).

A andlise histoquimica foi realizada para caracterizagcdo quimica do pericarpo da
capsula madura, com especial destaque para o endocarpo devido a sua coloragdo laranja-
amarronzada natural quando seccionado a mao-livre (Fig. 22). Os resultados dos testes
histoquimicos encontram-se sumarizados na tabela 1.

Nas paredes das células do exocarpo detecta-se a presenca (maior reacdo) de
polissacarideos totais (Fig. 23), de mucopolissacarideos acidos (Fig. 24) e de lipidios (Fig. 25)
nas paredes periclinais externas. H4 presenca de proteinas totais (Fig. 26) na porcdo mais
interna das paredes secundarias. Compostos fendlicos estdo presentes em todas as paredes
(Fig. 27) e a marcagdo para ligninas € positiva no espessamento parietal em “U” (Fig. 28).

No mesocarpo, observa-se a localizacdo de conteido polissacaridico em algumas
células do mesocarpo (Fig. 29) e de compostos fendlicos nas camadas celulares comprimidas
(Fig. 30). As fibras perivasculares sdo constituidas de ligninas nas paredes secundarias (dado
nao mostrado).

A presenca de polissacarideos totais (Fig. 31) e mucopolissacarideos acidos (Fig. 32) é
mais intensa na por¢do mais interna da parede secunddria, assim como para celulose (dado
nao- mostrado). H4 compostos fendlicos presentes em toda a extensdo dessas paredes (Fig.
33). As paredes celulares sob luz ultravioleta apresentam uma coloracdo amarronzada (dado
ndo-mostrado). Entretanto ligninas ndo sdo detectadas com os testes de Floroglucinol-HCl
(dado nao mostrado) e de Laranja de Acridina (Fig. 34). Assim como ndo hé deteccio
inequivoca de componentes flavonoidicos com os testes com Reagente Natural e Reagente de

Wilson e de taninos com o teste de Vanilina-HCI (dados ndo-mostrados).
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Discussao

O fruto de Tillandsia geminiflora, pela sua estrutura, pode ser considerado como uma
capsula por ser um fruto simples, seco, proveniente de ovdrio stpero, com trés carpelos,
plurispérmico e deiscente mediante fendas longitudinais (Souza 2006). A deiscéncia dessa
capsula é classificada como septicida (Spjut 1994, Barroso et al. 1999), embora essa
denominagdo seja incompleta uma vez que o processo de abertura desse fruto envolve além
da abertura pela separacdo dos septos, considerada a deiscéncia septicida propriamente dita
(Roth 1977), uma separacdo das margens carpelares, configurando a deiscéncia do tipo
marginicida ou ventricida (Spjut 1994).

A deiscéncia septicida pode ser considerada como um dos tipos mais primitivos de
deiscéncia uma vez que denota um menor grau de fusdo entre os carpelos (Roth 1977). Esse
fato € importante visto que, Tillandsioideae, subfamilia a qual pertence 7. geminiflora, é
considerada uma das linhagens mais basais na classificagdo aceita atualmente (Givnish et al.
2007) e apresenta sincarpia parcial e deiscéncia septicida.

Em relagdo a estrutura anatomica do pericarpo da espécie desse estudo, o exocarpo é
unisseriado e possui espessamentos de parede em formato de “U”. Esse tipo de espessamento
ocorre apenas quando a parede periclinal interna (ou externa) junto com as paredes anticlinais
€ espessada, sendo também observado em cdpsulas de dicotiledoneas (Roth 1977).

A presenga dos espessamentos parietais em forma de “U” ja era uma caracteristica
marcante na estrutura foliar de Bromeliaceae (Braga 1977; Aoyama & Sajo 2003; Proenca &
Sajo 2004; Proenca & Sajo 2007) e também parece ser marcante para a estrutura dos frutos
secos da familia (Fagundes & Mariath, 2010).

O endocarpo possui fun¢des diferentes daquelas do exocarpo. O exocarpo tem funcao

principal para a protecdo mecanica e fisioldgica do pericarpo, sua estrutura € orientada para o
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reforco mecénico das células, especialmente nas paredes celulares (Roth 1977). A mesma
autora afirma ainda que em cdpsulas, o endocarpo frequentemente ndo possui func¢do
protetora, podendo ser pouco desenvolvido ou ser obliterado no inicio do desenvolvimento.
Entretanto, em 7. geminiflora o endocarpo se configura como um estrato mecanico marcante
e persistente até a maturidade, atuante no processo de deiscéncia.

A impregnacdo de compostos fendlicos nas paredes celulares e as modificagdes
conseqiientes em suas propriedades mecanicas surgiram nas algas caroficeas. Esses
compostos funcionaram primeiramente como defesas antimicrobiais (que também auxiliaram
na resisténcia a dessecacdo) e posteriormente, adquiriram outras fungdes como o suporte
estrutural e protecdo contra UV nas primeiras plantas terrestres (Graham et al. 2004). As
paredes secundérias do endocarpo de 7. geminiflora possuem uma coloragao natural marrom-
avermelhada e apds os testes histoquimicos utilizados nesse trabalho verificou-se que essas
paredes sdao impregnadas por compostos fendlicos. Entretanto, na investigacdo histoquimica
para determinacdo da classe desse componente ndo foi possivel identificar a presenca de
lignina, de flavonoides (flavonas, flavondis ou agliconas flavonoélicas) ou de taninos.

Apesar dos resultados aparentemente negativos obtidos pelos testes histoquimicos é
pouco provavel que as paredes do endocarpo ndo possuam quantidades ainda que minimas
dos compostos supracitados. Esses componentes sdo essenciais para as propriedades
mecanicas da parede célula, no caso da lignina, e para a defesa vegetal contra estresses
bidticos e abidticos, em relacdo aos compostos flavonoidicos e taninos (Dixon et al. 2002).

Os testes histoquimicos possuem limita¢des para a deteccdo e correta identificacdo de
compostos fendlicos, especialmente lignina, devido a natureza complexa de seus polimeros
que muitas vezes acarreta diferencas estruturais entre grupos taxondmicos, como no caso de
Poaceae (Vermerris & Nicholson 2008). Para a elucidacdo das classes de compostos fendlicos

que estdo presentes no endocarpo de 7T. geminiflora seriam necessdrios estudos que abranjam
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técnicas de isolamento e identificagdo, como ensaios de cromatografia, de tioaciddlise, ou de
ressonancia magnética nuclear (Vermerris & Nicholson 2008).

Estruturas secretoras sdo componentes significativos da estrutura do pericarpo maduro
e podem aparecer como células secretoras isoladas, como cavidades secretoras de origem
lisigena ou esquizégena, com canais secretores delineados por células secretoras, ou como
laticiferos (Roth 1977).

A habilidade de sintetizar substancias mucilaginosas é uma interessante caracteristica
em didsporos (frutos e sementes) de muitas angiospermas. A secrecdo de mucilagem ja foi
descrita em mais de 80 familias (Kreitschitz 2009). Em frutos e sementes, a mucilagem teria
funcdo protetora contra infecgdes virais (Garwood 1985). Em Artemisia L., fungos estao
frequentemente presentes na superficie do didsporo e provavelmente participariam de
simbiose micorrizica. Isso pode ser especulado devido as condicdes de umidade, abundancia
de polissacarideos e disponibilidade de oxigénio que poderiam facilitar o crescimento de
fungos micorrizicos associadas a secre¢do de mucilagem (Kreitschitz 2009). Em T.
geminiflora, observa-se a presenca de idioblastos mucilaginosos que se desenvolveram
apenas na maturidade da cdpsula e persistiram até a cdpsula deiscente. Frente as possiveis
funcdes ja atribuidas a secrecdo dessas substincias polissacaridicas, a funcdo desses
idioblastos na estrutura pericédrpica de 7. geminiflora nao € completamente clara se analisada
isoladamente.

A combinagdo da presenca dessas estruturas secretoras e das caracteristicas acima
discutidas do endocarpo pode estar relacionada a fun¢do protetora contra estresses bidticos ou
abidticos. Assim, esses aspectos da estrutura pericarpica de 7. geminiflora atuariam como
barreiras fisicas e quimicas essenciais para a protecao das sementes durante o seu prolongado

tempo de desenvolvimento.

Em relagdo a estrutura pericdrpica em Tillandsia, Morra et al. (2002) verificaram que
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a capsula de T. tricholepis apresenta exocarpo com paredes celulares delgadas, mesocarpo
com duas a tré€s camadas celulares e endocarpo com células semelhantes a fibroesclereides
com paredes celulares anticlinais e periclinal interna espessada e lignificada. Observacoes
anatomicas do pericarpo de T aeranthos (Fagundes & Mariath 2010) e de T. geminiflora
demonstram que o exocarpo € constituido por esclereides alongadas longitudinalmente com
paredes celulares espessadas desigualmente, em formato de “U” em sec@o transversal,
mesocarpo parenquimético com camadas celulares comprimidas na maturidade e endocarpo
constituido de macroesclereides, também com paredes celulares em forma de “U” em secao
transversal. Diferentemente das outras duas espécies de Tillandsia ja estudadas, em T.
geminiflora, foi observada a presenca de hipoderme formada por dois estratos celulares
enquanto que, em 7. aeranthos, essa camada € composta por apenas um estrato celular
(Fagundes & Mariath, 2010) e em T. tricholepis nao foi observada a presenga de hipoderme
(Morra et al. 2002). Além disso, idioblastos secretores de mucilagem estdo presentes apenas
na espécie do presente estudo.

Assim, a estruturagdo geral dos estratos mecanicos parece ser homogénea no pericarpo
das espécies de Tillandsia, semelhante ao anteriormente observado em Vriesea, outro género
de Tillandsioideae, estreitamente relacionado a Tillandsia (Fagundes & Mariath 2010).
Embora algumas diferencas tenham sido observadas entre as espécies, como o tipo celular
componente do endocarpo, nimero de estratos da hipoderme e presenca de idioblastos

mucilaginosos, mais estudos sdo necessdrios para avaliar as possibilidades taxonOmicas

desses caracteres.
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Figuras 1-6. Secdes transversais de ovarios em pré-antese e antese de Tillandsia geminiflora.
Fig. 1. Aspecto geral do ovdrio tricarpelar, trilocular e com trés nervuras por carpelo. Fig. 2.
Regido ventral dos carpelos, seis linhas de deiscéncia visiveis. Fig. 3. Células da face
epidérmica externa com nucleos conspicuos. Fig. 4. Mesofilo composto por 7 a 9 camadas
celulares. Fig. 5. Idioblastos de rafides presentes no mesofilo (setas). Fig. 6. Feixe vascular
dorsal com elementos traqueais ja diferenciados, células da face epidérmica interna com

nucleos visiveis e citoplasma mais denso. Barra escala: Fig. 1 300um, Fig. 2 -6 50um
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Figuras 7-13. SecOes transversais de cdpsulas imaturas e maduras 7. geminiflora. Fig. 7.
Células exocdrpicas com paredes periclinais externas convexas € mais espessadas, mesocarpo
com 9 a 10 camadas celulares. Fig. 8. Bainha perivascular parenquimatica e células do
endocarpo alongadas anticlinalmente. Fig. 9. Esclereides exocdrpicas dissociadas. Fig. 10.
Espessamento em “U” das esclereides exocdrpicas, hipoderme com paredes secunddrias
delgadas. Fig. 11. Mesocarpo com duas regides, uma mediana com camadas celulares
comprimidas e outra mais interna, junto ao endocarpo, sem camadas comprimidas. Fig. 12.
Feixe vascular dorsal com bainha perivascular esclerenquimatica. Fig. 13. Esclerénquima
diferenciado adjacente as linhas de deiscéncia (indicadas por setas). Barras de escala Figs. 7-

13=50um
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Figuras 14-21. Secoes transversais de cdpsulas maduras e deiscentes de T. geminiflora. Fig.
14. Linhas de deiscéncia formadas por duas camadas de células com paredes delgadas e
onduladas (seta). Fig. 15. Células do endocarpo com espessamento de parede secundéria com
forma de “U” em sec¢do transversal. Fig. 16. Capsula deiscente com formacao de trés valvas.
Fig. 17. Células exocarpicas com espessamento parietal em forma de “U”, as paredes
periclinais externas com espessamento de parede de coloragdo purpura. Presenga de contetido
polissacaridico nas células exocdrpicas, hipodérmicas e mesocdrpicas (setas). Fig. 18.
Presenca de compressdo das camadas celulares do mesocarpo. Fig. 19. Bainha
esclerenquimdtica em torno do feixe vascular dorsal. Fig. 20. Fibras adjacentes as linhas de
deiscéncia ventrais. Fig. 21. Espessamento de parede secunddria de aspecto lamelar das

células do endocarpo. Barras de escala Figs. 14, 15, 18= 50um; Fig. 16= 1 cm, Figs. 19-21=

25um



80




81

Tabela 1. Comparacio de caracteres histoquimicos dos estratos pericarpicos cdpsula madura

de T. geminiflora.

Espécie T. geminiflora

Componente quimico-Teste/Tecido Exocarpo Mesocarpo Endocarpo

PAS-Schiff + + +
Polissacarideos )

Azul de Alcido + + +
Celulose Calcofldor White + + +
Lipidios Sudan IIT +* - )
Proteinas Coomassie Blue + + +
Componentes Safranina O + +f,c +
Fendlicos Cloreto Férrico + +f +

Floroglucinol-HCl - +f -
Lignina

Laranja de Acridina + +f -

Reagente Natural - - -
Flavondides )

Reagente Wilson - - -
Taninos Vanilina-HCl - - -

+ = presenca, - = auséncia, * = camada mais interna, ¢ = camadas comprimidas, f= feixe vascular,
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Figuras 22-34. Testes histoquimicos em secdes transversais de cdpsulas maduras de T.
geminiflora. Fig. 22. Controle, coloracao natural amarronzada do endocarpo. Fig. 23. Reagao
positiva de PAS-Schiff nas células do exocarpo principalmente nas paredes periclinais
externas e no conteido celular. Fig. 24. Reacao positiva mais intensa nas paredes periclinais
externas com Azul de Alcido. Fig. 25. Presenca de lipidios nas paredes periclinais externas
detectada com Sudan III. Fig. 26. Presenca de proteinas nas camadas mais internas das
paredes exocdrpicas, teste de Coomassie Blue. Fig. 27. Compostos fendlicos detectados com
Safranina O. Fig. 28. Presenca de ligninas detectada com o teste de Laranja de Acridina. Fig.
29. Secrec¢ao polissacaridica nas células hipodérmicas e mesocarpicas definida com o teste de
PAS-Schiff. Fig. 30. Presenca de compostos fendlicos detectada com Safranina O nas
camadas comprimidas do mesocarpo. Fig. 31. Reacdo positiva para polissacarideos totais com
PAS-Schiff. Fig. 32. Presenca de mucopolissacarideos acidos com Azul de Alcido. Fig. 33.
Compostos fendlicos detectados com Cloreto Férrico. Fig. 34. Auséncia de marcacao positiva

para ligninas com teste de Laranja de Acridina. Barras de escala Figs.21, 32, 33= 50um, Figs.

22,23, 24, 26-28, 30, 31 = 25um, Fig. 25= 10um
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CAPITULO IV

Artigo II1. Vascularizacao floral e ontogenia do fruto proveniente de ovario infero de

Bromelia antiacantha Bert. (Bromelioideae - Bromeliaceae)
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Resumo

A compreensdo histolégica do fruto proveniente de ovério infero € problematica,
assim como a prépria terminologia para esse 6rgao. Estudos que investiguem essas questoes
sd0 escassos, assim como estudos que utilizem esses dados para solucdo de questdes
taxondmicas. O presente trabalho tem como objetivos descrever a ontogenia do fruto de B.
antiacantha, com o auxilio do estudo da vascularizacdo floral para determinacdo da origem
dos tecidos ndo-carpelares, além de analisar essa estrutura no contexto da familia e discutir
alguns topicos acerca de terminologia de frutos. A andlise da vasculariza¢do floral e da
ontogenia do fruto de B. antiacantha revela que a por¢cao nao-carpelar da parede do fruto € de
origem apendicular como observado em algumas espécies da subfamilia Bromelioideae. Para
classificacdo do fruto, emprega-se o termo baga. Comparando com outras espécies da
subfamilia ja estudadas, o fruto de B. antiacantha se caracteriza por uma hipoderme com 8-10
camadas celulares, pela presenca de cavidades secretoras esquizégenas e pela presenca de
bainhas perivasculares esclerenquiméticas. Mesmo com o incremento de informagdes sobre
estruturas pericarpicas em Bromelioideae, mais estudos ontogenéticos sdo necessarios para

poder realizar inferéncias evolutivas sobre os frutos dessa subfamilia.

Palavras-chave: baga, Bromeliaceae, ovario infero, terminologia, vascularizacdo.
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Introducao

O pericarpo possui como fungdo bdsica a prote¢do da semente contra estresses bidticos
e abiodticos além de possibilitar a dispersdao das sementes. O fruto pode conter estruturas além
das originadas a partir da parede do ovério, como célice, pedicelo e o hipanto (Roth 1977).

A compreensdo histoldgica do fruto proveniente de ovério infero € problematica,
assim como compreender a estrutura do ovério infero € um desafio recorrente para os
morfologistas florais (Fahn 1990). O resultado dessa dificuldade € a descri¢cdo dessa estrutura
em nivel topografico desconsiderando a origem desses componentes pericarpicos (Souza
2006).

Além disso, a terminologia de frutos é especialmente complicada. Os termos utilizados
implicam similaridade morfolégica, mas nido necessariamente homologia (Wagenitz 1999).
Poucas sdo as iniciativas para o esclarecimento da natureza das estruturas pericarpicas e a
verificacdo da nomenclatura utilizada, como por exemplo, o trabalho de Marzinek et al.
(2008) que discute o emprego de cipsela ou aquénio para os frutos de Asteraceae. Segundo
esses autores, a divisdo nomenclatural deve se basear nas diferencas na origem do ovdrio,
ficando cipsela para fruto oriundo de ovério infero (no caso de Asteraceae) e aquénio para os
frutos provenientes de ovario stipero (como em Rosaceae e Plumbaginaceae). Dessa forma,
fica evidente a necessidade de trabalhos que analisem a estrutura complexa dos frutos
provenientes de ovario infero e de sua classificagdo.

A subfamilia Bromelioideae se caracteriza por possuir flores com ovério infero, frutos
baciceos e sementes nuas (Smith & Downs 1979). Esse grupo é considerado como a
linhagem de divergéncia mais recente entre as subfamilias de Bromeliaceae (Givnish et al.
2007).

Em relacdo aos frutos de Bromelioideae, existem os trabalhos anatomicos de Okimoto
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(1948) e Fagundes & Mariath (2010). O estudo de Okimoto (1948) com Ananas comosus, € o
unico que apresenta dados de vasculariza¢do floral que contribuem para a interpretagdo da
estrutura da infrutescéncia, de constituicao diferente dos demais frutos da subfamilia. Assim,
embora o estudo de vascularizagdo floral tenha sido utilizado de forma eficiente para a melhor
compreensdo da estrutura do fruto proveniente de ovdrio infero em trabalhos com outras
familias, ainda ndo foi explorado no contexto da subfamilia Bromelioideae.

Além disso, embora a subfamilia Bromelioideae seja reconhecida como um grupo
natural, ainda persistem problemas de circunscri¢ao genérica, como por exemplo, nos géneros
Aechmea e Quesnelia (Schulte et al. 2009). Assim, ha necessidade de buscar abordagens que
possam contribuir com caracteres taxonomicamente informativos. Nesse sentido, trabalhos
anatdmicos com frutos podem ser bastante valiosos, € o Unico trabalho até o presente
momento a realizar inferéncias taxondmicas usando esses dados para Bromelioideae e a
familia Bromeliaceae € o estudo de Fagundes & Mariath (2010).

Portanto, esse trabalho tem como objetivos descrever a ontogenia do fruto de B.
antiacantha, espécie pertencente a um dos géneros de divergéncia mais precoce na
subfamilia, com o auxilio do estudo da vascularizacdo floral para determinacdo da origem dos
tecidos ndo-carpelares, além de analisar essa estrutura no contexto da familia Bromeliaceae e

discutir alguns tépicos acerca de terminologia de frutos.

Material e Métodos

O material botanico de B. antiacantha foi coletado em populacdes ocorrentes na
Fazenda Sao Maximiano, municipio de Guaiba, Rio Grande do Sul, Brasil (30°10°’S,
51°23’W). Foram coletados botoes florais, ovarios, frutos imaturos e maduros. A exsicata da

planta coletada em campo foi depositada no herbdrio ICN da Universidade Federal do Rio
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Grande do Sul sob a seguinte numeracao: ICN152995.

A andlise de vascularizacao floral foi realizada com botdes florais inteiros enquanto
que a ontogenia do pericarpo foi avaliada a partir de se¢des medianas. O material coletado foi
fixado em glutaraldeido 1% e formaldeido 4% em tampao fosfato de s6dio 0,1M- pH7.2 por
um periodo de 48h (McDowell & Trump 1976), lavado em tampao fosfato de sédio 0,1M-
pH7,2 (Gabriel 1982) e desidratado em série etilica ascendente com finalizacdo com série de
solucdes de etanol-cloroférmio (Purvis ef al. 1964). O material foi incluido em resina a base
de hidroxietilmetacrilato (Gerrits & Smid 1983). Secdes transversais e longitudinais entre 5 e
10 um de espessura foram obtidas no micrétomo de guias Leitz 1400 com navalha de aco de
perfil D, coradas com Azul de Toluidina O 0,05% H 4.4 (Feder & O’Brien 1958).Além disso,
foi realizado o teste de Aciodo Periddico/ Reagente de Schiff (PAS) (O’Brien e McCully
1981) para a detecc¢do de polissacarideos. Todas as se¢des foram analisadas no microscépio
optico Leica DM R em campo claro equipado com sistema fotografico digital.

A terminologia adotada para a descricdo dos resultados e delimitagdo das camadas
componentes do pericarpo estd de acordo Roth (1977) e Spjut (1994) para classificacdo de

fruto.

Resultados

Vascularizacao Floral:

A Fig. 1 esquematiza o botdo floral de B. antiacantha visto em secdo longitudinal. Os

botdes florais dessa espécie tétm em torno de 15 mm de comprimento. Em relacdo a

vascularizacdo, nao sdo observados feixes vasculares descendentes (setas), apenas tracos

divergindo para as diferentes pecas florais. Alguns feixes invertidos em relacdo aos demais
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(xilema voltado para a face externa) sao visualizados logo apds os pontos de ramificagdo na
por¢ao mediana do ovario. Para cada ramificacdo, um dos feixes resultantes apresenta tal
condicdo, que se modifica no dpice do ovario quando esses reassumem a orientacdo dos
demais feixes (Fig. 2)

No nivel representado na Fig. 3, uma secao transversal de botdo floral, observa-se os
feixes fundamentais (FF) na regido do pedicelo. Todos os feixes s@o colaterais € ndo sao
observados feixes invertidos. A por¢ao nectarifera e o inicio da abertura dos 16culos estao
representados pela Fig. 4, sendo visiveis os feixes carpelares dorsais (CD). Nesse nivel
observam-se feixes vasculares invertidos dispersos na regido mediana do mesofilo, os quais
correspondem aqueles feixes torcidos, resultantes de ramificacdes, observados em secdo
longitudinal.

A porcdo seminifera do botdo floral estd representada pela Fig. 5. Nessa regiao os
feixes carpelares dorsais e ventrais (CV) sdo visiveis assim como sdo observados os tracos
dos estames opostos as sépalas (TES) e os tracos medianos das sépalas (TSM). Nesse nivel,
assim como no nivel anterior, sdo observados os feixes invertidos.

No nivel representado pela Fig. 6, as sépalas ja estdo individualizadas. Observam-se os
tracos laterais das pétalas (TPL) e os tracos medianos das pétalas (TPM).

O inicio da separacdo das pétalas € observado no nivel representado pela Fig. 7. Além
disso, os feixes dos estames opostos as sépalas (ES) e dos opostos as pétalas (EP) e o estilete
encontram-se individualizados, com apenas um feixe correspondente a cada carpelo. Ja na
Fig. 8, as pétalas ja estdo individualizadas e os filetes dos estames opostos as sépalas (ES) e
pétalas (EP) comecam a se individualizar. Nesses dois niveis ndo sdo mais observados feixes

vasculares torcidos.
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Ontogenia do Pericarpo:

ESTADIO I. Esse estddio estd representado por ovdrios em pré e pds-antese. O ovario
¢ infero, tricarpelar e trilocular. A face epidérmica externa apresenta acimulo de substancia
polissacaridica, também se observam estomatos (Fig. 9) e tricomas (Fig. 10). Ha presenca de
idioblastos com rafides dispersos pelo mesofilo (Fig. 11, setas). Encontra-se um grande
nimero de feixes vasculares colaterais, com a presenga de alguns feixes invertidos, com ja
citado. (Fig. 12, setas).

Na regido ventral observam-se seis linhas de sutura dos trés carpelos. Essas linhas sdo
formadas por células menores do que as demais células (Fig. 13). As cavidades septais estao
delimitadas por uma epiderme secretora, com presenca de acimulo de compostos
polissacaridicos (Fig.13). As células da face epidérmica interna s3ao de natureza
parenquimadtica e apresentam actimulo de polissacarideos (Fig. 14).

ESTADIO 1II. Esse estidio estd representado pelo fruto de coloracio verde. O
exocarpo apresenta as mesmas caracteristicas do estddio um. Na drea entendida como
mesocarpo sensu lato, de origem dupla, devido a contribuicdo de tecidos de origem ovariana e
do hipanto, os feixes vasculares apresentam uma bainha perivascular de natureza
parenquimatica (Fig. 15). Na regido mediana do mesocarpo, entre os espacgos intercelulares,
observa-se uma deposicao inicial de uma substancia polissacaridica (Fig. 16, insert).

ESTADIO III. Esse estidio estd representado pelo fruto de coloragdo amarela. O
exocarpo apresenta as paredes celulares mais espessadas e ndo apresenta mais conteido
polissacaridico (Fig. 17). Observa-se uma hipoderme composta por 8-10 camadas celulares,
essas células também apresentam paredes celulares espessadas (Fig. 17). HA maior acumulo

de secrecdo polissacaridica nas cavidades esquizogenas observadas no estadio dois. Ao redor
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delas ha camadas celulares comprimidas devido ao seu crescimento (Fig.18). Todos os feixes
vasculares presentes no mesocarpo estdo envoltos por uma bainha perivascular
esclerenquimdtica (Fig. 18). Em relacio a delimitacdo da participacdo de tecidos nao-
carpelares na composi¢cdo do mesocarpo observa-se uma diminui¢io no nimero de feixes
vasculares préoximo a regido do endocarpo. Além disso, os feixes vasculares presentes no
mesocarpo de origem nao-carpelar apresentam uma bainha perivascular com fibras de paredes
mais espessadas enquanto que os feixes do mesocarpo de origem carpelar possuem uma
bainha perivascular esclerenquimatica com menor espessamento das paredes (Fig. 19).

A epiderme dos canais septais nectariferos ainda apresenta substancias
polissacaridicas em suas células (Fig. 20). Assim como o endocarpo ainda apresenta natureza

parenquimatica (Fig. 21).

Discussao

No presente trabalho, o fruto de Bromelia antiacantha é classificado como baga, por
se tratar de um fruto indeiscente com pericarpo que nao se diferencia internamente por um
rigido endocarpo, conforme o conceito de Spjut (1994). Os frutos de Bromelioideae também
ja foram classificados como baga por Fagundes & Mariath (2010).

O termo baga, ao ser cunhado por Linnaeus em 1751, ndo fazia distin¢do entre
estruturas oriundas de ovdario supero e infero, considerando apenas as caracteristicas
morfoldgicas dessa estrutura (Spjut 1994). Entretanto, a separacdo em diferentes tipos de
frutos conforme a posi¢do do ovdrio foi vdrias vezes proposta, como no caso dos frutos
pomdceos (Hertel 1959). Essa classificagdo de frutos provenientes de ovérios inferos inclui a
delimitacdo de subtipos de familias e géneros.

O conceito de baga encerra controvérsias acerca de sua definicdo, assim como o
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proprio conceito de fruto. Nesse sentido, Spjut e Thieret (1989) e Spjut (1994) comentam que,
ao invés de ampliar o conceito de fruto a partir do momento em que ficou claro que essa
estrutura poderia ter participacao de tecidos nao-carpelares, preferiu-se criar conceitos como o
de pseudofruto.

Em B. antiacantha, a partir do estudo de vascularizacdo floral, observou-se uma
controvérsia em relacdo a presenca de feixes vasculares invertidos. A andlise das secdes
transversais demonstrou a presenca de feixes vasculares invertidos (xilema voltado para a face
externa) na porcdo mediana do mesofilo. A presenca dessas inversdes nos feixes ¢é
considerada geralmente como um sinal do afundamento do ovério em tecido receptacular
(Douglas 1944; Puri 1951, 1952). Entretanto, ao analisar a vascularizagao do botao floral em
secoes longitudinais ficou evidente que ndo existem feixes descendentes. Esses feixes
invertidos sdo, na realidade, feixes torcidos oriundos da ramificacdo dos feixes vasculares
para irrigacdo das diferentes pecas florais.

Dessa forma, fica claro que a por¢do extra-carpelar, nesse caso um hipanto, do ovario
de B. antiacantha é formada pela coesdo e adnagdo das bases das diferentes partes florais e
nao por afundamento do ovdrio no receptaculo. O hipanto da espécie do presente estudo pode
entdo ser classificada como de origem apendicular, considerada como a condi¢do mais
encontrada nos estudos com espécies de angiospermas de ovdrio infero (Puri 1951, 1952;
Roth 1977).

Com base no exposto acima, evidencia-se que ao fazer a andlise da vascularizacio
floral deve-se explorar se¢des do material com orientagdes diversas para que ndo exista o
risco de uma avaliacdo parcial que poderia levar a uma conclusdo equivocada.

No contexto da familia Bromeliaceae, Okimoto (1948) ao analisar a vascularizacdo em
Ananas comosus considerou o ovdrio infero dessa espécie como de natureza apendicular, ndo

observando a presenca de feixes invertidos.



94

Sajo et al. (2004) analisaram a vascularizacdo do ovdrio de trés géneros de
Bromelioideae (Aechmea, Quesnelia e Orthophytum). Eles consideraram o0s ovarios
genuinamente inferos devido ao fato de que os feixes vasculares que irrigam sépalas e
carpelos divergiram préximo ao topo do ovario. Embora os autores ndo tenham assumido qual
a origem dos tecidos nao-carpelares, os esquemas apresentados da vascularizacdo dessas
espécies indicam hipanto de origem apendicular visto que ndo se observa a presenca de feixes
invertidos. Fagundes & Mariath (2010) ao analisar a ontogénese dos frutos de A. calyculata e
Billbergia nutans, assim como Sajo et al. (2004), nao avaliaram a origem dos tecidos extra-
carpelares. Entretanto, os resultados indicam a também provavel origem apendicular do
hipanto, uma vez que ndo foram observados feixes invertidos.

Entretanto, Douglas (1957) comenta que além da presenga de ovario infero com hipanto
de origem apendicular, teria sido observada a presenca de ovarios com hipanto de origem
receptacular em algumas espécies da familia Bromeliaceae a partir dos dados compilados por
essa autora.

Portanto, ha variacdo dentro de Bromelioideae em relacdo a origem dos tecidos extra-
carpelares que compdem a parede do fruto na maturidade. B. antiacantha possui origem
apendicular assim como alguns dos outros representantes de Bromelioideae ja estudados.
Dessa maneira, a decisdo de assumir que os frutos de Bromelioideae sdo bagas que possuem
diferentes origens para composi¢ao da parede parece ser mais parcimoniosa. A proposi¢cdo de
nomenclatura diferenciada para o fruto da subfamilia seria prematura e mais estudos sio
necessdarios para avaliar a complexa estrutura pericarpica de Bromelioideae.

Outra questdao da terminologia de frutos estd relacionada as defini¢des das camadas
componentes do pericarpo em estruturas de origem complexas (com participacdo do hipanto
como em B. antiacantha). Dessa forma, no presente trabalho, assim como no estudo de

Marzinek et al. (2008), adotou-se o conceito morfoldgico (pericarpo lato sensu). O exocarpo
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do fruto de B. antiacantha é a camada externa do hipanto, e o mesocarpo inclui tecidos que
possuem de origem carpelar e extra-carpelar. Apenas o endocarpo € proveniente da face
epidérmica interna do ovario.

Em relacdo a estrutura pericarpica, a presenca de uma hipoderme bem desenvolvida,
adjacente ao exocarpo, € caracteristica de muitos frutos, incluindo as bagas ja estudadas (Roth
1977). Em B. antiacantha foram observadas 8-10 camadas, enquanto que em A. calyculata e
Billbergia nutans sao observadas 2-3 camadas hipodérmicas.

Quanto a separacdo do mesocarpo de origem carpelar e o de origem a partir do
hipanto, Okimoto (1948) observou uma diferenca temporal na diferenciacdo dos feixes
vasculares de A. comosus. Ha diferenciacao das células parenquimaéticas em torno dos feixes
vasculares ndo-carpelares em elementos esclerenquiméticos, formando uma bainha
perivascular esclerenquimética (Okimoto, 1948). Em B. antiacantha foi observado uma
diferenca em relacdo ao grau de espessamento dos elementos esclerenquimaticos das bainhas
perivasculares. Os elementos esclerenquimdticos da por¢do extra-carpelar do mesocarpo
apresentavam um maior espessamento de suas paredes enquanto que os feixes da porcdo
carpelar apresentavam esses elementos com paredes delgadas. Assim, essa caracteristica pode
ser um indicio de delimitacdo dos limites entre os tecidos carpelares e extra-carpelares.

A presenca de cavidades secretoras esquizdgenas foi observada no mesocarpo de
B.antiacantha. A presenga de estruturas secretoras ainda ndo havia sido descrita para o
pericarpo de representantes de Bromelioideae, apenas sido relatada em Dyckia maritima, uma
Pitcairnioideae (Fagundes & Mariath 2010).

B. anticantha é representante de um género de divergéncia precoce dentro de
Bromelioideae (Sass & Specht 2010) e apresenta uma estrutura de ovério e fruto maduro
semelhante aos outros géneros. Essa espécie apresenta o hipanto de origem apendicular, assim

como alguns dos géneros ja estudados, os quais sdo de divergéncia tardia [Ananas (Okimoto
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1948), Aechmea, Ortophytum e Quesnelia (Sajo et al. 2004), Aechmea e Billbergia (Fagundes
& Mariath 2010)]. Assim, embora o presente trabalho tenha incrementado as informagdes
sobre as estruturas pericarpicas em Bromelioideae, mais estudos ontogenéticos como esse sao

necessarios para poder realizar inferéncias evolutivas sobre os frutos dessa subfamilia.
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Figura 1. Esquema do botdo floral de B. antiacantha montado a partir de diversas secoes

longitudinais (inversdes dos feixes vasculares ndo sao observadas). Barra de escala= 5 mm
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Figura 2 Sec¢des longitudinais de botdao floral de Bromelia antiacantha. As inversdes dos

feixes presentes apds as ramificagdes vistas a partir de uma seqii€éncia de se¢des (A-D).
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Figuras 3 a 8. Esquemas da vascularizacdo floral de Bromelia antiacantha a partir de secdes
transversais. Fig. 3. Nivel representativo do pedicelo, presenca feixes fundamentais (FF). Fig.
4. Nivel representativo da base do ovdrio, regido nectarifera, inicio da abertura dos 16culos,
CD= feixe carpelar dorsal. Fig. 5. Nivel representativo da por¢cdo seminifera do ovario. CD=
feixe carpelar dorsal, CV= feixe carpelar ventral, TSM= traco estame oposto a sépala, TSM=
traco mediano da sépala. Fig. 6. Nivel representativo da regido de saida das sépalas. TPL=
traco lateral da pétala, TPM= traco mediano da pétala, S= sépala. Fig. 7. Nivel representativo
da regido de saida das pétalas. ES= feixe do estame oposto a sépala, EP= feixe do estame
oposto a pétala. Fig. 8. Nivel representativo da individualizacdo dos estames. ES= feixe do

estame oposto a sépala, EP= feixe do estame oposto a pétala, P= pétala.
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Figuras 9 a 12. Secdes transversais de ovérios de B. antiacantha. Fig. 9. Aspecto geral face
epidérmica externa, estdmatos visiveis, setas. Fig. 10. Escamas peltadas presentes na face
epidérmica externa, idioblastos com réfides visiveis. Fig. 11. Aspecto geral do mesofilo,
presenca de feixes vasculares invertidos (setas). Fig. 12. Aspecto da regido ventral, linhas de

suturas carpelares visiveis.
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Figuras 13 a 16. Secdes transversais de ovdrios e frutos imaturos de B. antiacantha. Fig. 13.
Aspecto das células componentes do duto nectarifero. Fig. 14. Aspecto das células
componentes da face epidérmica interna. Fig. 15. Aspecto geral do pericarpo do fruto imaturo.
Fig. 16. Acimulo de secrecdo entre espacos intercelulares, insert: reacdo positiva para

polissacarideos.
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Figuras 17 a 21. Secdes transversais de frutos maduros de B. antiacantha. Fig. 16. Aspecto
do exocarpo e das camadas hipodérmicas com paredes mais espessadas. Fig. 17. Cavidades
secretoras esquizdogenas no mesocarpo. Fig. 18. Diferenca no espessamento dos elementos
esclerenquimdticos de feixes da drea extra-carpelar e carpelar. Fig. 19. Aspecto das células do

duto nectarifero. Fig. 20. Aspecto das células endocérpicas.
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CAPITULO V

CONSIDERACOES FINAIS
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Esse estudo pretendeu ampliar o conhecimento acerca da estrutura anatdomica dos
frutos de Bromeliaceae, explorando aspectos ontogenéticos, funcionais e taxonomicos.

Os padrdes observados em relacdo aos estratos mecanicos que compdem a estrutura
das capsulas de Pitcairnioideaec e Tillandsioideae parecem ser conservados para o nivel
genérico. Algumas diferencas sdo observadas em nivel especifico como o nimero de camadas
componentes do mesocarpo, nimero de camadas hipodérmicas, presenca de extensdes de
bainha, presencga de estruturas secretoras.

Esses caracteres apresentados representam o principio das buscas por caracteres
anatomicos informativos para a familia Bromeliaceae. A utilizacdo dos caracteres anatdmicos
apurados nesse trabalho ainda requer uma maior avaliacdo para utilizd-los com fins
taxondmicos, especialmente em nivel genérico.

Os padroes de deiscéncia observados seguem a tendéncia evolutiva da familia a partir
de cédpsulas septicidas (Tillandsioideae), que sao consideradas mais primitivas, passando por
capsulas de deiscéncia mista (Pitcairnioideae) chegando a indeiscéncia alcancada em
Bromelioideae.

A presenca de estruturas secretoras no pericarpo maduro nos frutos de Dyckia e
Tillandsia foi registrada. Estima-se a participacdo dessas estruturas nos diferentes processos
fisioldgicos das cdpsulas, como a participacdo dessas estruturas no processo de deiscéncia
mista (septicida e loculicida) em Dyckia e no auxilio na protecdo do embrido durante o lento
desenvolvimento de Tillandsia.

As paredes secunddrias presentes no exocarpo € no endocarpo das cdpsulas de
Pitcairnioideae e Tillandsioideae apresentam composicao fendlica de natureza desconhecida.
Embora seja evidente a funcdo mecanica desses estratos, avancos nos estudos em relagdo ao
isolamento e caracterizacdo desses compostos sdo necessarios para avaliar de forma acurada

as funcdes desses compostos na fisiologia desses frutos, como, por exemplo, no processo de
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deiscéncia.

Com relagdo a estrutura do fruto de Bromelioideae, percebe-se que hd variagcdo em
relacdo a origem dos tecidos que compdem a parede desse fruto. Em Bromelia antiacantha, o
hipanto € de origem apendicular, enquanto ha registros para a familia Bromeliaceae de
hipanto com origem receptacular.

Sugere-se a utilizacdo do termo baga para a classificacdo dos frutos carnosos de
Bromeliodeae, uma vez que esse termo, em sua origem, nao fazia distincao entre ovario infero
e supero.

O estudo de vascularizacao floral mostrou-se como uma interessante abordagem para
andlise aprofundada do ovdrio infero de B. antiacantha (e consequentemente para o fruto).
Ressalta-se que esse tipo de estudo deve ser conduzido com extrema cautela, conforme
demonstrado pelas evidéncias controvertidas apresentadas em relagdo a presenca de inversoes

de feixes.






