PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM GENETICA

Eduardo Jodo Pereira Junior

Ontogenia do Ovulo e da Antera de Cybistax
antisyphilitica (Mart.) Mart. (Bignoniaceae)

Dissertacdo apresentada para obtencéo do titulo de Mestre em

Genética.

Sao José do Rio Preto-SP
2011



Eduardo Jodo Pereira Junior

Ontogenia do Ovulo e da Antera de Cybistax
antisyphilitica (Mart.) Mart. (Bignoniaceae)

Dissertacdo apresentada para obtencdo do titulo de Mestre em Genética,
area de Concentracdo em Biologia Celular e Molecular junto ao
Programa de Pds-Graduagdo em Genética do Instituto de Biociéncias,
Letras e Ciéncias Exatas da Universidade Estadual Paulista “Jdlio de
Mesquita Filho”, Campus de S&o José do Rio Preto.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Nelson Sabino Bittencourt Junior
Professor Assistente Doutor

UNESP — Séo José do Rio Preto
Orientador

Profa. Dra. Neusa Taroda Ranga
Professora Assistente Doutora
UNESP — Séo José do Rio Preto

Profa. Dra. Diana Salles Sampaio
Instituto de Biologia — Universidade Federal de Uberlandia

Sé&o José do Rio Preto, 15 de Agosto de 2011.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus pela vida e por sempre me indicar o melhor caminho a ser seguido.

A toda a minha familia por ter-me proporcionado um ambiente saudavel de convivéncia, amor,

respeito e compreensao.

Ao Prof. Dr. Nelson Sabino Bittencourt Junior, meu orientador, pelo rigor cientifico e pela

paciéncia dispensada desde a iniciacéo cientifica.

Aos colegas, atuais e passados, do Laboratdrio de Anatomia Vegetal, pela companhia, troca de

conhecimentos e motivacao.

A Maria Helena Carabolante pela ajuda durante o desenvolvimento desta dissertacio e pelos

conselhos e amizade.

Aos meus professores da graduacédo e pos-graduacdo pela transmissdo de conhecimentos.

Aos colegas do Programa de Pos-Graduacao em Genética pelos escassos, mas bons momentos.

A todos que direta ou indiretamente contribuiram para a realizacdo deste trabalho.

A CAPES pela bolsa de estudos e 8 FAPESP pelo apoio financeiro.



Dedico este trabalho aos meus pais, Vera e
Eduardo, pelo exemplo de carater e pelo apoio

incondicional a realizacdo dos meus sonhos.



“ O destino baralha as cartas, e nés jogamos.”

Arthur Schopenhauer



SUMARIO

L ADSTFACT. ... 5
T RESUMO. . 7
FEL INEFOAUGAO. ... bbbt 9
TV . OB JETIVOS. ...ttt bbbttt 14
Y2 O2= o 11 (1] [0 I SO SOPTSPT 16

Ontogenia do Ovulo de Cybistax antisyphilitica (Mart.) Mart. (Bignoniaceae)..... 17
AV I O- 1o 11 11 (o I 1 OSSR 49

Ontogenia da Antera de Cybistax antisyphilitica (Mart.) Mart. (Bignoniaceae)... 50

VI DISCUSSB0 GEIAL.......cueiiiiiiiiieie ettt e st et e nte e ereenne e 90
VI, CONCIUSOES GEIAIS. ... eeeiiiieiiieieiiie sttt steeneesre e aneesne e 93
ONtOGENIA 0O OVUIO.........oevieicieeceee e 94
ONLOGENIA TA ANTETA. ... .iiiiiiiieiieieee et 94

IX. Referéncias BibliografiCas...........ccovoiiiiiiiiie e 96



|. Abstract




Abstract

Embryological characters have systematic value and its usefulness has been demonstrated by
several authors to elucidate the phylogenetic position of certain angiosperms families. This study
aims to analyze the ontogeny of reproductive structures of Cybistax antisyphilitica, with the purpose
of adding relevant embryological data to the phylogenetic design of the family or, infra-familiar
taxonomic categories. The embryological features observed was similar to species belonging to
“Tabebuia aliance” whose embryology has been investigated. During the ontogey of C.
antisyphilitica ovule, only the chalazal megaspore develops, and in the course of its differentiation
in the embryo sac mother cell, the micropylar side of its cell wall assumes a concave conformation
in which there is an expressive deposition of callose. In the octonuclear stage, there is an
accumulation of a fibrogranular substance between the endothelium and megagametophyte wall
causing a bottleneck in the middle portion of embryo sac. For anther ontogeny of the species
studied, the tapetal layers are dimorphic, although becoming similar at the late pre-meiotic stage.
After meiosis, the dimorphism is accentuated between the two tapetal layers. The microspore
mother cell amyloplasts are inherited by the microspores and the resulting pollen grains. The pollen
grain amyloplasts gradually increasing in number and size in a single amylogenesis/amylolyse
cycle. Based on the obtained data we concluded that the configuration of the distal wall of the
chalazal megaspore and the accumulation of secretion in the median portion of embryo sac are
characters not reported for other species of the family, and may possibly be autapomorphic
characters. Regarding the ontogeny of the anther, Cybistax antisyphilitic showed a multistratified
fibrous endothecium restricted to four sites within the anther and a period in which there was

attenuation of dimorphism between the tapetal layers, like reported for Handroanthus genera.

Key words: Plant Embryology, ontogeny, ovule, anther.



1. Resumo Geral




Resumo

Caracteres embrioldgicos possuem valor sistematico e sua utilidade foi demonstrada por diversos
autores para elucidar o posicionamento filogenético de certas familias de angiospermas. Este estudo
visa analisar a ontogenia das estruturas reprodutivas de Cybistax antisyphilitica, com o proposito de
acrescentar dados embrioldgicos relevantes ao delineamento filogenético da familia, ou de
categorias taxonomicas infrafamiliares. As caracteristicas embrioldgicas observadas demonstraram
similaridade com espécies pertencentes a “Tabebuia alliance” cuja embriologia ja foi investigada.
Observou-se durante a ontogenia do ovulo de C. antisyphilitica que apenas o gindsporo calazal se
desenvolve e, durante sua diferenciacdo em célula-mé&e do saco embrionario, a face micropilar de
sua parede celular assume uma conformacdo concava, na qual ha grande deposicdo de calose. No
estadio octonuclear, hd acumulo de uma substancia fibrogranular entre o endotélio e a parede do
ginofito fazendo com que o saco embrionério apresente um caracteristico afunilamento mediano.
Em relacdo a ontogenia da antera da espécie estudada, verificou-se que as camadas tapetais séo
dimdrficas, embora ao final do estadio pré-meiotico se tornem similares; embora, apds a meiose, 0
dimorfismo se acentua novamente nas camadas tapetais. Os amiloplastos das células-mée dos
androsporos sdo herdados pelos andrdsporos e graos de pdlen deles resultantes. Os amiloplastos dos
grdos de polen gradualmente aumentam em ndmero e tamanho em um U(nico ciclo de
amilogénese/amildlise. Com base nos dados obtidos conclui-se que a configuracdo da parede distal
do gindsporo calazal e o acimulo de secrecdo na por¢do mediana do saco embriondrio sao
caracteristicas ndo relatadas para outras espécies da familia e podem ser caracteres autapomorficos
para C. antisyphilitica. Em relagdo a ontogenia da antera, C. antisyphilitca apresentou endotécio
fibroso multiestratificado restrito a quatro sitios dentro da antera e um periodo no qual houve
atenuacdo do dimorfismo entre as camadas tapetais, assim como reportado para 0 Qgénero
Handroanthus.

Palavras-chave: Embriologia vegetal, ontogenia, 6vulo, antera.
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I11. Introducéo

A familia Bignoniaceae € composta por aproximadamente 827 espécies distribuidas em 82
géneros (Lohmann & Ulloa 2007). E uma familia predominantemente neotropical, sendo um
importante componente nesta regido, com menor contribuicio nas florestas tropicais da Africa, de
Madagascar e do Sudeste Asiatico (Olmstead et al. 2009).

Bignoniaceae consiste em uma familia facilmente reconhecivel por seu conjunto de
caracteristicas vegetativas e reprodutivas, sendo que as trés caracteristicas que evidenciam sua
monofilia consistem em: (1) sementes com endosperma reduzido; (2) estigma sensitivo bilamelado
e (3) duas placentas por carpelo (Manning 2000, Judd et al. 2002).

Estudos filogenéticos recentes, baseados em caracteres moleculares (regiées ndhF, trnL-F e
rcbL do cpDNA), propuseram que dentro de Bignoniaceae a tribo Jacarandeae € a mais basal,
consistindo em um grupo irmédo do agrupamento mais inclusivo que contém o restante dos taxa da
familia, este Gltimo é designado como Core Bignoniaceae, um clado fortemente suportado pelos
dados moleculares (Olmstead et al. 2009). A tribo Tourrettieae €, dentro do Core Bignoniaceae, a
que mais caracteristicas compartilham com Jacarandeae, como semelhancas entre os grdos de polen
das duas tribos (tricolpados e psilados) e a presenca de folhas duplamente compostas (Gentry &
Tomb 1979).

Nos ultimos estudos filogenéticos (Gentry 1980, Fischer et al. 2004), Tecomeae consistia
em um grande grupo parafilético que compreendia todos os taxa com frutos biloculares cuja
deiscéncia era perpendicular ao septo. No tratamento de Olmstead et al. (2009), Tecomeae foi
desmembrada e um numero reduzido de espécies foi circunscrito dentro deste grupo, passando a ser
constituido por apenas 12 géneros e 55 espécies, sendo os C-4 formil iridéides, encontrados quase
que exclusivamente neste tdxon, uma possivel caracteristica distintiva do grupo. Dentre 0s grupos

que foram desmembrados se encontram: Jacarandeae, Catalpeae, Tabebuia alliance (inclui



11

Crescentieae), alianca paleotropical (inclui Coleea), mais dois géneros isolados (Argylia e
Delostoma) (Olmstead et al. 2009).

Foi proposto um clado informal e ndo ranqueado, contudo com monofila bem suportada,
denominado Crescentiina com 34 géneros e 300 espécies, este € formado por um clado estritamente
paleotropical e outro clado neotropical — denominado “Tabebuia alliance” (ambos parafiléticos).
Dentro do primeiro esta incluido Coleeae e do segundo Crescentieae (Olmstead et al. 2009).
Segundo Olmstead et al. (2009), as tribos Oroxyleae e Catalpeae se mostraram filogeneticamente
proximas cosntituindo-se em grupos irmaos de Crescentiina, e a reunido destes trés taxa forma um
agrupamento mais inclusivo que, por sua vez, € irmao de Bignonieae.

A embriologia das angiospermas abrange a investigagdo de virtualmente todos os eventos
relevantes a reproducdo sexual (Schnarf 1931) e contribuiu, preponderantemente, no século
passado, para a compreensdo da diversidade estrutural na andro- e ginosporogénese, andro- e
ginogametogénese, fertilizagdo, desenvolvimento do embrido, endosperma e tegumento da semente.
Em varios momentos no passado, um esforc¢o foi feito para compilar os dados acumulados e definir
os atributos embrioldgicos de cada familia (Tobe 1989).

A despeito do grande valor dos caracteres embriol6gicos na sistemética das angiospermas,
estudos de embriologia tém se tornado progressivamente inativos a partir da Ultima metade do
século XX, com um decréscimo significativo das publicacdes na area (Tobe 1989). Isto aconteceu,
em parte porque 0s grupos mais acessiveis ja foram estudados e, em parte, pela dificuldade técnica e
pelo tempo consumido em estudos de Embriologia Vegetal baseados, sobretudo, na confecc¢do de
seccOes histologicas por microtomia e analise das mesmas em microscopia optica (Tobe 1989).

Em relacdo ao emprego de dados embrioldgicos na taxonomia da familia Bignoniaceae é
evidente o fato de que a grande maioria dos trabalhos publicados, que se ocupam no estudo da
ontogenia dos Ovulos e das anteras (Tabela 1), foca seus esforcos na descricdo detalhada dos
eventos ontogenéticos observados. Poucas e insipientes foram as abordagens sistematicas a partir

dos dados embrioldgicos. A primeira categorizacdo das espécies da familia com base em dados
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embrioldgicos foi feita por Mauritzon (1935), que delimitou dois tipos de desenvolvimento do
endosperma, o tipo “Incarvillea” e 0 “Catalpa” com base no nimero de células do haustorio calazal
deste tecido, sendo tipo “Catalpa” considerado o caréter plesiomorfico.

Shivaramiah (1998) deixou claro que as investigacdes morfoldgicas e embriolégicas em
Bignoniaceae estdo longe de estarem completas com respeito ao posicionamento sistematico. Estes
se restringem apenas a comparacdo sem valer-se da utilizacdo ampla e sistematica das
caracteristicas para fazer inferéncias filogenéticas. Para que isso seja possivel, € necessario ndo
apenas uma padronizacdo dos métodos de estudo, como também a ampliagdo do numero de
espécies estudadas e o confronto dos dados embriologicos com as filogenias geradas por diferentes
fontes de dados, visto que, juntamente com dados moleculares e paleontoldgicos, caracteres
embrioldgicos podem ser usados para reconstruir a historia evolutiva das angiospermas (Ptachno &

Swiatek 2009).
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V. Objetivos

e Investigar o desenvolvimento do Ovulo de Cybistax antisyphilitica, incluindo a
ginosporogénese e a ginogametogénese, contribuindo para o entendimento da organizagdo do

gametofito feminino em Bignoniaceae.

e Descrever a ontogenia da antera de C. antisyphilitica com atencdo especial ao
desenvolvimento do tapete e das demais camadas parietais, a androsporogénese e a

androgametogénese.

e Contribuir para a compreensao do desenvolvimento das estruturas reprodutivas na familia
Bignoniaceae, assim como obter dados embrioldgicos relevantes para o delineamento filogenético

da familia, ou de categorias taxonémicas infrafamiliares.



V. Capitulo |




Ontogenia do Ovulo de Cybistax antisyphilitica (Mart.) Mart. (Bignoniaceae)
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Abstract

In spite of the remarkably preserved morphology of the megagametophyte in angiosperms, there is
a wide diversity of forms, which can only be understood with the increase of embryological studies
within the flowering plants families. This work aimed to analyze the ovule development in Cybistax
antisyphilitica, including megaspororgenesis and megagametogenesis, to generate data for
phylogenetic delineation of infra-familial taxa of Bignoniaceae. The ovule of Cybistax
antisyphilitica is anatropous, unitegmic and tenuinucellate. The nucellus shows a trizonate
histological organization and the integument is initiated by periclinal divisions in the dermal layer,
around the base of the archesporium. The single archesporial cell differentiates directly into the
megaspore mother cell, undergoes meiosis, and originates a linear tetrad of megaspores. Only the
chalazal megaspore develops, and during its differentiation in the embryo sac mother cell, the
micropylar side of its cell wall assumes a concave conformation in which there is an expressive
deposition of callose. The mature embryo sac mother cell is elongated, possess a conspicuous
central nucleus, and a characteristic bipolar vacuome with fibrous-granulated content. The inner cell
layers of the integument differentiate in an amyloplast-rich endothelium. In the octonuclear stage,
there is an accumulation of a fibrogranular substance between the endothelium and
megagametophyte wall causing a bottleneck in the middle portion of embryo sac. The chalazal
megaspore develops in a Polygonum-type embryo sac. During megagametogenesis, endothelial
cells adjacent to the micropylar pole of the embryo sac undergo apoptosis. In the mature embryo
sac, the egg cell is slightly chalazal in relation to the synergids, and its micropylar end does not
touch the micropylar channel. The antipodals organize themselves in a triangular or a linear
disposition. The configuration of the distal wall of the chalazal megaspore and the accumulation of
secretion in the median portion of embryo sac are characters not reported for other species of the

family, and may possibly be autapomorphic characters.

Key Words: Ovule, integument, endothelium, embryo sac, egg apparatus.
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Resumo

A despeito dos gindfitos das angiospermas serem notavelmente, conservados em sua morfologia,
ainda assim ha uma ampla diversidade de formas que sé pode ser compreendida com o aumento de
estudos embrioldgicos dentro das familias de angiospermas. Este trabalho objetivou investigar o
desenvolvimento do oOvulo de Cybistax antisyphilitica, incluindo a ginosporogénese e a
ginogametogénese, de modo a gerar dados que possam contribuir no delineamento filogenético de
Bignoniaceae. Os ovulos de Cybistax antisyphilitica sdo anatropos, unitégmicos e tenuinucelados.
Histologicamente, o nucelo apresenta estrutura trizonada e o tegumento € iniciado por divisdes
periclinais na camada dérmica, ao redor da base do arquesporio. A célula arquespérica diferencia-se
diretamente em célula-mae dos gindsporos, sofre meiose e origina uma tétrade linear de gindsporos.
Apenas o gindsporo calazal se desenvolve e, durante sua diferenciacdo em célula-mae do saco
embrionario, a face micropilar de sua parede celular assume uma conformacdo concava, na qual ha
grande deposicdo de calose. A célula-mde do saco embrionario torna-se alongada, com ndcleo
central e vacuoma bipolar apresentando conteudo fibrogranular. As camadas celulares mais internas
do tegumento diferenciam-se em endotélio rico em amiloplastos. No estadio octonuclear, ha
acumulo de uma substancia fibrogranular entre o endotélio e a parede do gindéfito fazendo com que
0 saco embrionario apresente um caracteristico afunilamento mediano. O saco embrionario
originado é do tipo Polygonum e, durante seu desenvolvimento, as células do endotélio adjacentes
ao polo micropilar entram em apoptose. A oosfera é ligeiramente calazal em relacéo as sinérgides e
sua extremidade micropilar ndo estabelece contato com o canal micropilar. As antipodas variam
quanto a sua disposicdo tridimensional, podendo se organizar triangularmente ou de maneira linear.
A configuracdo da parede distal do gindsporo calazal e o acimulo de secre¢do na por¢do mediana
do saco embrionério sdo caracteristicas ndo relatadas para outras espécies da familia e podem ser
caracteres autapomarficos para C. antisyphilitica.

Palavras-chave: Ovulo, tegumento, endotélio, saco embrionario, aparelho oosférico.
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Introducao

Os gametdfitos femininos das angiospermas sdo altamente organizados e também
notavelmente conservados em sua morfologia, indicando que existem restricdes que governam o
seu desenvolvimento (Rudall 2006). A despeito de sua estrutura basica conservada, os 6vulos
alcangaram uma ampla diversidade de formas e, embora, por si sO, o estudo isolado do
desenvolvimento do 6vulo de uma determinada espéecie possa ndo ter nenhum interesse especial,
quando se toma o conjunto de dados gerados pelos estudos individuais tém-se um “tesouro” valioso
relativo a informagdes sobre a diversidade dos ovulos, cujo valor s6 aumenta a cada novo estudo
realizado (Endress 2011).

Considerando a diversidade de espécies caracteristica da familia, estudos embrioldgicos em
Bignoniaceae sdo escassos (Galati & Strittmatter 1999). No que concerne ao estudo da
ginosporogénese e ontogenia do saco embrionario na familia, as investigacGes tiveram inicio no
final do século XIX, com o estudo de Guignard (1882 apud Schnarf 1931), sobre a ontogenia do
saco embriondrio em Tecoma capensis (=Bignonia capensis). A literatura existente sobre a
ontogenia do gametofito feminino em Bignoniaceae demonstrou que o évulo pode ser bizonado,
como em Jacaranda mimosifolia (Galati & Strittmatter 1999) ou trizonado, como em Handroanthus
pulcherrimus (=Tabebuia pulcherrima) (Bittencourt & Mariath 2002a). Os O6vulos séo
tenuinucelados, unitegumentados e geralmente anatropos, tal com verificado em J. mimosifolia
(Govindu 1950, Galati & Strittmatter 1999), Tecoma stans (Govindu 1950), Tabebuia rosea,
Dolichandrone falcata, Fernandoa adenophylla (=Heterophragma adenophyllum) (Mehra &
Kulkarni 1985) e H. pulcherrimus (Bittencourt & Mariath 2002a). Ovulos hemianatropos foram
observados em Stereospermum chelonoides e Millingtonia hortensis (Mehra & Kulkarni 1985).
Alguns 6vulos hemianatropos foram observados em Oroxylum indicum, embora a maioria dos

6vulos desta espécie sejam anatropos (Ghatak 1956). Ovulos hemianatropos, ocasionalmente,
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também foram observados em Kigelia africana (=Kigelia pinnata) e Parmentiera cereifera
(Govindu 1950).

A divisdo do ginosporocito, via de regra, resulta em uma tétrade linear de gindsporos dos
quais apenas um se desenvolve e da origem ao gindfito — sendo este, geralmente, o ginGsporo
calazal. Entretanto, ha variacfes neste padrdo, como em K. africana, na qual as tétrades possuem
formato em T ou isobilateral (Gonvidu 1950), J. mimosifolia com tétrades lineares ou com formato
em T (Galati & Strittmatter 1999) e P. cereifera com arranjo decussado (Gonvidu 1950). O ginofito
do tipo Polygonum que caracteriza mais de 70% das espécies de angiospermas estudadas (Rudall
2006), tambem € o padrédo para a familia (Gonvidu 1950, Ghatak 1956, Mehra & Kulkarni 1985,
Bittencourt & Mariath 2002b).

O presente estudo tem por objetivo investigar o desenvolvimento do 6vulo de Cybistax
antisyphilitica, incluindo a ginosporogénese e a ginogametogénese, contribuindo para o
entendimento da organizacdo do gametdfito feminino em Bignoniaceae, bem como levantar dados
embrioldgicos relevantes para o delineamento filogenético da familia, ou de categorias taxonémicas

infra-familiares.

Material e Métodos

Cybistax Martius ex Meisner € um género monotipico e C. antisyphilitica tem uma ampla
distribuicdo na América do Sul, ocorrendo naturalmente no territério extra-amazonico do Brasil
(exceto pelo nordeste) e nas &reas mais secas da vertente amazbnica dos Andes peruanos,
apresentando ainda uma populagéo disjunta no extremo sul do Suriname (Gentry 1992). Trata-se de
uma arvore decidua, muito comum no Cerrado, sendo utilizada para a arborizacdo urbana, no Brasil
(Lorenzi 2002). Caracteriza-se por atingir de 1,5 a 20 m de altura e apresentar ramos prolépticos e
decussados. Possui folhas palmadas com cinco a sete foliolos e inflorescéncias terminais do tipo

tirso. As flores sdo verde-claras e tubulares, ndo possuem odor e permanecem semi-ocultas durante
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a floracdo devido ao desenvolvimento das inflorescéncias ser precedido pela formacdo de folhas
jovens nos nos subjacentes, com coloracdo similar as flores. Os frutos dessa espécie sdo capsulas
loculicidas que liberam sementes aladas ap6s a deiscéncia. Cybistax antisyphilitica pertence a um
clado monofilético interno em Bignoniaceae, constituido de arvores e arbustos de folhas palmadas
(exceto por poucas espécies que provavelmente sofreram reversdo a condicéo de folhas simples por
reducdo no numero de foliolos), denominada “Tabebuia alliance” (Grose & Olmstead 2007,
Olmstead et al. 2009).

Flores e botdes florais em vérios estadios de desenvolvimento foram coletados de setembro
a outubro, nos anos de 2008 a 2010, de quatro individuos localizados no municipio de S&o José do
Rio Preto, SP, Brasil. Apds a disseccdo, os ovarios foram fixados em solucdo composta por
paraformaldeido 4%, glutaraldeido 1% e tampéo fosfato pH 7,2, 0,AM (McDowell & Trump, 1976)
e estocadas em alcool etilico 70%. Posteriormente, as pe¢as foram infiltradas e emblocadas em
historesina e seccionadas transversalmente em micrétomo rotatério Leica RM2255. As sec¢des
histologicas semisseriadas de 1-4 um foram aderidas a laminas de vidro, submetidas a testes
histoquimicos, a coloragdo com azul de toluidina O (O’brien & McCully, 1981) e montadas
utilizando-se resina Permount®.

Os testes histoquimicos empregados foram o Acido Periodico - Schiff (PAS) para detecgéo
de polissacaridios insoluveis, precedido pelo tratamento das sec¢des com bloqueador de aldeidos
(O'brien & McCully 1981). Para a deteccéo de calose foi utilizado o método fluorocromético com
azul de anilina (Eschrich & Currier 1964), e o vermelho de ruténio para a verificacdo de compostos
acidos, incluindo acidos pécticos (Southworth 1973). Todo o material foi analisado em um
microscopio éptico Zeiss Axioskop e fotografado em fotomicroscépio Olympus BX51, equipado

com camera digital Olympus Q-Color 5.

Resultados
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Ginosporogénese e Desenvolvimento do Tegumento

Tendo em vista o padrdo de divisdes celulares nos meristemas das placentas, antes do inicio
da ontogenia dos dvulos, constata-se que estas apresentam estrutura trizonada (Figuras 1 e 2). Na
camada dérmica (zona 1) as divisdes celulares s@o apenas anticlinais. Na camada subdérmica (zona
I1) ocorrem, predominantemente, divisdes anticlinais embora tenham sido observadas também
divisdes obliquas e periclinais (Figura 2). No tecido subjacente a camada subdérmica (zona Il1) néo
h& um padrao regular de divisGes celulares (Figura 2).

O desenvolvimento do 6vulo inicia-se pela proliferacdo celular que tem lugar na zona Il da
placenta. As células das camadas dérmica e subdérmica do 6vulo imaturo apresentam 0s mesmos
padrBes de divisbes celulares observados nos primérdios das placentas, ou seja, 0s primérdios de
Ovulos também sdo trizonados (Figuras 3 e 4).

Apo6s a emergéncia dos primérdios ovulares na superficie das placentas, ocorre a
diferenciacdo de uma Unica célula arquespdérica na porcao superolateral da camada subdérmica do
nucelo, apresentando citoplasma denso e nucleo proeminente (Figuras 5 e 6). Tao logo se inicia a
emergéncia do Ovulo, este progressivamente adquire a curvatura anatropa, ocasionada pela
proliferacdo celular mais acentuada em um dos lados do mesmo (Figura 6). Simultaneamente, o0
tegumento se origina por divisdes periclinais de células da camada dérmica em torno da base do
arquespério (Figura 6). Em seguida, células da camada subdérmica também se dividem
periclinalmente, impelindo aquele grupo de células de origem dérmica laterais a célula arquesporial
em direcdo ao topo do nucelo, regido onde se constituird a micropila. Este processo acarreta a perda
dos limites entre as células de origem dérmica e subdérmica no tegumento em formacéo (Figuras 7
e 8). Enquanto ocorrem divisdes anticlinais nas células das camadas mais externas do tegumento, 0s
estratos internos, por meio de divisdes periclinais e obliquas, contribuem para o espessamento do
tegumento, que é Unico e maci¢o e se desenvolve em torno do nucelo, tendo suas células se

originado, portanto, das camadas dérmica e subdérmica do primoérdio ovular.
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O arquesporio passa diretamente a funcionar como célula-mée dos ginosporos (CMG).
Durante sua diferenciacdo, a CMG sofre aumento volumétrico, torna-se progressivamente alongada
e expande-se em sua porcao distal, o que lhe confere um formato oval (Figuras 8 e 9). A CMG
apresenta nucleo proeminente com nucléolo evidente portando pequenos vactolos nucleolares
(Figura 8). Um maior nimero de vacuolos é encontrado no citoplasma da CMG, do que no estadio
anterior, contudo, no inicio da meiose, estes ja ndo sdo mais observados (Figura 10).

A CMG permanece com sua porgdo proximal em contato direto com as celulas da regido
calazal e sua maior extenséo envolvida pela epiderme nucelar (Figuras 7 e 8). Quando a CMG entra
em profase | da meiose, as bordas do tegumento geralmente ja estdo bem proximo ao topo do
nucelo (Figura 10) e ja podem ser vistos pequenos amiloplastos na porcéo calazal do 6vulo, na
epiderme nucelar, no tegumento e na propria CMG (Figura 9). As bordas do tegumento se
encontram completamente, formando a micrdpila, apenas quando a célula mée do saco embrionario
(CMSE) comeca a se expandir (Figural9-21).

Tanto a epiderme nucelar quanto a superficie interna do tegumento s&o revestidas por uma
fina cuticula, permanecendo um espaco estreito entre elas. As camadas celulares do tegumento mais
proximas a epiderme nucelar diferenciam-se em endotélio, ainda durante a meiose, apresentando
densidade citoplasmatica ligeiramente superior a das células das demais camadas e possuindo um
formato tangencialmente alongado (Figuras 10 —insergéo e 19 — insercao).

A parede celular da porcéo calazal da CMG, assim como as paredes das células nucelares
nesta regido sofrem um ligeiro espessamento e passam a corar-se mais intensamente (roxo) pelo
azul de toluidina O, adquirindo denso contetdo citoplasmatico (Figuras 10). As paredes celulares
desta regido também se coram fortemente pelo vermelho de ruténio (dados ndo apresentados) e sdo
PAS positivas, o que indica o acimulo de substancias pécticas (Figura 9). As células nucelares da
regido calazal também apresentam vacuolos com conteido granular denso, que se cora de magenta
pelo azul de toluidina O (Figuras 10-15). Tais caracteristicas evidenciam a diferenciacéo inicial das

células nucelares da regido calazal do 6vulo em hipdstase.
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No endotélio, o nimero e o tamanho dos amiloplastos séo expressivos, havendo também um grande
nimero de amiloplastos em outras regides do tegumento e no citoplasma do gindsporo funcional
(Figura 16) e da CMSE (Figura 21). A CMG passa por uma divisdo meidtica e, durante este
processo, as placas metafasicas se posicionam perpendicularmente ao eixo longitudinal do meidcito
(Figura 10-14), originando, ap6s citocineses sucessivas, uma tétrade linear de ginosporos (Figura
15-17). Na fase de diade, a citocinese € seguida da deposicdo de calose (Figura 14) sobre ambos 0s
lados da parede transversal pectoceluldsica. Geralmente ndo ha sincronia entre as células da diade e
entre suas derivadas, com 0s eventos meioticos se processando com maior celeridade na célula
calazal. Ha nova deposicdo de calose em ambos os lados das paredes transversais dos gindsporos
apos a formacdo da tétrade linear (Figura 17 - insercdo), nao havendo deposicdo de calose nas
paredes laterais das mesmas.

O ginosporo calazal se desenvolve, alongando-se paralelamente ao eixo longitudinal da
tétrade (Figuras 15-17). Durante o processo de diferenciacdo inicial do ginosporo calazal em célula-
mde do saco embrionario (CMSE), a face micropilar de sua parede celular encurva-se em direcéo ao
centro da célula até formar uma pequena depresséo, ao fundo da qual a parede celular se torna mais
espessada (Figura 18). Tal estrutura foi verificada em todas as secgdes de dvulos que se
encontravam neste estadio. Os demais gindsporos se degeneram em estadios subsequentes, havendo
uma pequena variacdo quanto ao estadio no qual este evento se processa em diferentes 6vulos
(Figuras 18-24). As células ao redor da micropila também se tornam endoteliais, apresentando um
grande nimero de amiloplastos que estardo presentes até 0 momento da fecundagé&o.

A expansdo do gindsporo calazal origina uma célula alongada com ndcleo conspicuo,
centralmente posicionado (Figuras 15 e 16). Um capuz de calose persiste na por¢do micropilar desta
célula, embora esta cobertura se torne progressivamente delgada (Figuras 18-insercdo, 19-21). Fica
evidente a polarizacdo do citoplasma, com a formacdo de pequenos vacuolos com conteudo
granular tanto na porcdo micropilar como na calazal do ginosporo calazal. Em estadios seguintes

estes vacuolos se coalescem formando dois vacuolos amplos, um em cada polo da CMSE (Figura
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20). Estes vacuolos apresentaram conteddo fibrogranular que se cora de magenta pelo azul de

toluidina O (Figura 20).

Ginogametogénese

A primeira divisdo mitética da CMSE nédo é seguida de citocinese, sendo que a placa
metafasica se orienta perpendicularmente ao eixo longitudinal do ovulo (Figura 22). Os nucleos
resultantes afastam-se um do outro migrando para os polos calazal e micropilar, formando um
jovem ginofito binucleado (Figura 23 e 24). Este se expande consideravelmente e o vacuoma, que
antes era bipolar, se fragmenta e posteriormente origina um grande vacutolo entre 0s ndcleos, e um
segundo vacuolo entre o nlcleo proximal e a parede calazal do ginéfito, ambos contendo substancia
granular que se cora de magenta pelo azul de toluidina O (Figura 24). Remanescentes dos
gin6sporos micropilares sdo esmagados junto a extremidade micropilar do saco embrionario
(Figuras 18-24). Nesta fase, as células da epiderme nucelar que originalmente estavam em contato
com os ginosporos ndo funcionais se degeneram e sofrem colapso (Figura 23 e 24). Remanescentes
de paredes celulares da epiderme nucelar colapsada permanecem no entorno da por¢do micropilar
do saco embrionario (SE) binucleado, separando-o do endotélio (Figura 24-25). Apenas as células
da epiderme nucelar que contornam a porcdo calazal do ginofito persistem nos estadios
subsequentes, embora também passem a apresentar sinais de degeneragdo (i.e., picnose nuclear,
plasmolise e coagulacdo do citoplasma) (Figuras 24-27).

Durante seu processo degenerativo, as células da epiderme nucelar liberam secre¢do com as
mesmas propriedades de coloracdo do conteudo de seus préprios vacuolos, a qual se acumula no
espaco onde se constitui o canal micropilar, bem como no entorno do saco embrionario, junto aos
resquicios dos gindsporos nao funcionais (Figuras 22-24). Tal como citado para a porcdo micropilar
da epiderme nucelar, ocorre apoptose e colapso de células das camadas do endotélio contiguas a

porcdo micropilar do SE em expansdo e remanescentes das paredes destas células permanecem no
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entorno de toda a porcdo mais alargada do saco embrionario, formando um envoltorio
pectoceluldsico que persiste até o estadio de saco embrionario maduro (Figuras 27-36). Junto a
porcdo estreita (calazal) do SE, o endotélio permanece integro e apresenta células com citoplasma
denso (Figuras 27-36).

O segundo ciclo de mitoses acitocinéticas da ginogametogénese ocorre, simultaneamente,
nos nucleos calazal e micropilar do SE binucleado (Figura 26). A placa metafasica do nucleo
calazal é sempre perpendicular ao eixo longitudinal do SE; por outro lado, no nicleo micropilar a
placa € obliqua ou perpendicular ao eixo longitudinal do SE (Figura 26). Os nucleos calazais
distanciam-se um do outro ao longo do eixo do ginofito, enquanto os nucleos micropilares se
posicionam em um plano perpendicular ou obliquo ao eixo do SE (Figura 27). A porcao micropilar
do saco embrionario se expande tanto lateralmente quanto em direcdo a micropila, invadindo
regides originalmente ocupadas por células do endotélio, as quais se degeneram e se colapsam, tal
expansédo faz com que o SE se torne claviforme (Figuras 27-36).

No estadio tetranucleado, a por¢do micropilar do SE se expande e grande parte das células
tegumentares do canal micropilar entra em apoptose concomitantemente a expansao do SE;
contudo, este ndo atinge o lado externo do tegumento (Figura 27). O contetdo fibrogranular que
esta presente no vacuoma desde a diferenciacdo da CMSE persiste até a maturidade do ginofito. Um
grande namero de graos de amido, que foram sintetizados nas células do endotélio, persiste mesmo
apos tais células terem sido colapsadas. Estes, entdo, se acumulam ao redor do envoltério do SE,
conferindo ao mesmo um contorno ondulado (Figuras 28-36).

Na terceira e Ultima divisdo mitdtica da ginogametogénese, as placas metafésicas ndo se
dispdem de uma maneira regular como ocorre nas fases precedentes (Figura 28). Apds a citocinese,
0 nucleo mitético proximal do polo calazal da origem aos nucleos de duas das antipodas, o nucleo
mitotico distal, por sua vez, origina o nlcleo de uma das antipodas e o nucleo polar calazal. Na
porcdo micropilar do SE, o nucleo mitotico distal da origem aos nucleos das duas sinérgides e o

nucleo mitético proximal origina o ndcleo polar micropilar e o nicleo da oosfera. Portanto, ap6s o
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altimo ciclo mitético, origina-se um gindfito com oito ndcleos e sete células, sendo elas as trés
antipodas, localizadas na extremidade calazal, as duas sinérgides e a oosfera, que constituem o
aparelho oosférico, localizado no polo micropilar, e uma ampla célula central binucleada (Figuras
29-32). Neste estadio de desenvolvimento, é caracteristico para C. antisyphilitica o acimulo de
secrecdo junto a porcdo mediana do SE, na regido entre o endoteélio, a epiderme nucelar colapsada e
a parede do SE (Figuras 29 a 31).

Apobs o terceiro ciclo mitdtico, o processo de celularizacdo ocorre no SE com certa
celeridade, sendo que, de todos os gindfitos octonucleados analisados, ndo foi observado nenhum
que fosse completamente sincicial. A celularizacao é concluida primeiramente no polo calazal, visto
que em um mesmo SE as paredes celulares ja sdo visiveis nas antipodas, enquanto na porcéao
micropilar as paredes celulares que separam as células do aparelho oosférico ndo sdo observadas
(Figura 29).

As antipodas possuem citoplasma denso e podem apresentar pequenos vacuolos (Figuras 29,
32, 33 e 34 - Superior). Tém organizacao variavel, se dispde tanto de forma linear como triangular e
apresentam diminutos grdo de amido em seu citoplasma (Figuras 29, 32, 33, 34 - porcéo superior e
36). O nucleo polar originado no polo calazal, do SE comega a migrar em direcdo ao centro do
sincicio antes da celularizagdo das antipodas se completar (Figura 29 e 32).

Tao logo a celularizacdo se completa no aparelho oosférico, a oosfera pode ser discernida
das sinérgides uma vez que a primeira ndo estabelece contato direto com o canal micropilar (Figura
33). Cada uma das sinérgides desenvolve um conspicuo vactolo na regido do citoplasma voltada
para a célula central, e seus ndcleos posicionam-se na regido mediana da célula (Figuras 32, 33 e
34). O padréo de vacuolizacdo se mostrou varidvel na oosfera, sendo que o vacutolo foi observado
tanto voltado para o polo micropilar do citoplasma da oosfera (Figura 33) quanto em ambos 0s
polos da célula (Figura 34). A organizacao tridimensional das células do aparelho oosférico é
variavel, de modo que em algumas seccdes a oosfera aparece ao lado de uma das sinérgides

(Figuras 29-31), enquanto em outras sec¢des observam-se as duas sinérgides lado a lado (Figura
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32). Tanto as sinérgides como a oosfera, no ginofito maduro, sdo células piriformes, com a por¢éo
dilatada voltada para o polo calazal e a por¢do estreitada voltada para abertura interna do canal
micropilar (Figura 33, 34 - porc¢éo inferior e 35).

No ovulo maduro, a célula central binucleada ¢ ampla, ocupando a maior parte do SE e
apresenta amiloplastos em seu citoplasma (sobretudo na regido compreendida entre os nucleos
polares). E exibe um vacuoma amplo e com conteddo fibrogranular que se cora de magenta pelo
azul de toluidina O e é tenuemente PAS-positivo (Figuras 33, 35 e 36). O aparelho oosférico
expande-se durante a maturacdo do ginofito celularizado, invadindo a regido micropilar da celula
central, de tal modo que um estreito espaco preenchido pelo citoplasma da célula central interpbe-se
entre o envoltorio do SE e as laterais do aparelho oosférico. Assim, o aparelho oosférico se mantém
em contato direto com o envoltério do SE apenas na sua extremidade micropilar. No saco
embrionario tardio, os nucleos polares se fundem formando o ndcleo secundario (dados nédo
apresentados). As antipodas persistem até os estadios iniciais do desenvolvimento do endosperma,
Entre elas se constitui o aparelho filiforme, que se cora de roxo pelo azul de toluidina O e €
ligeiramente PAS-positivo (Figuras 34 - porcéo inferior e 35). N&o se verificou sincronia entre o0s

eventos da ginosporogénese e da ginogametogénese, entre os 6vulos de um mesmo ovario.

Discussao

As placentas nos estadios iniciais do desenvolvimento do ovario, bem como os primordios
dos dvulos em C. antisyphilitica apresentam organizacao histoldgica do tipo tunica e corpo, na qual
a tunica é constituida pelas camadas dérmica (zona 1), com divisdes celulares apenas anticlinais e
subdérmica (zona Il), onde predominam divisGes anticlinais, mas ocorrem também eventuais
divisdes obliquas e periclinais. O corpo corresponde a regido central (zona Ill) sem um padrédo

regular de divisGes celulares. Esta classificacdo dos primoérdios ovulares segundo sua zonagédo
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histologica tem por base o paralelo feito por Bouman (1974, 1984) entre a organizacao celular dos
meristemas apicais e dos primordios ovulares.

Os unicos trabalhos realizados em Bignoniaceae, que relatam a organizacao histologica do
primordio ovular em zonas sdo os realizados por Galati & Strittmatter (1999) em J. mimosifolia, a
qual apresentou évulos bizonados —i.e., iniciados por divisdes periclinais na camada subdérmica da
placenta. Consequentemente, sdo menores e recobertos apenas pela camada dérmica que se divide
apenas anticlinalmente (Bouman 1984). Bittencourt & Mariath (2002a) relatam para H.
pulcherrimus a presenca de primdérdios ovulares trizonados. Segundo Bouman (1984), a ampla
ocorréncia de dvulos trizonados em familias de angiospermas primitivas bem como nas derivadas
sugere que primordios ovulares trizonados sdo basais dentro das plantas com flores. Portanto, a
ocorréncia de primordios ovulares bizonados em J. mimosifolia, uma espécie pertencente a um
género mais basal dentro de Bignoniaceae (Grose & Olmstead, 2007), revela que este estado de
carater foi adquirido independentemente dentro do taxon; contudo, sdo necessarias analises em
outros géneros e espécies quanto a este carater, as quais poderdo corroborar ou néo tal proposicao.

O 6vulo em C. antisyphilitica é anatropo, unitegumentado e tenuinucelado. O tegumento é
iniciado a partir da camada dérmica por divisdes periclinais de suas células. Divisdes periclinais
também ocorrem na camada subdérmica e sdo responsaveis por impelir as células da camada
dérmica em direcdo a extremidade distal do nucelo. Este mesmo padrdo de desenvolvimento inicial
do tegumento foi também verificado em H. pulcherrimus (Bittencourt & Mariath, 2002a). Bouman
& Schier (1979) relataram que em plantas simpétalas e unitégmicas o tegumento nem sempre se
origina exclusivamente da camada dérmica, mas também parcial ou totalmente da camada
subdérmica. Galati & Strittmatter (1999), descreveram um padrédo diferente para J. mimosifolia no
qual apenas a camada dérmica toma parte do desenvolvimento do tegumento.

A micrépila se organiza no estadio de CMSE para C. antisyphilitica e este mesmo padrao foi
observado por Merha & Kulkarni (1985) em T. rosea, S. chelonoides e D. falcata; contudo, segundo

0S mesmos autores, para M. hortensis e F. adenophylla a organizacdo da microépila € concluida no
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estddio de tétrade linear de ginosporos. Bittencourt & Mariath (2002a) reportaram para
Handroanthus pulcherrimus que a micrdpila também se organiza, geralmente, no estadio de tétrade
linear de gindsporos.

A formacao da hipdstase também é um traco caracteristico em Bignoniaceae (Gonvidu 1950,
Ghatak 1956, Mehra & Kulkarni 1985, Galati & Strittmatter 1999), sendo que este tecido pode estar
envolvido na inibicdo do crescimento agressivo do haustorio calazal no tecido calazal da semente
em desenvolvimento (Mehra & Kulkarni 1985). Galati & Strittmatter (1999) relataram em J.
mimosifolia a presenca abundante de polissacarideos insollveis nas paredes das células da
hipdstase, sugerindo que este tecido tambeém possa atuar como reserva de carboidratos para o
desenvolvimento do endosperma. De fato, muitos autores consideram que a principal funcdo da
hipostase € suprir o gindfito com nutrientes, embora 0s mecanismos sugeridos difiram para cada
autor (Tilton 1980, Boesewinkel & Bouman 1984, Batygina & Shamrov 1999). A hipdstase, em
algumas espécies de Bignoniaceae, persiste até estddios avancados do desenvolvimento do saco
embrionario e, posteriormente, durante os estadios iniciais do desenvolvimento do endosperma
(Bittencourt et al. 2011), também pode originar células precursoras de embrides adventicios (Costa
et al. 2004, Souza et al. 2005), embora estudos prévios em C. antisyphilitica (Bittencourt et al.
2011, Ortolani et al. 2008) ndo tenham indicado a ocorréncia de tal fendmeno.

A meiose da CMG origina uma tétrade linear de gindsporos, dos quais apenas o0 gindsporo
calazal se desenvolve, dando origem a um saco embrionario monospérico e do tipo Polygonum, em
concordancia com as espécies de Bignoniaceae estudadas previamente (Davis 1966, Johri et al.
1992, Swamy 1941, Gonvidu 1950, Ghatak 1956, Mehra & Kulkarni 1985, Galati & Strittmatter
1999, Bittencourt & Mariath 2002a e 2002b, Souza et al. 2005, Sampaio 2007, René et al. 2007,
Souza et al. 2008). Na espécie presentemente estudada, a face micropilar da parede celular do
gindsporo calazal encurva-se em direcdo ao centro da célula até formar uma pequena depressao, no

lado voltado para a micrépila, no fundo da qual a parede celular se torna mais espessada. Tal
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estrutura parece constituir um carater autapomorfico de C. antisyphilitica, pois ndo foi relatado para
nenhuma outra espécie da familia.

Durante a meiose foi observada a deposicdo de calose nas paredes transversais das diades e
das tétrades. Provavelmente, tal deposicdo favorece o desenvolvimento do gindsporo calazal, uma
vez que dificulta a translocacdo de nutrientes para os ginosporos micropilares (Kapil & Tiwari
1978). No ovulo, a calose pode funcionar como um filtro molecular ou nutricional diminuindo a
permeabilidade da parede celular, portanto permitindo que cada gindsporo siga uma via
independente de desenvolvimento (Bouman 1984). O posicionamento privilegiado da CMG em
relacdo a calaza também seria um fator positivo para esse desenvolvimento, devido a funcdo de
nutricdo da hipdstase e o fato desta estar contigua a CMG, como proposto por Bittencourt &
Mariath (2002a) para H. pulcherrimus.

Kapil & Tiwari (1978) definem como endotélio a epiderme interna do tegumento interno nos
dvulos bitegumentados ou epiderme interna do tegumento Unico, nos 6vulos unitegumentados.
Endress (2010) relata que os Ovulos de Lamiales, de maneira geral, possuem tal estrutura. As
celulas deste tecido sdo, via de regra, alongadas radial ou tangencialmente, possuem citoplasma
denso e nudcleos proeminentes, muitas vezes poliploides (Kapil & Tiwari 1978). Em C.
antisyphilitica, as células do endotélio apresentaram nucleos volumosos com nucléolos evidentes e
citoplasma denso, possuem um formato radialmente alongado, sobretudo, em estadios mais
adiantados do desenvolvimento do SE, apresentando mais de uma camada celular. O endotélio
canaliza nutrientes para o SE em desenvolvimento (Kapil & Tiwari 1978). A presenca de grande
numero de amiloplastos no endotélio de C. antisyphilitica, portanto, estaria de acordo com a funcéo
de suprir o ginofito nutricionalmente.

A partir do estadio bicelular, progressivamente, o SE se torna claviforme devido a expansao
tanto em diametro quanto em comprimento da sua por¢do distal, invadindo regides originalmente
ocupadas por células das camadas mais internas do endotélio. A apoptose das células do endotélio

provavelmente €, de algum modo, induzida pela expansdo da por¢do micropilar do SE. A apoptose
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das células deste tecido assim como da epiderme nucelar, apenas na regido micropilar do évulo, é
observada por diversos autores em espécies de Bignoniaceae (Mauritzon 1935, Swamy 1941,
Govindu 1950, Ghatak 1956, Mehra & Kulkarni 1985, Galati & Strittmatter 1999). As células da
epiderme nucelar de C. antisyphilitica, parecem estar envolvidas em num processo de secrecdo
holdcrina, pois uma substancia de aspecto granular se acumula entre o protoplasto e a parede
voltada para o ginofito, nos estadios iniciais da ginogametogénese. As células endoteliais em
contato com a por¢do micropilar do ginofito em expansdo também se degeneram e parecem estar
envolvidas num processo de secrecdo, o que pode estar relacionado tanto com o fornecimento de
nutrientes para o SE como com a ampliacdo do espaco requerido para o desenvolvimento normal do
ginofito. Préximo a maturidade do ginofito, ocorre o acimulo de secre¢do em sua por¢ao média, na
altura em que se localizam os remanescentes da epiderme nucelar colapsada. A substancia
acumulada parece ser a mesma secretada pela epiderme nucelar em estadios precedentes, bem como
a que se cora de magenta pelo azul de toluidina O e é tenuemente PAS-positiva, estando presente
em praticamente todos os estadios de desenvolvimento nos vacuolos da maioria das células do SE e
mesmo nas células dos tecidos esporofiticos que o envolvem. Esta substancia se deposita entre o
endotélio e a parede do ginofito fazendo com que o SE apresente um caracteristico afunilamento
mediano. Esta conformagdo ndo foi descrita pra nenhuma outra espécie ja estudada de
Bignoniaceae, consistindo em outra possivel caracteristica autapomorfica de C. antisyphilitica.
Apds trés ciclos mitdticos sucessivos, forma-se um SE com oito nucleos e sete células. A
unidade reprodutiva feminina, definida como “0o nimero minimo de células necessério para receber
0 conteido do tubo polinico e redlizar a dupla fecundacdo” (HIGASHIYAMA et al. 2001) e,
portanto, constituida da célula central, da oosfera e das duas sinérgides. O fato da parede das
sinérgides e a oosfera sd se aderirem ao envoltério do SE pela porcdo micropilar caracteriza o
aparelho oosférico como do tipo pendente (“hooked”). Tal caracteristicafoi relatada para as demais

Bignoniaceae estudadas (Mauritzon 1935, Swamy 1941, Gonvidu 1950, Ghatak 1956, Davis 1966,
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Mehra & Kulkarni 1985, Johri et al. 1992; Bittencourt & Mariath, 2002b) e parece ser caracteristica
da familia.

As caracteristicas embrioldgicas referentes a ontogenia do SE em C. antisyphilitica, em
linhas gerais, se assemelham aquelas publicadas para outras espécies pertencentes ao grupo
“Tabebuia alliance” do qual a espécie estudada faz parte. Contudo, a configuracéo da parede distal
do gindsporo calazal e o acimulo de secre¢do na porcdo mediana do saco embrionario sédo
caracteristicas ndo relatadas para outras espécies da familia e muito menos em “ Tabebuia aliance’,

podendo constituir caracteres autapomarficos para C. antisyphilitica.
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Figuras 1-6: Seccdes longitudinais de oOvulos de C. antisyphilitica em sucessivos estadios de
desenvolvimento. (1) Visdo geral do ovario. (2) Detalhe de uma das placentas evidenciando sua
estrutura trizonada, antes da emergéncia dos Ovulos. (3) Placenta com primdérdios ovulares
emergentes. (4) nucelo com estrutura trizonada I, I1. 1. (5) Nucelo com célula arquespdrica recém
diferencia. (6) Ovulo com célula arquesporica recém-diferenciada, setas indicam divisdes na
camada dérmica que iniciam o desenvolvimento do tegumento. Coloragdes: azul de toluidina O. Ar

—arquesporio; ENu — epiderme nucelar; Pl —placentae TT —tecido transmissor.
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Figuras 7-14: Secc¢Oes longitudinais de dvulos de C. antisyphilitica em sucessivos estadios de
desenvolvimento. (7-8) Diferenciacdo da célula arquespdrica em CMG, células originadas da
camada subdérmica passam a contribuir na formacdo do tegumento. (9) Estadio subsequente
(amiloplastos). (10) Profase | da CMG; insercdo na porcdo superior direita mostra formato
tangencialmente alongado das células do endotélio. (11) Metafase | da CMG. (12) Teldfase | da
CMG, com formacdo de fragmoplasto. (13) Diade com nucleos em profase Il da CMG. (14)
Metéafase 1l da CMG. Coloragdes: 7,8 e 10-14 — azul de toluidina O; 9 — PAS. CMG - celula-mae

dos ginosporos; Et — endotélo; FV — feixe vascular; Hp — hipdstase; Tm — tegumento.
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Figuras 15-21: Seccdes longitudinais de Ovulos de C. antisyphilitica em sucessivos estadios de
desenvolvimento. (15) Tétrade de gindsporos em estadio inicial de desenvolvimento. (16) Tétrade
de gindsporos evidenciando distribuicdo dos amiloplastos. (17) Tétrade de gindsporos, seta mostra
deposicédo de calose; inser¢do no canto superior direito destaca a deposicao de calose numa tétrade
no mesmo estadio de desenvolvimento. (18) Ginosporo calazal apresentando depressdo em sua face
micropilar, setas indicam resquicios dos ginosporos micropilares degenerados; insercdo no canto
superior direito demonstra a deposicéo de calose na parede distal do ginosporo calazal num estadio
posterior de desenvolvimento. (19) Célula-mde do saco embrionario diferenciada em menor
aumento, bordas do tegumento se encontram no topo do nucelo formando a micropia. Insergdo na
porcao superior direita mostra formato tangencialmente alongado das células do endotélio. (20-21)
Célula mae do saco embrionario em maior aumento. ColoracGes: 15, 17-20 — azul de toluidina O;
17 e 18-inser¢do — azul de anilina; 16 e 21 - PAS. CMSE — célula-mée do saco embrionério; GC —

ginosporo calazal; Mi — micropila;
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Figuras 22-28: Seccdes longitudinais de Ovulos de C. antisyphilitica em sucessivos estadios de
desenvolvimento. (22) Ceélula-mde do saco embrionario (CMSE) no primeiro ciclo de duplicacdo
mitotico. (23-25) Saco embrionario binucleado no estadio inicial e tardio. (26) segunda cariocinese
do saco embrionario, setas apontam placas metafasicas. (27) Saco embrionario em estadio
tetranucleado. (28) SeccOes seriadas de um mesmo Ovulo no terceiro e ultimo ciclo de duplicacéo
mitotica do saco embrionario, setas apontam placas metafasicas. Coloragdes: 22-24 e 26-28 — azul

de toluidina O; 25- PAS.



47



48

Figuras 29-36: Seccdes longitudinais de Ovulos de C. antisyphilitica em sucessivos estadios de
desenvolvimento. (29-31) Seccdes seriadas de um mesmo 6Gvulo octanucleado em processo de
celularizagéo; (32) Ovulo no estadio octanucleado no qual se iniciou o processo de celularizagio na
porcdo micropilar do saco embrionario. (33) Saco embrionario (do tipo Polygonum) celularizado
proximo a maturidade (34) Secgdes de oOwvulos diferentes demonstrando: Porcdo superior:
organizacdo triangular das antipodas, por¢édo inferior: aparelho oosférico pertencente a um saco
embrionario maduro, aparelho filiforme se torna evidente. (35-36) Saco embrionario maduro.
Colorag6es: 29-34 — azul de toluidina O; 35 e 36 — PAS. AF —aparelho filiforme; Ant — antipodas;

NP —nucleo polar; O - oosfera; S —sinérgide.
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Abstract

In this study, microsporogenesis, microgametogenesis and development of the tapetum and other
anther parietal layers were investigated in Cybistax antisyphilitica to provide embryological data for
the Bignoniaceae taxonomy. The formation of the microsporangium wall follows a modified
Dicotyledoneous type, and sporogenous tissue is organized in a row of horseshoe outlined cells. The
tapetum is secretory and shows dual origin, with the inner tapetal layer originating from the
conective meristem, and the outer layer differentiating directly from the inner secondary parietal
layer. The tapetal layers are dimorphic, although becoming similar at the late pre-meiotic stage. The
inner tapetal layer differentiates earlier than the outer one, and all the developmental events showed
by the former, including cycles of nuclear duplication and fusion, are also displayed by the later
after a short delay. After meiosis, the dimorphism is accentuated between the two tapetal layers,
because the inner tapetal become anticlinally elongated. In the sporogenous tissue, after a period of
reduction in cell division frequency, there is an increase in cell volume that marks their
differentiation in microspore mother-cells, followed by deposition of a callose secondary wall and
the formation of amyloplasts in the cytoplasm. The meiocytes undergo meiosis and simultaneous
cytokinesis results tetrahedral tetrads of microspores. After the release of microspores from the
calose wall, the sporoderm consists of a pecto- cellulosic intine and a reticulate exine. The
microspore mother cell amyloplasts are inherited by the microspores and the resulting pollen grains.
The pollen grain amyloplasts gradually increasing in number and size in a single
amylogenesis/amylolyse cycle. Mature pollen no more shows starch grains, and the generative cell
becomes elongated and associates with the vegetative cell nucleus. Cybistax antisyphilitica showed
a multistratified fibrous endothecium restricted to four sites within the anther and a period in which
there was attenuation of dimorphism between the tapetal layers, like reported for Handroanthus
genera.

Key Words: Embryology, tapetum, endothecium, sporoderm, pollen.
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Resumo

Neste estudo, foi investigada a androsporogénese, a androgametogénese e o desenvolvimento do
tapete e das demais camadas parietais da antera em Cybistax antisyphilitica com o proposito de
fornecer subsidios a taxonomia de Bignoniaceae. A formacédo da parede do androsporangio € uma
variacdo do tipo Dicotiledéneo e o tecido esporogénico se organiza numa fileira de celulas em
formato de ferradura. O tapete é secretor, possui origem dual, com a camada tapetal interna se
originando do meristema do conectivo e a camada externa se diferenciando diretamente da camada
parietal secundéria interna. As camadas tapetais sdo dimorficas, embora ao final do estadio pré-
meidtico se tornem similares. A camada tapetal interna diferencia-se precocemente em relacdo a
externa, e todos os eventos observados, incluindo os ciclos de duplicacdo e fusdo nucleares, sao
exibidos com atraso pela camada parietal externa, caracterizando um lapso ontogenético. Depois da
meiose, o dimorfismo se acentua novamente nas camadas tapetais. No tecido esporogénico, apos a
diminuicdo da frequéncia de divisdes celulares, ocorre o aumento volumétrico de suas células que
caracteriza a sua diferenciacdo em células mae dos androsporos, seguido da deposicdo da parede de
calose e formacdo amiloplastos no citoplasma. Os meidcitos sofrem meiose e a citocinese
simultanea origina tétrades de androsporos. Apds liberacdo dos androsporos da parede de calose, a
esporoderme é constituida por intina de natureza pectocelulésica e exina reticulada. Os amiloplastos
das células-mae dos andrdsporos sdo herdados pelos andrésporos e grdos de pdélen deles resultantes.
Os amiloplastos dos gréos de polen gradualmente aumentam em numero e tamanho em um Unico
ciclo de amilogénese/amilélise. No grdo de polen maduro, a célula generativa torna-se alongada
associa-se ao nucleo da célula vegetativa, ndo apresentando mais grdos de amido no citoplasma.
Cybistax antisyphilitca apresentou endotécio fibroso multiestratificado restrito a quatro sitios dentro
da antera e um periodo no qual houve atenuacdo do dimorfismo entre as camadas tapetais, assim
como reportado para o género Handroanthus.

Palavras-chave: Embriologia, tapete, endotécio, esporoderme, pélen.
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Introducao

Caracteres embrioldgicos possuem valor sistematico e sua utilidade foi demonstrada por
diversos autores para elucidar o posicionamento filogenético de certas familias de angiospermas
(Tobe 1989). Juntamente com dados moleculares e paleontologicos, caracteres embrioldgicos
podem ser usados para reconstruir a historia evolutiva das angiospermas. Por isso, Sd0 necessarios
amplos estudos embrioldgicos que, por sua vez, demandam muito tempo (Ptachno & Swigtek
2009).

Contudo, o conhecimento sobre caracteristicas embriologicas basicas ainda é quase nulo em
muitas familias de angiospermas e estudos comparativos sdo realmente necessarios, pois a maior
parte da produgdo do conhecimento em Embriologia Vegetal concentrou-se, entre as décadas de
1930 e 1970, tendo sido obtida em universidades indianas (Endress 2005). Apos este periodo,
embora haja um acréscimo lento do conhecimento nesse ramo da ciéncia, nunca mais houve
desenvolvimento concentrado de investigagdes em embriologia de plantas em nenhum lugar do
mundo, assim como ndo mais houve intensa producdo na area (Endress 2005).

A familia Bignoniaceae é composta por aproximadamente 827 espécies distribuidas em 82
géneros, constituindo um importante componente das florestas neotropicais (Lohmann & Ulloa
2007). Estudos ontogenético em anteras de espécies de Bignoniaceae tiveram inicio no final do
século X1X com o trabalho de Duggar (1899) sobre a androsporogénese e alguns outros aspectos do
desenvolvimento do grdo de polen de Pyrostegia venusta (=Bignonia venusta). Na maioria das
espécies analisadas o desenvolvimento da parede da antera é classificado como do tipo
Dicotileddneo, segundo a classificacdo proposta por Davis (1966). Em seccdo transversal, o tecido
esporogénico em cada androsporangio possui um formato de ferradura e o tapete possui origem
dual, derivando-se parcialmente da camada parietal secundaria interna e parcialmente do meristema
do conectivo (Gupta & Nanda 1978 a-c, Mehra & Kulkarni 1985, Bittencourt 1996; Bittencourt &

Mariath 1997, Galati & Strittmatter 1999b). Tal como em outras angiospermas, durante a
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diferenciacdo das células-mée dos andrdésporos (CMA) ocorre a deposicdo de uma espessa parede
de calose entre a plasmalema e a parede celular primaria destas células, o que as tornam isoladas
umas das outras e em relacdo ao tapete (Gupta & Nanda 1978 a-c, Mehra & Kulkarni 1985,
Bittencourt 1996; Bittencourt & Mariath 1997, Galati & Strittmatter 1999b). Ap6s a meiose, a
citocinese e simultanea, geralmente dando origem a tétrades com organizacao tetraedrica (Gupta &
Nanda 1978 a-c, Mehra & Kulkarni 1985, Bittencourt 1996; Bittencourt & Mariath 1997, Galati &
Strittmatter 1999b).

A primexina se diferencia antes da dissolucdo da parede de calose e da exposi¢cdo dos
androsporos as secrecdes provenientes das células do tapete, com excecdo dos locais nos quais
havera a formacéo dos colpos do grdo de pélen. Em estadios posteriores, quando a calose comeca a
se dissolver, inicia-se a deposicdo da exina. Na maturidade do andréfito o citoplasma da célula
vegetativa esta repleto de grdos de amido e a célula generativa se torna fusiforme (Gupta & Nanda
1978 a-c, Galati & Strittmatter 1999b, Mehra & Kulkarni 1985, Bittencourt 1996, Bittencourt &
Mariath 2002).

A despeito do alto grau de conservacdo dos padrdes de desenvolvimento revelados em
estudos embriolégicos de Bignoniaceae, existem aspectos da androsporogénese, da
androgametogenénese e do desenvolvimento das camadas parietais da antera que diferem entre as
espécies. Por exemplo, ciclos de sintese e degradacdo de grdos de amido foram observados para
muitas angiospermas durante o desenvolvimento do andréfito, existindo dois ciclos de
amilogénese/amildlise, apds a meiose, para varias dicotiledéneas (Pacini & Franchi 1988, Clement
& Pacini 2001). Contudo, em Handroanthus pulcherrimus, ha apenas um ciclo (Bittencourt &
Mariath 2002), em P. venusta, Tecoma stans e Spathodea campanulata os grédos de amido sao
encontrados em todos os estadios de desenvolvimento do grdo de pdlen (Gupta & Nanda 1978 a-c,
Rudramuniyappa & Mahajan 1991), embora nenhuma mencdo a critérios de verificacdo do
montante de amiloplastos, em diferentes estadios de desenvolvimento do grdo de pélen, tenha sido

feita nos ultimos trabalhos citados.
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Outro aspecto estrutural variavel é o dimorfismo entre as camadas tapetais interna e externa.
Tal fendmeno foi relatado para P. venusta (Gupta & Nanda, 1978b), T. stans (Gupta & Nanda
1978c), Jacaranda mimosifolia (Galati & Strittmatter 1999b), S. campanulata (Rudramuniyappa &
Mahajan, 1991) e H. ochraceus (Bittencourt 1996); porém, nesta Ultima, as camadas tapetais se
tornam idénticas ap6s a maturidade das células-mae dos andrdésporos. Ja em H. pulcherrimus houve
relato apenas de um dimorfismo discreto (Bittencourt & Mariath 1997).

Entre as espécies de Bignoniaceae também ocorre variacdo estrutural no endotécio: em H.
ochraceus (Bittencourt 1996), H. pulcherrimus (Bittencourt & Mariath 1997), P. venusta (Gupta &
Nanda 1978b) e T. stans (Gupta & Nanda 1978c) o endotecio ocorre em quatro regides entre 0
tapete externo e a epiderme, nos flancos de cada teca dentro da parede da antera, é
multiestratificado, com espessamentos de parede celular helicoidais. Por outro lado, espessamentos
em banda, restritos a parede tangencial interna das células do endotécio foram relatados em J.
minosifolia e nesta espécie o endotécio ndo esta restrito a apenas quatro sitios na antera, mas sim a
uma camada continua subdérmica (Galati & Strittmatter 1999b).

A despeito de possiveis artefatos advindos de diferentes métodos de fixacdo e
processamento do material botanico (Vasil 1967), as diferencas no desenvolvimento do andrdfito,
do tapete e das demais camadas parietais da antera podem ser elucidativas na compreensao da
taxonomia do grupo. Todavia, sdo necessarios mais estudos sobre ontogenia da antera, em diversas
espécies da familia Bignoniaceae, sem prescindir de descri¢cGes detalhadas sobre as metodologias
utilizadas no preparo do material, bem como de uma postura critica na comparacdo de dados
obtidos em estudos realizados com o emprego de diferentes fixadores e meios de incluséo.

O propésito deste artigo é descrever a ontogenia da antera de C. antisyphilitica com aten¢édo
especial ao desenvolvimento do tapete e das demais camadas parietais, a androsporogénese e a
androgametogénese, visando fornecer subsidios a taxonomia e contribuir para a compreensdo do

desenvolvimento das estruturas reprodutivas na familia Bignoniaceae.



56

Material e Métodos

Cybistax Martius ex Meisner é um género monotipico e C. antisyphilitica (Figura 1) tem
uma ampla distribuicdo na América do Sul, ocorrendo naturalmente no territério extra-amazonico
do Brasil (exceto pelo nordeste) e nas areas mais secas da vertente amazénica dos Andes peruanos,
apresentando ainda uma populagéo disjunta no extremo sul do Suriname (Gentry 1992). Trata-se de
uma arvore decidua, muito comum no cerrado, sendo no Brasil utilizada na arboriza¢do urbana
(Lorenzi 1992). Caracteriza-se por atingir de 1,5 a 20 m de altura e apresentar ramos prolépticos e
decussados. Possui folhas palmadas com cinco a sete foliolos e inflorescéncias terminais do tipo
tirso. As flores sdo verde-claras e tubulares, ndo possuem odor e permanecem semi-ocultas durante
a floracdo devido ao desenvolvimento das inflorescéncias ser precedido pela formagdo de folhas
jovens nos nos subjacentes, com coloracdo similar as flores (Figura 2). Os frutos dessa espécie sao
capsulas loculicidas que liberam sementes aladas ap6s a deiscéncia. C. antisyphilitica pertence a um
clado monofilético interno em Bignoniaceae, constituido de arvores e arbustos de folhas palmadas
(exceto por poucas espécies que provavelmente sofreram reversdo a condicao de folhas simples por
reducdo no numero de foliolos), denominada “Tabebuia alliance” (Grose & Olmstead 2007,
Olmstead et al. 2009).

Flores e botdes florais em varios estadios de desenvolvimento foram coletados em setembro
e outubro, nos anos de 2009 e 2010, de quatro individuos localizados no municipio de Sdo José do
Rio Preto, SP, Brasil. Apds a disseccdo, as anteras foram fixadas em solucdo composta por
paraformaldeido 4%, glutaraldeido 1% e tampdo fosfato pH 7,2, 0,1M (McDowell & Trump, 1976)
e estocadas em &lcool etilico 70%. Posteriormente, as pegas foram infiltradas e emblocadas em
historesina e seccionadas transversalmente em micrétomo rotatério Leica RM2255. As seccdes
histologicas semisseriadas de 1-4 um foram aderidas a l&minas de vidro e submetidas a testes
histoquimicos e a coloracdo com azul de toluidina O (O'brien & McCully, 1981) e montadas

utilizando-se resina Permount®.
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Os testes histoquimicos empregados foram o Acido Periddico - Schiff (PAS) para detecgéo
de polissacaridios insoluveis, precedido pelo tratamento das sec¢des com bloqueador de aldeidos e
0 “Sudan black B” (O’'brien & McCully 1981) para deteccdo de substancias apolares (lipidios
insoluveis). Para a deteccdo de calose foi utilizado o método fluorocromatico com azul de anilina
(Eschrich & Currier 1964), e o vermelho de ruténio para a verificagdo de compostos &cidos,
incluindo acidos peécticos (Southworth 1973). Elementos do endotécio foram dissociados através do
método de Jeffrey (Johansen 1940). Todo o material foi analisado em um microscépio optico Zeiss
Axioskop e fotografado em fotomicroscopio Olympus BX51, equipado com camera digital

Olympus Q-Color 5.

Resultados

Ontogenia das Camadas Parietais da Antera

Os estames surgem como protuberancias elipticas da superficie receptacular entre os lobos
da corola e uma estrutura central que ira originar o gineceu (Figura 3). Desde o inicio do
desenvolvimento do androceu, o primordio do estaminddio, em sec¢do transversal, € menor que 0s
primordios de estames férteis (Figuras 3 e 4).

Em seccdo transversal, o emergente primordio da antera exibe um contorno
aproximadamente eliptico e é constituido de protoderme uniestratificada, meristema fundamental
apresentando um gradiente de vacuolizagdo crescente em dire¢do a suas camadas celulares mais
profundas, e um Unico corddo procambial centralmente posicionado (Figura 3). As células da
protoderme passam apenas por divisdes anticlinais, enquanto as células do meristema fundamental
se multiplicam por divisdes anticlinais, periclinais e obliquas. A expansdo vacuolar é iniciada em
células da porcdo dorsal do meristema fundamental, progredindo para as células ao redor do

procambio, sendo tal processo inerente a diferenciacdo do conectivo (Figuras 5-7). Apds sua
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emergéncia, a antera adquire um formato bilobular e a vacuolacéo passa a se processar em todo 0
meristema fundamental, com exce¢do da camada subdérmica e das células subjacentes em cada um
dos lobos, as quais permanecem com alta densidade citoplasmatica, nucleos centrais conspicuos e
nucléolos evidentes (Figuras 5-6).

Com o desenvolvimento de um sulco em cada um dos lobos da antera (futuro estémio de
cada teca) configura-se o estadio tetralobado (Figura 7). A camada subdérmica continua a
apresentar as mesmas caracteristicas histoldgicas descritas para o estadio anterior, salvo pelo fato
desta ter se expandido lateralmente por meio de divisdes anticlinais e pelas células localizadas junto
ao futuro estdmio que se apresentam mais vacuoladas que as situadas nos lobos (Figura 7). Esta
camada continua a adicionar células também aos estratos mais profundos por divisGes periclinais e
obliquas. E possivel observar um gradiente crescente de vacuolagdo no meristema do conectivo em
diregéo ao corddo procambial (Figura 7).

Nos estadios seguintes, 0s quatro lobos da antera tornam-se proeminentes e as tecas se
individualizam por meio de reentréncias nas superficies dorsal e ventral da antera (Figura 9). As
celulas da camada subdérmica, em cada um dos lobos, que retiveram as caracteristicas proprias de
celulas promeristematicas, passam por divis@es periclinais dando origem a camada parietal primaria
(CPP), voltada para a epiderme em diferenciacdo, e a camada esporogénica (CE), do lado interno
(Figura 8). De maneira rapida e descontinua, as células da CPP sofrem divis&o periclinal originando
a camada parietal secundaria externa (CPSg), voltada para a epiderme, e a camada parietal
secundaria interna (CPS;) adjacente a CE (Figura 10).

Posteriormente, a camada tapetal interna surge a partir da camada mais externa de células do
meristema do tecido placent6ide (conectivo), subjacente a CE. Estas células apresentam nucleos
centralmente posicionados, tendem a se tornar anticlinalmente alongadas, apresentam vactolos com
formatos irregulares e citoplasma denso (Figura 11).

Na maior parte de sua extensdo, a CPS, sofre nova divisdo periclinal originando duas

camadas parietais com ceélulas retangulares, em seccdo transversal. Porém, em cada teca, nas
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regibes compreendidas entre a epiderme e as extremidades das CESs opostas a reentrancia estomial,
a CPS, origina multiplas camadas celulares por divisdes periclinais (Figura 11). Ja as células da
CPS; ndo se dividem periclinalmente e passam a apresentar citoplasma denso e vacuolos com
formatos variaveis; esta camada se diferencia em camada tapetal externa (Figuras 11 e 12). Desde o
seu surgimento, a camada tapetal externa difere morfologicamente da camada tapetal interna,
devido a ultima possuir celulas anticlinalmente alongadas e algumas células binucleadas desde
estadios bem precoces (Figura 11). Posteriormente, os vacuolos de cada célula, em ambas as
camadas tapetais, coalescem-se formando um grande vacuolo no polo celular voltado para a CE
(Figura 12). Consequentemente, os nucleos das células tapetais tornam-se excéntricos. Neste
estadio, o dimorfismo entre as camadas tapetais externa e interna se expressa ndo apenas pelo
formato anticlinalmente alongado e duplicacdo nuclear verificados nas células da ultima, mas
também pelo fato do citoplasma das células da primeira apresentar polaridade invertida com relagdo
ao citoplasma das células da dltima (Figura 12).

O dimorfismo entre as duas camadas tapetais se atenua no final do estadio pré-meidtico,
uma vez que estas passam a apresentar proliferacdo nuclear, sendo possivel observar, em ambas,
células bi- e tetranucleadas (Figura 15). Fusdes nucleares sdo comumente observadas nas células
tapetais durante a meiose. Posteriormente, o tecido placent6ide se degenera e sofre colapso (Figura
21), estadio em que o dimorfismo entre as camadas tapetais volta a se acentuar rapidamente.
Conforme os sacos polinicos sdo preenchidos pelo fluido locular, a camada tapetal interna passa a
apresentar células anticlinalmente alongadas, nucleos volumosos e de formato irregular decorrentes
das fusdes nucleares (Figura 21 - inser¢do). Os vacuolos revertem sua polaridade voltando-se para o
tecido placentdide e formam-se codgulos no citoplasma destas células, indicando o inicio do
processo degenerativo (Figura 21 - insercdo). Logo, ambas as camadas tapetais comecam a exibir
outros sinais de degeneracédo de suas células, tais como cromatdlise nuclear e degradacédo parcial de
paredes celulares. Corpos esféricos, possivelmente de natureza lipo-proteica e relacionados com a

formacdo do Pollenkitt, sdo visiveis ocupando grande parte do lume das células tapetais
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degeneradas (Figura 28). Com a degeneracdo deste tecido formam-se orbiculos em suas paredes
tangenciais internas, originando a membrana tapetal (Figuras 22 e 28). Ao mesmo tempo em que 0S
androsporangios sdo preenchidos pelo fluido locular, as camadas parietais entre a camada tapetal
externa e a epiderme se degeneram e a membrana tapetal adere-se a tais tecidos (Figura 28).

Nos botbes florais com cerca de 15-18 mm de comprimento, diferenciam-se, nas regides
multiestratificadas entre o tapete externo e epiderme, nos flancos de cada teca, espessamentos
lignificados (coloragéo azul-esverdeada pelo azul de toluidina O) helicoidais nas paredes celulares,
caracterizando um endotécio fibroso multiestratificado (Figura 38).

Nas células estomiais ocorre espessamento pectocelulésico e cutinizacdo das paredes
periclinais externas e, em menor grau, das anticlinais (Figuras 37, 39 e 41). A cuticula e a camada
cuticular tornam-se espessas, apresentando estrias epicuticulares (Figura 41). Ja no sitio de ruptura
do estdmio, as células epidérmicas permanecem pequenas, com paredes e cuticula delgadas (Figuras
37 e 39). As células epidérmicas de cada teca tornam-se papilosas, com exce¢do das células
estomiais, das células do sitio de ruptura do estdmio e da porcédo dorsal da teca (Figuras 43 e 44).

Com o aumento do volume locular, o septo interesporangial desintegra-se, formando em
cada teca uma Unica cavidade contendo os gréos de pélen (Figura 42). O estdbmio permanece ocluso
apenas pelas células epidérmicas do sitio de ruptura (Figura 42). Proximo a antese, inicia-se um
processo de desidratacdo das células estomiais, ocasionando retracdo das paredes celulares no polo
voltado para os sacos polinicos, o que ndo acontece no polo voltado para o lado externo devido aos
espessamentos de paredes (Figura 41). Como resultado, as duas fileiras de células estomiais
curvam-se para dentro, forgando a ruptura do estomio (Figura 43). Em anteras deiscentes verificou-

se o0 colapso das células do conectivo adjacentes ao endotécio (Figura 44).
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Androsporogénese e Androgametogénese

Logo apds sua diferenciacao, o tecido esporogénico se organiza em uma camada celular em
formato de ferradura (Figura 16), quando visualizado em seccdo transversal da antera. Suas células
possuem grandes dimensdes, relativamente as dos tecidos circundantes, nucleos volumosos com
nucléolos conspicuos, citoplasma denso e grande nimero de pequenos vacuolos esféricos, dispersos
no citoplasma (Figura 11). Os vactolos se coalescem em vacuolos maiores que apresentam
conteudo granular corado de magenta pelo azul de toluidina O (Figura 12). Neste estadio, as células
da CE diminuem sua frequéncia de divisGes, mas continuam a apresentar um incremento no volume
e seu vacuoma gradualmente desaparece, na medida em que estas células diferenciam-se em
células-mée dos andrésporos (CMA) (Figuras 13 e 14). Pouco antes do inicio da meiose, as CMA
passam a exibir espessamento secundario de calose em suas paredes (entre a membrana plasmatica
e a parede pectoceluldsica) e pequenos amiloplastos no citoplasma (Figura 14), os quais estdo
presentes durante a meiose e até préximo da maturidade do grdo de polen, embora variando em
quantidade e dimensdes ao longo do processo ontogenético da antera. As CMA no inicio da profase
| apresentam nucleos volumosos com nucléolos evidentes (Figuras 13 e 15).

As CMA atingem seu volume méaximo no inicio da meiose e tendem a se tornar esféricas.
H& uma grande sincronia no que se refere aos estadios da meiose dentro de cada um dos
androsporangios (Figura 17), embora diferentes androsporangios da mesma antera possam
encontrar-se em estadios distintos. A meiose transcorre sem altera¢cGes no volume dos meidcitos,
sendo que grdos de amido estdo presentes durante o0 processo e permanecem nos andrdsporos
resultantes (Figuras 14, 19 —insercéo, 24).

As tétrades tetraédricas de androsporos sdo geradas por meio de citocinese simultanea
(Figuras 18, 19 e 20). Em seguida as paredes pectocelulésicas originais das CMA comecam a se
dissolver (Figuras 19). Nesse estadio, cada um dos androsporos apresenta uma primexina que se

cora de purpura pelo azul de toluidina O e é discretamente PAS-positiva, mesmo antes de
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completar-se dissolucdo da parede de calose (Figura 19). Em sec¢fes tangenciais de andrésporos
recém-formados, a primexina apresenta um padrdo reticulado semelhante ao da exina dos
androsporos e androfitos em estadio subsequentes (Figura 19).

Assim que as paredes de calose se dissolvem, a exina comeca a se desenvolver na
esporoderme de cada androsporo, corando-se de azul esverdeado pelo azul de toluidina O (Figuras
22) e de preto pelo Sudan Black B (dados ndo paresentados). Téo logo os andrésporos entram em
contato com o fluido locular, ocorre uma reducdo da sua densidade citoplasmatica e um aumento no
espessamento da exina (Figuras 22 e 23). A exina passa a apresentar duas camadas claramente
discerniveis (Figura 23): uma ectexina (externa) e uma endexina (interna) (segundo a terminologia
de Punt et al. 2007). Nas margens das aberturas dos graos de pélen, em secc¢do transversal, observa-
se uma reducdo na altura das columelas (Figuras 22-36). Os mesocolpos exibem uma ectexina
reticulada ao passo que, nas aberturas, esta estrutura esta ausente, permanecendo evidente apenas
uma endexina notavelmente espessa, que possui uma superficie externa psilada (Figuras 25, 27, 28
e 30). Da mesma forma, a intina nos colpos é conspicua, por vezes com sua espessura se igualando
ou superando a da endexina (Figuras 22, 23, 24 e 27).

Nos estadios iniciais de desenvolvimento, os androsporos exibem abundantes organelas
citoplasmaticas esféricas que se coram intensamente de azul pelo azul de toluidina O, bem como
diminutos granulos PAS-positivos (Figuras 22, 23 e 24). Posteriormente, 0s colpos da esporoderme
flexionam-se em direcdo ao centro do andrdsporo (Figuras 23-25). Pouco antes da mitose, evento
que sinaliza o inicio da androgametogénese, as organelas esféricas e intensamente coradas do
citoplasma desaparecem e ha o surgimento de vacuolos numerosos e de formatos irregulares,
portando substancia granular que se cora de magenta pelo azul de toluidina O (Figura 25). O nucleo
se desloca em direcdo a periferia do andrésporo onde serd o sitio da mitose (Figuras 25 e 26). Em
um mesmo esporangio, ndo ha sincronismo quanto a mitose dos androsporos. Nos colpos a intina

pectinizada apresenta-se espessada e é PAS-positiva (Figura 24).
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Assim que o tapete comeca a apresentar sinais de degeneracdo, o fluido locular passa a
apresentar conteldo granular que se cora de purpura pelo azul de toluidina O (Figura 19 e 21). A
mitose do andrdsporo resulta na formacdo de uma célula vegetativa, de tamanho maior e ocupando
a maior parte do espaco interno do grdo de polen, e de uma célula generativa com formato
lenticular, adjacente a esporoderme, junto a um dos mesocolpos (Figura 27). Os grdos de amido se
tornam progressivamente maiores e mais numerosos, e estdo presentes apenas no citoplasma da
celula vegetativa (Figuras 24, 32 e 34).

O nucleo da célula vegetativa € bem mais volumoso do que o da célula generativa,
posicionando-se no centro do andrdfito e apresentando nucléolo conspicuo (Figuras 29, 30 e 31)
com pequenos vacuolos nucleolares. A célula generativa aos poucos se expande e adquire um
formato campanular (Figura 29), desprendendo-se em seguida da esporoderme e sendo englobada
pelo citoplasma da célula vegetativa (Figura 30). Nos estadios posteriores ao engolfamento da
celula generativa, apds um breve periodo apresentando um formato esférico (Figura 30), esta célula
se torna fusiforme e alongada, com ténue curvatura nas extremidades, e se associa ao nucleo da
célula vegetativa constituindo a unidade germinativa masculina (Figuras 31 e 35). E possivel
observar uma alta densidade citoplasmatica na célula generativa, em relacdo a célula vegetativa
(Figuras 31 e 35), e a parede da célula generativa se cora pelo vermelho de ruténio (dados nao
apresentados). Os amiloplastos, nesse momento, alcancam o seu volume maximo (Figura 34). Neste
estadio, h4 uma ligeira reducdo na espessura da exina, bem como da intina sob as aberturas,
concomitantemente ao aumento do volume dos androfitos, que se tornam esféricos (Figuras 33 e
35). Logo apds a célula generativa se tornar fusiforme, surgem, no citoplasma da célula vegetativa,
corpusculos relativamente grandes e esféricos que se coram de azul-esvedeado pelo azul de
toluidina O, apresentando cada um, em seu interior, uma estrutura também esférica apenas
ligeiramente corada. Estes organulos citoplasmaticos foram observados tanto isoladamente como

em agrupamentos (Figura 33).
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Nos grdos de poélen maduros, os amiloplastos estdo completamente ausentes; entretanto, com
a dissolucdo dos amiloplastos, o citoplasma da célula vegetativa se torna suavemente PAS-positivo
(Figuras 35 e 36). Na antese, os grdos de polen de C. antisyphilitica sdo bicelulares, com superficie

revestida por uma exina finamente reticulada.

Discussao

Ontogenia das Camadas Parietais da Antera

Segundo a classificacdo de Davis (1966), o tipo Dicotiledoneo de desenvolvimento da
parede da antera é caracterizado pela diferenciacdo da CPS; diretamente em camada tapetal externa,
ao passo que a CPS,, por divisdo periclinal, origina duas camadas, sendo que a mais interna se
diferencia em camada média e, a mais externa, no endotécio. A mesmo autora também define
endotécio como a camada parietal mais externa, que se torna “fibrosa’, i.e., apresentando bandas de
espessamento nas paredes celulares. Contudo, em C. antisyphilitica, bem como em outras espécies
de Bignoniaceae estudadas - H. ocraceus (Bittencourt 1996), H. pulcherrimus (Bittencourt &
Mariath 1997), P. venusta e T. stans, (Gupta & Nanda 1978a e b) —a camada parietal mais externa
ndo apresenta espessamentos secundarios de parede, salvo em quatro sitios da antera nos quais ha a
formac&o de um endotécio fibroso multiestratificado. Em J. mimosifolia, por outro lado, o endotécio
se caracteriza pela formacdo de bandas de espessamento apenas na parede periclinal interna da
camada subdérmica (Galati & Strittmatter, 1999a).

Portanto, constata-se que, em Bignoniaceae, ocorre uma varia¢do do tipo Dicotiledéneo. E
interessante salientar que J. mimosifolia, espécie pertencente a um género mais basal dentro de
Bignoniaceae (Grose & Olmstead, 2007), enquadra-se dentro do tipo Dicotiledéneo sensu Davis,
pois desenvolve espessamentos de paredes celulares ao longo de toda a camada subdérmica que

envolve a face externa dos androsporangios (Galati & Strittmatter, 1999a). Isto indica ser o
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endotécio multiestratificado e restrito as regides laterais das tecas (Gupta & Nanda 1978b, Gupta &
Nanda 1978c, Bittencourt 1996, Bittencourt & Mariath 1997) uma caracteristica derivada dentro da
familia.

A origem das camadas tapetais é dual, pois a camada tapetal interna se origina de células
subjacentes a CE, pertencentes ao meristema do tecido placentoide (conectivo), enquanto a camada
tapetal externa se origina diretamente da CPS;. Os estudos publicados que assumem a origem da
camada tapetal interna a partir do conectivo ja diferenciado (Periasamy & Swamy 1964, 1966;
Viajayaraghavan & Ratnaparkhi 1973; Gupta & Nanda 1978 a, b e ¢; Mehra & Kulkarni 1985;
Chapman 1987; Bittencourt 1996), séo contrapostos por Bittencourt & Mariath (1997) que propdem
a diferenciacdo da camada tapetal interna diretamente de remanescentes tardios do meristema
fundamental. Visto que as células entre a CE e a porcdo claramente diferenciada do conectivo
permanecem com aspecto meristematico, pode-se assumir o0 mesmo para C. antisyphilitica.

A camada tapetal interna se diferencia precocemente a externa em C. antisyphilitica, padrao
semelhante ao observado em T. stans (Gupta & Nanda 1978a), P. venusta (Gupta & Nanda 1978a),
Fernandoa adenophylla (=Heterophragma adenophyllum) (Mehra & Kulkarni 1985), H. ohcraceus
(Bittencourt 1996) e H. pulcherrimus (Bittencourt & Mariath 1997). Contudo, também foram
relatados casos em que a camada tapetal externa se origina primeiramente em relacdo a camada
interna, ou ainda simultaneamente (Mehra & Kulkarni, 1985), embora as caracteristicas histologicas
deste tecido sejam suscetiveis a variagdes dependendo dos métodos de fixacdo e infiltracdo
empregados (Vasil, 1967) e os métodos utilizados nos diferentes estudos citados ndo sejam 0s
mesmaos.

Em C. antisyphilitica, o dimorfismo entre as camadas tapetais expressa-se pela camada
interna inicialmente apresentar células anticlinalmente alongadas, carater ausente nas células da
camada externa, pelo vacuoma das células da camada externa apresentar polaridade invertida em
relacdo ao das células da camada interna (uma vez que os vacuolos estdo voltados para a CE em

ambas as camadas tapetais) e, pela camada tapetal interna apresentar o primeiro ciclo de duplicacéo
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nuclear antes da camada tapetal externa. Embora esse dimorfismo diminua no final do estadio pré-
meiotico, ele volta a se acentuar no final da meiose. A camada tapetal interna, logo apos a
dissolucdo da parede de calose das tétrades e liberacdo dos androsporos, passa a apresentar células
anticlinalmente alongadas, nudcleos volumosos e vacuolos voltados para o tecido placentoide.
Bittencourt (1996) relatou um fendmeno semelhante para H. ochraceus, e atribuiu este realce do
dimorfismo a retracdo das células do tecido placentoide, o que de fato tambem ocorre em C.
antisyphilitica. Bittencourt (1996) e Bittencourt & Mariath (1997) atribuiram o dimorfismo entre as
camadas tapetais de H. ochraceus e H. pulcherrimus ha um lapso ontogenético, pois 0s eventos que
se expressam na camada tapetal interna, ocorrem com atraso na camada tapetal externa. Fendmeno
similar foi observado em C. antisyphilitica.

A contragdo do tecido placentdide pode movimentar o fluido locular causando o
deslocamento dos andrésporos dentro de cada androsporangio, o que poderia facilitar a deposicéo
dos constituintes da esporoderme que sdo secretados pelas camadas tapetais, bem como do
Pollenkit. Pacini (1990, 2010) também relata um possivel mecanismo de movimentagdo do fluido
locular por meio do que ele descreveu como pulsacdo das camadas tapetais durante o estadio de
androspororos livres. Rowley et al.(1992) e Rowley 1993 demonstraram que em Nymphaeae
colorata, a camada tapetal apresenta pulsos, nos quais suas células aumentam e diminuem de
volume, alongando-se em direcdo ao centro do loculo e logo depois se retraindo.

O tapete em C. antisyphilitica, é do tipo secretor, 0 que até agora tem se mostrado um
padrdo para a familia (Ghatak 1956; Gupta & Nanda 1972, 1978 a, b e ¢; Mehra & Kulkarni 1985;
Bittencourt 1996; Bittencourt & Mariath 1997; Galati & Strittmatter 1999a). Verificou-se a
formacdo de uma distinta membrana tapetal, derivada de remanescentes das paredes tangenciais
internas das células tapetais, junto as quais sdo depositados os orbiculos, durante a degeneracdo do
tecido. O mesmo fendmeno foi verificado em H. pulcherrimus (Bittencourt & Mariath 1997) e J.
mimosifolia (Galati & Strittmatter 1999 b). Foi possivel observar em varios cortes, em estadio

tardio da degeneracdo das camadas tapetais, a presenca de corpos esferoidais relativamente grandes,
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tenuemente corados pelo azul de toluidina O, no espaco antes ocupado pelo citoplasma das células
destas camadas. Tais estruturas provavelmente correspondem ao Pollenkitt, uma vez que este
componente é formado em esferossomos ou elaioplastos, cujos conteudos se fundem durante o
processo de degeneracdo das células tapetais (Heslop-Harrison 1968b; Pacini & Hesse 2005),
embora ndo seja possivel afirmar com certeza que tais estruturas sao realmente compostas pelo
Pollenkit, uma vez que ndo foram empregados os métodos de fixacdo adequados a observacgédo de

tais componentes.

Androsporoénese e Androgametogénese

Logo ap6s a meiose e a citocinese simultdnea que originam as tétrades tetraédricas de
andrésporos, desenvolve-se a primexina entre a membrana plasmatica de cada andrésporo e a
parede de calose. A primexina é composta de material fibrilar, polissacaridico, semelhante a um
glicocélice, que forma um molde sobre o qual a esporopolenina se deposita (Blackmore et al. 2007).
Isto fundamenta o fato da primexina ser levemente PAS positiva nas tétrades em C. antisyphilitica.
Rowley & Morbelli (2009) defendem que o transporte de substancias da camada tapetal até o l6culo
e dai através da exina é comparavel ao transporte por um sistema de plasmodesmos entre as células
vegetais. Logo, se assume que a exina ndo é apenas uma parede inerte, mas sim uma estrutura
complexa da superficie celular implicada em mecanismos de reconhecimento e trocas de
substancias.

O aumento em volume dos andrésporos acarreta um aumento significativo da area de
superficie dos mesmos, 0 que, consequentemente, poderia promover um estreitamento da
primexina. Porém, tal estreitamento ndo se observa, e este fendbmeno tem sido interpretado como o
resultado de uma rapida deposicdo de esporopolenina sobre a esporoderme, o que mantém a
espessura da mesma (Heslop-Harrison 1968a, 1971). O mesmo processo foi relatado para H.

pulcherrimus (Bittencourt & Mariath 2002). Entretanto, em C. antisyphilitica, assim que se forma a



68

unidade reprodutiva masculina, ocorre um decréscimo na espessura da esporoderme, o que pode ser
claramente observado no grao de polen maduro.

Nos androsporos, logo abaixo da exina, sobretudo nos colpos, observa-se uma fina camada
basal na esporoderme, que se cora pelo vermelho de ruténio, correspondendo a intina, de natureza
pectoceluldsica, sendo mais proeminente sob as aberturas do androfito (oncus). Um estudo com o
emprego de microscopia eletronica de transmissdo permitira a verificacdo da estratificagdo do oncus
no grdao de polen de C. antisyphilitica, podendo revelar ou ndo a existéncia de camadas
intermediarias nesta regiao.

Segundo Pacini (1988), nas angiospermas, dependendo da espécie, pode haver uma ou duas
fases de armazenamento de grdos de amido durante o desenvolvimento dos androfitos. Em
Bignoniaceae, o Unico estudo no qual os ciclos de sintese e a degradacdo do amido durante a
esporo-gametogénese foram verificados com certo rigor é o de Bittencourt & Mariath (2002), sobre
o0 desenvolvimento do p6len de H. pulcherrimus. Nesse estudo constatou-se que os graos de amido
presentes na CMA sdo consumidos até o estddio de tétrade, havendo apenas um ciclo de
amilogénese/amildlise na androgametogénese. Contudo, em C. antisyphilitica, a partir do estadio de
CMA, os gréos de amido estdo presentes até 0 momento em que a célula generativa submerge no
citoplasma da célula vegetativa; 0s mesmos tornam-se mais numerosos e alcangam o seu maior
volume neste estadio. Na maturidade do grdo de pdélen, ndo ha mais grdos de amido em seu
citoplasma; contudo, este se torna PAS positivo, provavelmente pela presenca de outros tipos de
polissacarideos dissolvidos no citossol nesse estadio de desenvolvimento. Admite-se que a hidrolise
dos graos de amido, durante a maturagdo do grdo de polen, esta relacionada a deposi¢édo da intina e
a germinacdo do andrdfito (Pacini & Franchi 1988). Contudo em C. antisyphilitica a intina ja esta
depositada muito antes da dissolucdo dos grdos de amido, em andrésporos que ainda ndo entraram
mitose, como também relatado para H. pulcherrimus (Bittencourt & Mariath 2002). Em C.
antisyphilitica os grdos de pdlen sdo dispersos no estadio bicelular, como relatado para a maioria

das Bignoniaceae até agora estudadas (Ghatak 1956; Davis 1966; Gupta & Nanda 1978a, b e c;
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Mehra & Kulkarni 1985; Bittencourt 1996; Bittencourt & Mariath 1997; Bittencourt & Mariath
2002; Galati & Strittmatter 1999a).

Dentre os caracteres embrioldgicos com relevancia sistematica observaveis na antera, C.
antisyphilitica apresentou certa similaridade com os géneros Handroanthus, Pyrostegia e Tecoma
(Gupta & Nanda 1978a, b e c; Bittencourt 1996; Bittencourt & Mariath 1997, 2002), sobretudo no
que diz respeito a presenca de um endotécio fibroso multiestratificado, restrito a quatro regides
dentro da antera (laterais das tecas).

Uma proximidade filogenética de C. antisyphilitica com o género Handroanthus é esperada
visto que, segundo o estudo de Olmstead e colaboradores (2009), estes géneros pertencem ao
mesmo agrupamento denominado “Tabebuia alliance”, sendo que C.antisyphilitica pertence a um
grupo-irméo aquele do qual os géneros Handroanthus e Tabebuia fazem parte. Outra caracteristica
embriolégica comum a C.antisyphilitica e as espécies do género Handroanthus ja estudadas,
consiste na redugdo do dimorfismo tapetal em um determinado estadio ontogenético, o que também
indica que ha congruéncia entre os dados embrioldgicos e os dados filogenéticos propostos pela
literatura com base na andlise de sequencias de DNA de cloroplastos - rbcL, ndhF e trnL-F
(Olmstead et al. 2009).

Embora os géneros Tecoma e Pyrostegia compartilhem com C. antisyphilitica as
caracteristicas referentes ao endotécio, ndo h& mais caracteres embrioldgicos compartilhados.
Portanto, fica evidente a necessidade de um maior numero de estudos embrioldgicos dentro de
Bignoniaceae para que haja um conjunto mais abrangente de dados que possam ser cruzados com 0s
dados filogenéticos existentes, para verificar se as caracteristicas morfolégicas do endotécio
possuem relevancia taxonémica dentro da familia.

As caracteristicas embrioldgicas observadas em C. antisyphilitica demonstraram
similaridade com espécies pertencentes a“ Tabebuia alliance” cujaembriologiajafoi investigada. O
presente estudo voltou a relatar a presenca de um endotécio multiestratificado e restrito as regides

laterais das tecas, como observados para outros taxa dentro de Bignoniaceae, 0 que sugere que tal
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carater seja derivado dentro da familia. Uma série de eventos observados durante a ontogenia da
antera indica a existéncia de um possivel processo de contracdo do tecido placentoide que pode
causar a movimentacdo do fluido locular, embora tal fenémeno deva ser melhor investigado para a

obtencdo de dados conclusivos.
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Figuras 1 e 2: Aspectos gerais da morfologia externa de C. antisyphilitica. (1) Espordfito (fonte:
Melo 2009) (2) Inflorescéncia (Fonte:

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/3/32/Cybistax_antisyphilitica.jpg).
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Figuras 3-4: Secc¢0es transversais de botdes florais de C. antisyphilitica mostrando a disposicédo dos
verticilos florais nos estadios iniciais de desenvolvimento. (5-8) Seccdes transversais de primordios
de anteras. (5) Antera imediatamente apds sua emergéncia do receptaculo. (6) Estadio bilobado da
antera. (7) Estadio tetralobado, mesmo estadio da figura 4. (8) Camada subdérmica originando a
camada parietal primaria e a camada esporogénica. Coloracdo: azul de toluidina O. Ca — calice, CE
— camada esporogeénica; Co — corola; CPP — Camada parietal priméria; Eal — Estame antero-lateral;
Eno — estaminodio; Epl — estames pdstero-laterais; MF —meristema fundamental; Ov — ovario; Pc —

Procambio; Pd — protoderme; TP —tecido placentdide.
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Figuras 9-15: Seccdes transversais da antera de C. antisyphilitica. (9) Estadio tetralobado tardio —
setas apontam reentrancias que demarcam os futuros limites entre as tecas e o filete. (10) Camada
parietal primaria (CPP) dando origem as camadas parietais secundarias interna (CPS;) e externa
(CPSe). (11) Camadas parietais (CP) derivadas da CPSe; notar diferenciacéo inicial da camada
tapetal externa, originada diretamente da CPS;. (12) Camadas tapetais com caracteristica
polarizacdo do citoplasma, cujos vacuolos estdo voltados para as células-mae dos andrésporos. (13)
Células-mae dos androsporos iniciando a profase |. (14) Seccdo do mesmo estadio de
desenvolvimento da figura 13 submetida a reacdo de PAS, evidenciando os amiloplastos. (15)
Células tapetais bi- e tetranucleadas. Coloragdes: 9-13 e 15 — azul toluidina O; 14 — PAS. Cal —
parede de calose; CE — camada esporogénica; CMA - células-méde dos andrésporos; Con -
conectivo; E — epiderme; FV— feixe vascular; MF — meristema fundamental; PdC — parede celular

da CMA,; Tin —camada tapetal intera; Tex — camada tapetal externa; TP —tecido placentéide.
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Figuras 16-21: Secc¢des transversais da antera de C. antisyphilitica. (16) Teca, mesmo estadio da
figura 13, porém em menor aumento, evidenciando o formato de ferradura do androsporangio. (17)
Meidcitos em metéfase I; (18) Telofase Il tardia, citocinese simultdnea — setas indicam parede de
calose em formacéo; (19) Tetrades (Td) tetraédricas de androsporos; insercdo no canto superior
direito (mesmo estadio de desenvolvimento) evidenciando granulos PAS positivos no citoplasma.
(20) Seccéo submetida ao método fluorocroméatico com azul-de-anilina destacando as paredes de
calose das tétrades. (21) Visao geral de um dos androsporangios evidenciando o tecido placentdide
colapsado e o dimorfismo entre tapete interno (Tin) e externo (Tex), tecido placentdide em
degeneracgéo (TP); insercdo no canto superior direito mostrando células do Tin em maior aumento;
setas indicam vacuolos voltados para o TP. Coloracdes: 16-19 e 21 — Azul de toluidina O; 19
(inser¢do) — PAS; 20 — Azul de anilina. A - andrésporos; CMA — células-mae dos andrdsporos; CP

— camadas parietais; E — epiderme; FV —feixe vascular; Me —meidcito; Td — tétrades.
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Figuras 22-30: Secc¢es transversais da antera de C. antisyphilitica mostrando andrdsporos e graos
de polen em sucessivos estadios de desenvolvimento. (22) Setas indicam orbiculos nas paredes
tangenciais internas das células da camada tapetal. (23) Andrdspro na fase final de espessamento da
exina. (24) Seccao do mesmo estadio de desenvolvimento que a figura 23 submetida a reacédo de
PAS. (25) Andrésporo com nucleo em profase mitotica. (26) Androsporo em metafase mitdtica.
(27) Androfito com celula generativa lenticular. (28) membrana tapetal com orbiculos (MT);
asteriscos indicam corpos esféricos, possivelmente de natureza lipo-proteica, relacionados com a
formacdo do Pollenkitt. (29) Androfito com célula generativa campanular. (30) Gréo de polen com
célula generativa (CG) esférica totalmente englobada pelo citoplasma da célula vegetativa.

Coloragdo: 22, 23, 25-20 — Azul de toluidina O; 24 — PAS. NCV — nucleo da célula vegetativa.
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Figuras 31-38: Secc¢des transversais da antera de C. antisyphilitica mostrando grdos de polen em
sucessivos estadios de desenvolvimento. (31-32) Androfitos no estadio em que a célula generativa
torna-se fusiforme, apresentando amiloplastos no citoplasma da célula vegetativa. (33) Androfito
com célula generativa fusiforme/alongada, ligeiramente distanciada do nucleo da célula vegetativa,
seta indica organela esférica no citoplasma da célula vegetativa. (34) Androfito durante o pico da
amilogénese, mesmo estadio mostrado na figura 33. (35) Androfito maduro apresentando célula
generativa (CG) fusiforme/alongada associada ao nucleo da célula vegetativa (unidade germinativa
masculina). (36) Andréfito maduro com célula vegetativa destituida de amiloplastos; (37) Regido
interesporangial de uma teca, durante a expansao das cavidades do androsporangio, mostrando o
estdbmio e o septo interesporangial. (38) Endotécio (Et). Coloracdes: 31, 33, 35, 37 e 38 — azul de
toluidina O; 32, 34 e 36 — PAS. A —androsporos; Am —amiloplastos; CE — células estomiais; CG —
celula generativa; CP — camadas parietais; Cut — cuticula; E — epiderme; NCV — n(cleo da célula
vegetativa; SI — septo interesporangial; Tex — camada tapetal externa; Tin — camada tapetal interna;

TP —tecido placentoide.
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Figuras 39 — 44: Secc¢des transversais da antera de C. antisyphilitica. (39) Regido estomial, em
maior aumento, num estadio de desenvolvimento posterior a figura 37 — iminéncia da ruptura do SI.
(40) Células dissociadas do endotécio com bandas de espessamentos helicoidais nas paredes
celulares; (41) Estbmio rompido e células estomiais apresentando cuticula e camada cuticular das
paredes periclinais externas e parte das paredes anticlinais e periclinais internas coradas pelo Sudan
Black B. Esporoderme e membrana tapetal também estdo coradas. (42) Teca logo apos a ruptura do
septo interesporangial. (43) rompimento do estémio. (44) Porcao dorsal da teca apds a deiscéncia;
as setas indicam células colapsadas nos limites entre o conectivo e o endotécio. Colorages: 39, 42,
43 e 44 —azul de toluidina O; 41 — Sudan Black B. CEs — células estomiais; CP— camadas parietais;
Cut — cuticula; CP — camadas parietais; E — epiderme; Et — endotécio; FV — feixe vascular; GP —
grdo de polen; MT — menbrana tapetal; SI — septo interesporangial; Tex — camada tapetal externa;

Tin — camada tapetal interna; TP —tecido placentéide.
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VII. Discussao Geral

Em organismos com reproducdo sexual, caracteristicas associadas com 0 processo
reprodutivo estdo sob forte selecdo, pois afetam diretamente o sucesso reprodutivo de uma espécie
em particular (Darwin 1871, Lloyd & Webb 1992). Ja € de longa data a constatacao de que biologia
reprodutiva e a sistematica estdo intimamente relacionadas, sendo que os caracteres reprodutivos
constituem uma grande parcela dos dados que possuem importancia taxondmica (Anderson et al.
2002). Por esse motivo cacteres reprodutivos e, por conseguinte, os embrioldgicos possuem
utilidade filogenética, sendo empregados no posicionamento de certas familias de angiospermas
(Tobe 1989).

Atualmente com o advento da Sistematica Molecular, a busca metddica de caracteres
morfolégicos para o embasamento de filogenias foi ofuscada pelas tecnologias moleculares que
oferecem um volume de dados muito maior em um tempo reduzido e com maior praticidade
(Endress 2003). Contudo, a busca por similaridades estruturais € necessaria e Gtil. Esta pode ajudar
em areas ou niveis da arvore da vida na qual os dados moleculares, por alguma razdo, tém
dificuldade em produzir informag6es conclusivas (Endress 2003). Dados embrioldgicos, como
caracteres filogenéticos sdo mais utilizados, geralmente, em niveis taxondmicos elevados como na
caracterizacdo de familias vegetais. Contudo, estes dados podem ser utilizados em qualquer nivel
taxonémico (Simpson 2006).

A utilizagdo do conhecimento embrioldgico na classificacdo das angiospermas nao pode ser
baseada apenas em poucos caracteres, isto €, em apenas uma caracteristica embrioldgica, mas sim
na avaliagdo simultanea de todos os padrbes embriologicos significantivos (Just 1946). Portanto,
para obter uma inferéncia filogenética robusta, em Bignoniaceae, a partir de dados embrioldgicos, é
necessario um conjunto de dados mais abrangente, valendo-se de espécies pertencentes a todos 0s
taxa representativos dentro da familia, assim como da compilacdo do maior conjunto possivel de

dados que possam ser observados.
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Na literatura que se dedica a ontogenia da antera e 6vulo de Bignoniaceae é possivel
encontrar representante da maioria dos clados relevantes dentro da familia, segundo a classificacao
de Olmstead et al. (2009). Ou seja, ha represenantes de Bignonieae, Catalpeae, Oroxyleae,
“Tabebuia aliance” (com representantes de Crescentieae), Clado Paleotropical, Tecomeae e
Jacarandae (Duggar 1899, Mauritzon 1935, Govindu 1950, Ghatak 1956, Gupta & Nanda 1978a, b
e ¢, Mehra & Kulkarni 1985, Bittencourt 1996, Bittencourt & Mariath 1997, 2002a, b e c, Galati &
Strittmatter 1999a, b e ¢ De Souza et al. 2010). Contudo, ainda ndo foram realizados estudos
embrioldgicos em Coleeae, um subgrudo dentro do Clado Paleotropical com distribuicdo geografica
restrita a ilha de Madagascar e regifes circunvizinhas (Olmstead et al. 2009). Tourrettia, o clado
mais basal dentro do “Core”’ Bignoniaceae, e 0 mais proximamente relacionado a tribo Jacarandae,
também ndo possui representantes com embriologia conhecida, consistindo numa lacuna importante
a ser preenchida, pois seu posicionamento é critico dentro da filogenia de Bignoniaceae e estudos
embrioldgicos podem contribuir, por exemplo, no esclarecimento a respeito da possivel evolucdo do
endotécio restrito a quatro sitios dentro da antera a partir de uma Gnica camada hipodérmica
continua, caracteristica observada para a tribo Jacarandae (Galati & Strittmatter 1999a).

A partir dos dados embrioldgicos obtidos com o estudo de C.antisyphilitica, contribuiu-se
para a compreensdo sobre o desenvolvimento das estruturas reprodutivas dentro de Bignoniaceae,
também foi possivel identificar caracteristicas presentes em C.antisyphilitica ainda ndo relatadas
para nenhuma outra espécie dentro da familia, o que poderia sugerir possiveis autapomorfias para a
espécie. Poucas generalizagBes puderam ser feitas com base na literatura existente, visto o niumero
reduzido de estudos embriolégicos para Bignoniaceae e a grande variacdo nos métodos de estudo
empregados; contudo, foi possivel identificar certas caracteristicas que, ao que tudo indica, podem
ser relevantes na compreensdo da filogenia do grupo e Uteis para inferir certas tendéncias evolutivas

dentro da familia.
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VII1. Conclusoes

Ontogenia do 6vulo

e A face micropilar da parede celular do gindsporo calazal apresenta uma pequena depressdo, no
lado voltado para a micrépila, no fundo da qual a parede celular se torna mais espessada. Tal
estrutura parece constituir um carater autapomorfico de C. antisyphilitica, pois ndo foi relatado para

nenhuma outra espécie da familia.

e As células da epiderme nucelar de C. antisyphilitica, bem como as células endoteliais em contato
com a porcdo micropilar do ginéfito em expansdo parecem estar envolvidas em num processo de
secrecdo holdcrina o que pode estar relacionado tanto com o fornecimento de nutrientes para o SE
como com um processo apoptotico relacionado a ampliacdo do espaco requerido para o

desenvolvimento normal do ginofito.

e O acumulo de uma substancia fibrogranular entre o endotélio e a parede do ginofito faz com que
0 saco embrionario apresente um caracteristico afunilamento mediano. Esta conformacdo néo foi
descrita pra nenhuma outra espécie ja estudada de Bignoniaceae, consistindo em outra possivel

caracteristica autapomorfica de C. antisyphilitica.

Ontogenia da antera

e Em Bignoniaceae ocorre uma variacdo do tipo Dicotileddneo do desenvolvimento da parede do

androsporangio. Sendo o endotécio multiestratificado e restrito as regifes laterais das tecas uma

caracteristica derivada dentro da familia.



95

e Ha um lapso ontogenético, em C. antisyphilitica, pois os eventos que se expressam na camada

tapetal interna ocorrem com atraso na camada tapetal externa.

e A contragdo do tecido placentdide pode movimentar o fluido locular causando o deslocamento
dos andrésporos dentro de cada androsporangio, o que poderia facilitar a deposi¢cdo dos

constituintes da esporoderme que séo secretados pelas camadas tapetais, bem como do Pollenkit.

e Em C. antisyphilitica, a partir do estddio de CMA, os grédos de amido estdo presentes até o
momento em que a célula generativa submerge no citoplasma da célula vegetativa. Na maturidade

do grédo de polen, ndo ha mais amiloplastos em seu citoplasma; embora este se torne PAS positivo.

e Observou-se similaridades embriolégicas entre C. antisyphilitica e o género Handroanthus o que

pode refletir a proximidade filogenética existente entre os géneros, ja demonstrada na literatura.

e Fica evidente a necessidade de um maior nimero de estudos embrioldgicos dentro de
Bignoniaceae para que haja um conjunto mais abrangente de dados que possam ser cruzados com 0s
dados filogenéticos existentes, para verificar se as caracteristicas morfoldgicas do endotécio

possuem relevancia taxonémica dentro da familia.
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