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RESUMO

A familia Potamogetonaceae, assim como os géneros nela inseridos, apresentam um
posicionamento sistematico ainda controverso. A espécie Potamogeton polygonus
Cham. et Schitdl. é aquatica, endémica da América do Sul, e foi muito pouco estudada,
especialmente quanto a sua reproducédo. Nesse trabalho, objetivou-se descrever a
ontogénese da antera em microscopia optica e eletronica de varredura, detalhando a
esporogénese e a gametogénese de P. polygonus. O material botanico utilizado nesse
estudo foi coletado em rios e lagoas do Municipio de General Carneiro, Parana. Para as
andlises em MO, realizadas no Laboratério de Botanica Estrutural da UFPR, as
inflorescéncias, em vaérios estaddios de desenvolvimento, foram fixadas em 1%
glutaraldeido e 4% formaldeido em tampé&o fosfato 1.0 M, pH 7.2, desidratadas em série
etanélica ascendente, incluidas em hidroxetilmetacrilato, e os blocos foram seccionados
em cortes de espessura de 5 ym em navalha de ago perfil C e 1,5 ym em navalha de
vidro . Para as analises em MEV, o material foi fixado em FAA 70, desidratado em série
ascendente de propanona e, entao, seco em ponto critico e observado no Centro de
Microscopia Eletrbnica da UFPR. A antera é séssil, biteca e tetraesporangiada
desenvolvendo quatro camadas parietais: endotécio, duas camadas médias e tapete.
Na antera madura, permanecem a epiderme e o0 endotécio com paredes espessadas. O
tapete é do tipo plasmodial, cujas células se desprendem da parede da antera durante
a meiose e migram para o interior do l6culo onde degeneram. A citocinese meiética das
células-mae de andrésporos € sucessiva e as tétrades resultantes sdo decussadas,
tetragonais ou irregulares. O grao de pélen maduro apresenta esporoderme delgada,
pouco ornamentada, sendo liberado da antera no estadio tricelular com reserva de
amido. Este estudo registra novos caracteres embriolégicos para a familia e trazem
novas perspectivas para os trabalhos futuros com esse grupo.

Palavras-chave: Potamogetonaceae; Ontogénese; Antera;



1 INTRODUGAO

As macréfitas aquaticas das regides tropicais sdao ainda pouco conhecidas
(THOMAZ & BINI, 2003). O Brasil € um pais com grande nimero de ambientes
aquaticos (THOMAZ & BINI, 2003) e com 0 maior numero de espécies aquaticas
(HOEHNE,1955). Dessa forma, a escassez de trabalhos sobre biologia e ecologia de
macréfitas & incoerente com a diversidade existente no pais (BOVE et al., 2003;
POMPEO & MOSCHINI-CARLOS, 2003, THOMAZ & BINI, 2003). THOMAZ & BINI
(2003) demonstraram que o Estado do Parana é o terceiro estado brasileiro que menos
publica nessa area. Em 1983, foi publicado um catalogo preliminar da flora hidréfila
paranaense, com 22 familias de fanerdégamas aquaticas (CERVI et al., 1983). A partir
dai nada mais foi publicado, mostrando que a flora aquéatica do Estado do Parana ainda
€ pouco conhecida. Estes fatos incentivaram a elaboracédo e execucao do projeto
‘Plantas aquaticas do Parana | - levantamento e caracterizacdo morfoldégica das
macréfitas e perifiton associado do Municipio de General Carneiro”, Banpesq
2005016309, coordenado pela Profa. Dra. Cleusa Bona, e do projeto integrado “Plantas
Aquaticas do Parana. 1- Levantamento e caracterizacdo taxondmica e morfo-anatdémica
das macrdéfitas do Municipio de General Carneiro”, coordenado pelo Prof. Dr. Armando
Carlos Cervi, financiado pelo CNPq (Edital Universal CNPq n°019/2004, protocolo
n°7269263276070485, processo n°4752482004-0). A professora orientadora e a aluna
executora deste trabalho estao inseridas no Grupo de Pesquisa “Botanica Estrutural” do
CNPq, liderado pela Profa. Dra. Cleusa Bona, na Linha de Pesquisa "Morfo-anatomia
de érgaos reprodutivos e plantula’, dentro do sub- projeto “Caracterizagao reprodutiva
das plantas aquaticas do Estado do Parana” (Banpesq 2005016581). Estes projetos
tém sido executados desde fevereiro de 2004 e os dados preliminares ja foram
apresentados em eventos cientificos nacionais e internacionais (CERVI et al., 2005;
LUSA & BONA, 2005; BONA et al. 2006).

A familia Potamogetonaceae é controversa em sua sistematica ao se observar
as informacdes disponiveis na literatura. Para CRONQUIST (1981), a familia esta
inserida na ordem Najadales, com outras nove familias. JUDD e colaboradores (2000),



a agrupam a outras 13 familias na ordem Alismatales, enquanto TAMURA e
colaboradores (2004) incluem a familia nessa mesma ordem, porém com uma
configuragao diferente, em conjunto com seis familias. Quanto ao nimero de géneros
na familia também ha muitas controvérsias. Enquanto CRONQUIST (1981) inclui na
familia apenas o género Potamogeton, DAHLGREN e colaboradores (1985) adicionam
os géneros Ruppia e Groenlandia. JUDD e colaboradores (2000) consideram apenas os
géneros Potamogeton e Coleogeton. Baseados em APG I, SOUZA & LORENZI
(2005), incluem ainda na familia o género Zannichellia. Por outro lado, alguns géneros
tradicionalmente incluidos na familia Araceae, também apresentam similaridades com
Potamogetonaceae, como por exemplo, 0 género Gymnostachys (BUZGO, 2001). As
duas familias supracitadas apresentam semelhangas no padrdo de desenvolvimento
floral unidirecional, na posicao das tépalas e quanto a presenca ou nao de uma bractea
oposta (BUZGO, 2001).

A espécie Potamogeton polygonus Cham. et Schitdl. € encontrada somente na
América do Sul, estando presente na Argentina, no Uruguai e no Brasil e neste,
ocorrendo na Amazdlnia e nos Estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Parana, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul, em aguas doces léticas e |énticas (RODRIGUES &
IRGANG, 2001).Tal espécie é caracterizada por um caule comprimido; pouco ou nao
ramificado no apice, com entrenés curtos; folhas membranéaceas, lineares, apice
acuminado a apiculado, base truncada, paralelinérveas. Quanto a sua morfologia
reprodutiva sabe-se que as inflorescéncias sao do tipo espiga, uniforme, cilindrica,
emersa ou, as vezes, submersa, com flores perfeitas, tetrameras, homoclamideas,
distribuidas de forma verticilada; seus frutos sdo pardos com sementes curvas (fig. 1).
Floresce e frutifica de setembro a marg¢o. Cita-se seu papel fundamental no ambiente
aquatico por proporcionar abrigo, alimento e sitio de desova para peixes e
invertebrados, além de constituir-se um recurso valioso na alimentagédo de algumas
aves (RODRIGUES & IRGANG, 2001).



FIGURA 1 - MORFOLOGIA GERAL DE Potamogefon polygonus: ajramo com folhas submersas;
b)tépala com antera adnata; c)carpelo. Escalas= 1mm. (adaptado de Rodrigues e Irgang, 2001)

Ha escassez de estudos quanto a aspectos ontogenéticos e anatdomicos dos
orgéaos florais da familia Potamagetonaceae. A descricdo da embriologia da familia feita
por JOHRI e colaboradores (1992), se baseia, principalmente, em espécies que ja
foram excluidas desta familia e, reposicionadas em sistemas de classificacdo atuais. Os
mesmos autores ja pontuavam que, na época, mais estudos seriam necessarios, pois
os caracteres embriolégicos destes taxons eram muito diversos.

Uma série de estudos abordando o desenvolvimento floral confrontou caracteres
ontogenéticos para esclarecer a interpretacdo da unidade reprodutiva em Potamogeton
(POSLUSZNY, 1981; POSLUSZNY & CHARLTON, 1986,1991; POSLUSZNY &
SATTLER, 1973,1974A E B; SATTLER, 1965, SINGH, 1965). Alguns autores
consideram a “flor” como uma inflorescéncia composta por quatro flores estaminadas
reduzidas circundando quatro flores pistiladas reduzidas (KUNTH, 1841; MIKI, 1937 e



UHL, 1947, apud SINGH, 1965; POSLUSZNY & SATTLER, 1973). A posi¢do oposta
das tépalas as anteras; a grande distancia entre as tecas da antera; a origem da antera
bi-primordial e as tépalas como apéndices do conectivo da antera foram consideradas
evidéncias suportando essa hipétese (KUNTH, 1841; MIKI, 1937 E UHL, 1947, apud
SINGH, 1965; POSLUSZNY & SATTLER, 1973). Por outro lado, alguns a interpretaram
como uma flor simples (POSLUSZNY & CHARLTON, 1986; SINGH, 1965; SATTLER,
1965; POSLUSZNY & SATTLER, 1974b), devido ao surgimento do perianto ser anterior
ao dos estames, auséncia de mudangas na vascularizagcdo e origem uni-primordial dos
estames na maioria dos casos.

Na androsporogénese das Angiospermas, sdo tradicionalmente caracterizados
dois tipos de citocinese - sucessiva e simultdnea. Nas monocotiledéneas a citocinese é
do tipo sucessiva (FURNESS & RUDALL, 1999, 2001; RESSAYRE, 2001; FURNESS,
RUDALL & SAMPSON, 2002; NADOT et al, 2006; PENET et al., 2005;) com a
formagéo da parede interespérica através de placas celulares centrifugas (NADOT et
al., 2006; PENET et al., 2005). Entretanto, variagées nesses padrdes pré-estabelecidos
tém sido observadas, como a co-ocorréncia de citocinese simultdnea e sucessiva em
um mesmo estame (SANIER et al., 2006), ocorréncia de citocinese intermediaria entre
os tipos habituais - em que ha formagao de uma parede celular efémera — (FURNESS,
RUDALL & SAMPSON, 2002), formagdo da parede interespérica centripetamente
(NADOT et al., 2006; PENET et al., 2005), bem como a presen¢a de mais de um tipo de
tétrade (HARDY, STEVENSON & KISS, 2000; HARDY & STEVENSON, 2000; PENET
et al., 2005; SANIER et al., 2006; NADOT et al, 2006; RESSAYRE, 2001; PETTIT,
1981). Estes trabalhos demonstram que o tipo de citocinese influencia no tipo de
tétrade que se forma ao final da meiose e que esta caracteristica determina a posicao
da abertura no grao de pdlen (FURNESS & RUDALL, 1999 e 2003; FURNESS,
RUDALL & SAMPSON, 2002; PENET et al., 2005; NADOT et al., 2006; SANIER et al.,
2006). Esses caracteres embriolégicos durante o processo da androsporogénese tém
se demonstrado muito dteis para a filogenia de determinados grupos de
monocotiledoneas (FURNESS & RUDALL, 1999). Apenas o estudo feito por WIEGAND



(1899), em Potamogeton foliosus Raf. descreve a ontogénese dos estratos parietais da
antera neste género e os eventos de androsporogénese e androgametogénese.

Em plantas com polinizagdo submersa é muito freqiente a formagéo de flores
cleistogamicas (ex. Subularia) e, mesmo quando a polinizacdo cruzada ocorre, ndo ha
registro de mecanismos de auto-incompatibilidade. Em espécies onde a polinizagcéo
ocorre, o poélen é transportado em suspensdo e apresenta adaptagdbes morfolégicas
especificas (JOHRI et al., 1992; ENDRESS, 1994), dentre elas: apresenta se agrupado
em filamentos mucilaginosos, em cadeias de tétrades lineares, filamentoso com exina
fina e maleavel, germina dentro da antera e é liberado com o tubo polinico
desenvolvido, ou se mantém protegido dentro de uma bolha de ar. Todas estas
variagdes morfolégicas e fisiolégicas auxiliam na captura deste pélen pelos estigmas, os
quais também podem ser filamentosos e ramificados (PETTITT & JERMI, 1975;
PETTITT et al. 1980; DUCKER & KNOX, 1976).

O pélen de espécies de Potamogeton é inaperturado (PETTITT & JERMI, 1975;
PERVEEN, 1999; SORSA, 1988; FURNESS & RUDALL, 1999). Este tipo de pdlen é
predominante em Alismatales e ocorre em grande numero de grupos das
monocotiledéneas (FURNESS & RUDALL, 1999a, 2001a), e também parece estar
relacionado corh a hidrofilia (FURNESS & RUDALL, 1999a, 2003).

PETTITT & JERMI (1975) demonstraram que em Potamogeton natans L. e P.
pectinatus L., caracteristicas da exina confirmam os indicios de hidrofilia na familia.
PHILBRICK (1988) caracterizou a polinizacdo como aneméfila na maioria das espécies
de Potamogetonaceae. No entanto, este mesmo autor descreve a polinizagao
hidroautogdmica em P. pusillus L., como um sistema pelo qual o pdlen é transportado
na superficie em uma bolha de ar, da antera até o estigma de uma mesma flor, mas néo
se move de flor a flor (PHILBRICK e ANDERSON 1987, apud PHILBRICK, 1988).
Nesse caso, pdlen e estigma permanecem funcionalmente secos mesmo quando a flor
é completamente submersa. GUO & COOK (1989) confirmam este tipo de polinizagao
abaixo da agua através de bolhas em Potamogeton pectinatus, a partir de observagoes
em aquario. LES (1988) e LES e colaboradores. (1997) também relatam a ocorréncia



desse sistema em algumas espécies de Pofamogeton, contudo sob a denominacdo de
hidrofilia.

Por existirem divergéncias, quanto a sistematica e tipo de polinizagcdo, em
espécies de Potamogeton, os estudos da ontogénese da antera e da morfologia do
grao de pdlen podem ser uteis para esclarecimento do relacionamento entre as
espécies e do mecanismo de dispersdo do pdlen de espécies hidrofilicas. O presente
trabalho tem como objetivo estudar o desenvolvimento da antera e descrever os
caracteres embriolégicos relacionados a este 6rgao em Potamogeton polygonus.



2 OBJETIVOS

. Descrever a ontogénese das anteras da espécie, em microscopia eletronica de
varredura;

. Descrever a origem e alteragbes morfoldégicas dos estratos parietais, em

microscopia 6ptica;
. Descrever os eventos de androsporogénese e androgametogénese, em
microscopia optica.



3  MATERIAL E METODOS

31 COLETAS E FIXACAO

O material botanico foi coletado em lagoas, da Fazenda Santa Candida, e no rio
Salto Amazonas, trecho que passa na Fazenda Lajeado Grande, no Municipio de
General Carneiro, Estado do Parana (fig. 2 e 3). As inflorescéncias com botdes em
diversos estadios de desenvolvimento foram fixados no momento da coleta, em

glutaraldeido 1% e ’:‘gnﬁ:ido 4%, em tampao fosfato de sodio 0.1M, pH 7.2
(MCDOWELL & TRUMP,
‘S/

ssamento e analise em microscopia Optica

1940), para processamento e analise

FIGURA 2 - Potamogeton polygonus: a)ramo ; b)inflorescéncias

FIGURA 3- LOCAIS DE COLETA: a)Rio Salto Amazonas; b)Lagoa da Fazenda Santa Candida



3.2 MICROSCOPIA OPTICA

O processamento do material foi feito no Laboratdrio de Botanica Estrutural, no
Departamento de Botanica/lUFPR. O material foi lavado em tampao fosfato pH 7.2,
0,1M, desidratado em série etilica ascendente e incluido em hidroxetiimetacrilato
(GERRITS & SMID, 1983). Os blocos foram seccionados, em micrétomo de rotacéo
Leica® RM 2145, com espessura de 5 e 1,5 micrometros, em navalhas de aco e de
vidro, respectivamente. As secc¢bes foram coradas em Azul de Toluidina O 0,05% 0.1M
em tampao fosfato de sédio pH 6.8 (O'BRIEN et a | 1965) e montadas entre lamina e
laminula em resina sintética (Permount ®).

Foram realizados os seguintes testes histoquimicos em anteras maduras: Sudan
lll, para a identificacdo de lipideos totais (O'BRIEN & MCCULLY, 1981); reacdo com
IKI, para amido (JOHANSEN, 1940); Coomassie Brilliant Blue 0,25% em acido acético
7%, para deteccdo de proteinas totais (SOUTHWORTH, 1973); Vermelho de Ruténio,
para deteccdo de &cidos pécticos (JENSEN, 1962); Floroglucinol acidificado para
identificag&o de lignina (JOHANSEN, 1940).

As andlises microscépicas e registros fotomicrograficos foram realizados no
microscopio Optico Zeiss Axiolab com camera fotogréfica digital (Sony® PC200)
acoplada.

A localizagdo de calose foi feita atraves de reacdo fluorescente com Azul de
Anilina no Microscoépio Zeiss Axiophot com filtro UV 340-380nm (MARTIN, 1959), no
Departamento de Biologia Celular/UFPR.

Com a finalidade de melhor observar a estrutura da exina dos andrdfitos, realizou-

se acetolise desses segundo protocolo de ERDTMAN, (1952).
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3.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

O processamento do material foi feito no Centro de Microscopia Eletrénica
(CME/UFPR). O material foi dissecado e desidratado em série ascendente de
propanona e submetido a ponto critico, no aparelho BAL-TEC CPD 030. As amostras
foram montadas em suporte metalico, com uma mistura de esmalte incolor e grafite e
metalizadas com ouro, em sistema “sputter”, no equipamento SCD 030 Balzers Union
FL 9496. As observacoes foram realizadas em microscépio eletrbnico de varredura Jeol
JSM 6360LV.

3.4 MANUTENCAO DE EXEMPLARES EM AQUARIO

Exemplares coletados em marco de 2006, em General Carneiro, foram mantidos
em aquério, com substrato apropriado, sob aeracdo constante e fotoperiodo de doze
horas. Alguns desses exemplares formaram inflorescéncias, que tiveram seu
desenvolvimento acompanhado e forneceram material fresco, para o0s testes

histoquimicos realizados.



4 RESULTADOS

41 DESENVOLVIMENTO FLORAL

Cada inflorescéncia pode apresentar de seis a doze flores dispostas em verticilos
de trés flores no eixo. As flores se desenvolvem sincronicamente caracterizando uma
inflorescéncia do tipo espiga. Frequentemente, a flor ou as flores apicais pode
apresentar um retardo ou assincronia no desenvolvimento, quando comparado com
outras flores basais da mesma inflorescéncia.

No meristema floral, primeiro surgem os primordios de tépalas laterais e depois
os primérdios adaxial e abaxial juntos (fig.. 4a, b). A ordem de surgimento dos
primoérdios de estames segue a mesma ordem do verticilo de tépalas. Os estames
surgem de primérdios individualizados opostos aos primoérdios de tépalas (fig. 4a).
Inicialmente, cada primérdio de estame apresenta formato alongado e, posteriormente,
adquire formato bilobado, devido ao maior desenvolvimento das porcoes laterais (fig.
4a, b, c). Tal processo resulta na formacao de um sulco que se inicia na regido mediana
do primordio, no sentido supero-inferior, e limita as regides aonde irdo se desenvolver
as tecas de cada estame (fig. 4d, e, f). Neste estadio de desenvolvimento, o apice floral
apresenta-se quadrangular e inicia a formacdo dos quatro primordios de carpelo em
cada vértice. Os primoérdios de carpelos sao individualizados, circulares e alternados
aos primérdios estaminais (fig. 4e).

No estadio seguinte, sdo formados dois outros sulcos, nas regides medianas de
cada teca, culminando na diferenciagdo dos esporangios (fig. 5a, b).
Concomitantemente, as margens dos primordios circulares de carpelos desenvolvem-se
e delimitam o espaco do loculo carpelar. O carpelo se fecha para formar o estilete e
resta uma abertura em forma de fenda, na porcao ventral estigmatica (fig. 5a, b).

Os estames maduros possuem anteras semi-sésseis, bitecas e
tetraesporangiadas, que atingem seu tamanho final antes da completa formagcéo dos
carpelos (fig. 5b). A flor, em pré-antese, € caracterizada pelo recobrimento dos

estames e carpelos pelas tépalas (fig. 5¢). As anteras sdo extrorsas e as tecas sdo
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distantes entre si, unidas apenas pela regido mediano-basal do conectivo (fig. 5d). O
estigma é papiloso e se desenvolve nas margens da fenda (fig. 5e, f).Observou-se que
a deiscéncia longitudinal das mesmas ocorre concomitante a receptividade dos
estigmas (fig. 5e). Foi observada a presenca de gréos de pdlen nos estigmas de flores

em antese, com tubos polinicos desenvolvidos (fig. 5f).
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Figura 4 - Desenvolvimento Floral em MEV: a) iniciacao dos primordios de tépalas laterais antes dos
primérdios adaxial e abaxial no meristema floral. Seta mostrando a iniciacdo do estame lateral
uniprimordial; b) meristema floral com todos os primérdios de tépalas e estames ja formados; c) apice
do meristema floral quadrangular antes da formacéo dos carpelos. Verticilo de tépalas e estames ja
formado; d) tépalas laterais mais volumosas que a adaxial e abaxial. Primérdio de estames iniciando a
formacdo do sulco que delimita as tecas (seta); €) iniciacdo da formacao dos quatro primérdios
carpelares circulares simultaneos; f) primérdios dos carpelos em desenvolvimento, em inicio da
delimitacdo do espaco do léculo carpelar; Sulco que delimita tecas (seta). A- primérdio de estame; F-
meristema floral; G - primdrdios de carpelo, T- primérdio de tépala. Os niUmeros adjacentes as letras
indicam a ordem de iniciacdo dos 6rgaos. O asterisco indica a regido adaxial daflor.
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Figura 5 - Desenvolvimento Floral em MEV: a) meristema floral com tecas diferenciadas e sulcos
(setas) que marcam 0s esporangios, carpelos em desenvolvimento, com fendas em posicdo
aproximadamente ventral; b) aspecto geral de um botdo floral, com tépalas removidas, anteras
desenvolvidas e carpelos em desenvolvimento, com fendas em posicéo ventral; c) botéo floral em pré-
antese; d) anteras extrorsas em sua configuragdofinal; e) flor em antese, com anteras abertas (seta) e
gréos de pdlen nos estigmas; f) detalhe da superficie do estigma papiloso com gréos de pdlen
germinando (seta). A - estame, G - carpelo; T - tépala, co - conectivo, p - grdo de podlen, tc -teca. O
asterisco indica a regido adaxial da flor.
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4.2 ONTOGENESE DOS ESTRATOS PARIETAIS

O primérdio de estame surge como uma pequena expansdo com células
indiferenciadas, logo acima da tépala, e em seguida, € organizado em protoderme,
meristema fundamental e procambio (fig. 7a,b). A protoderme sofre divisdes anticlinais
acompanhando o crescimento do 6rgdo e suas células se diferenciam, diretamente, na
epiderme. O procambio fica limitado a um grupo de células de citoplasma mais denso
na regido central do primordio e dara origem a um feixe vascular. O meristema
fundamental origina o tecido parenquimatico do conectivo da antera e o tecido
esporogénico. A diferenciacdo do tecido parenquimatico do conectivo inicia nas células
centrais, mais proximas ao procambio, com a vacuolacéo e o aumento em volume (fig.
7b,c). As células deste tecido em diferenciacdo continuam a se dividir e o primoérdio
toma uma forma bilobada. Na periferia de cada lobo encontram-se células
meristematicas indiferenciadas que irdo formar as tecas.

No estadio seguinte, ocorre a vacuolacéo das células medianas para a formacéo
dos septos e a formacgéo do sulco que separa os quatro esporangios (fig. 7d,e,f). Cada
esporangio é formado a partir de um grupo de células meristematicas: as células iniciais
do esporangio (fig. 7d,e,f). A formacédo da parede de cada esporangio inicia-se com a
diferenciacdo de células iniciais do esporangio adjacentes a protoderme, as quais
formam diretamente o estrato parietal primario (Epl) (fig. 7d). As células da Epl
dividem-se periclinalmente, originando os estratos parietais secundarios externo (Ep2e)
e interno (Ep2i) (fig. 8 ab). As células do Ep2e se diferenciam diretamente no
endotécio, enquanto que as células do Ep2i sofrem divisbes periclinais, originando duas
camadas médias e o tapete (fig. 8c,d,e,f). Essas caracteristicas enquadram a formacao
dos estratos parietais da espécie no tipo monocotiledéneo (DAVIS.1966), como

sumarizado no diagrama abaixo:
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EP2I EP2e

Tapete Camadas médias Endotécio

FIGURA 6 - DIAGRAMA EXPLICATIVO DA FORMACAO DOS ESTRATOS PARIETAIS

O tapete interno é formado a partir de divisbes periclinais do tecido meristematico
inicial, na regido proxima ao conectivo, tendo, portanto, uma origem diferente do tapete
externo (fig. 8b).

Durante a meiose das CMA, as camadas médias, que inicialmente, possuiam
células alongadas e justapostas sé@o obliteradas (fig. 8e,f). Durante esse periodo, o
tapete - antes uniestratificado, com células de formato irregular e uninucleadas - sofre
transformacdes que permitiram classifica-lo como do tipo plasmodial (fig. 8f) . Suas
células passam a apresentar dois nucleos, desprendem-se umas das outras, adquirem
forma amebdide e, migram para o interior do l6culo (fig. 9a,b,c,e). Notou-se, durante a
meiose e também na fase de androsporos livres, a presenca de uma matriz entre os
graos, derivada das células do tapete - o periplasmddio - que desaparece antes da
primeira divisdo mitética do andrésporo (fig. 9e).

O endotécio apresenta células grandes, poliédricas, com espessamentos
espiralados nas paredes celulares e, permanece integro até a fase de andrésporos
livres (fig. 9c). Os espessamentos de parede no endotécio sdo de origem celulésica,
ndo foi detectada a presenca de lignina (Tabela 1). O endotécio armazena amido nas
células sob a forma de grandes granulos até essa fase (fig. 10a).
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FIGURA 7 - Ontogénese da antera em MO: Corte longitudinal do bot&o floral em a. Corte transversal
do estame em b, c, d e f. Corte longitudinal da antera em e. Coloracédo com Azul de Toluidina O em
todas as figuras, a) meristema floral com primérdios de tépalas, estames e carpelos; b) antera
bilobada, com tecidos meristematicos; c) detalhe da antera, tecidos meristematicos e inicio da
diferenciacdo das células do conectivo; d) diferenciacdo do Epl e inicio da diferencia¢éo das células
do septo interlocular; €) Ep1l, septo e epiderme estabelecidos e tecido meristematico no centro do
I6culo; f) células iniciais do esporangio em diviséo. A - primoérdio de estame, E - eixo da irrflorescéncia,
Epl - estrato parietal primario, Ep2e - estrato parietal secundario externo, Ep2i - estrato parietal
secundario interno, G- primérdio de carpelo, S - septo interlocular, T- primérdio de tépala/tépala, co -
células meristeméaticas na regido do conectivo, ei - epiderme, m - meristema fundamental, pc -
procambio, pd - protoderme. Barra de escala = 10pm em todas asfiguras, exceto em b (= a 20pm).
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FIGURA 8 - Ontogénesé dds estratos parietais e inicio da androsporogénese em MO: Coloragdo com
Azul de Toluidina O em todas as figuras, a) antera com septo interlocular em diferenciacdo; divisbes
nas células iniciais do esporéangio adjacentes ao conectivo (setas); b) antera com Ep2e, Ep2i e
arquesporio diferenciados, observam-se divisbes periclinais do tecido conectivo (seta); c¢) divisbes
periclinais de células do Ep2i; d) estratos parietais formados; e) células do arquespério em intérfase
pré-meidtica; f) inicio da préfase | das CMA. CMA - células-méae dos andrésporos, Epl - estrato
parietal primario, Ep2e - estrato parietal secundario externo, Ep2i - estrato parietal secundario interno,
S - septo interlocular, ar - arquespoério, cm - camadas médias , co - conectivo, ed - endotécio, ei -
epiderme, m - células meristematicas iniciais do esporangio, tp - tapete. Barra de escala = 10pm em
todas asfiguras.
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4.3 ANDROSPOROGENESE

As células iniciais do esporangio remanescentes em cada lobo da antera se
dividem e suas derivadas originam o arquesporio (fase de interfase pré-meictica) (fig.
8e). As células-mae de androsporo (CMA), em inicio de préfase meidtica, séo grandes
e poliédricas (fig. 8f). Durante a meiose as CMA assumem um formato mais
arredondado (fig. 9a). Dentre as fases da meiose das CMA, foram observadas profase
l.anéfase |, telofase | e teléfase Il (fig. 8f, 9a,b,c). A citocinese meidtica é sucessiva,
formando, inicialmente, diades com uma delgada parede de calose e apds a meiose I,

tétrades irregulares, decussadas e tetragonais (fig. 9b, c.d.e).
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Figura 9 - Androsporogénese: Coloragdo com Azul de Toluidina O em a, b, ¢ e e. Reacao fluorescente
com Azul de Anilina em d ef. a) CMAem anéfase | (seta); b) células em teléfase | (seta); c) células em
teléfase Il (seta) e célula binucleada do tapete migrando para o interior do léculo; d) tétrades com
parede de calose; e) dissolucdo das paredes de calose no final da meiose; f) mesmo estadio que o
anterior, androsporos sem parede de calose. ei- epiderme, ed- endotécio, pr - periplasmédio, td -
tétrade decussada, ti - tétrade irregular, tp - tapete, tt- tétrade tetragonal. Barra de escala= 10pm em
todas as figuras.
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44 ANDROGAMETOGENESE

O inicio da androgametogénese € marcado pela formacédo de um grande vacuolo
no andrésporo, ocasionando o deslocamento do nlcleo para a periferia da célula,
ficando proximo a parede (fig. 10b). E nesse estadio que as células do septo que
separam 0s esporangios degeneram. A primeira divisdo mitética do andrésporo é
desigual, originando uma célula generativa lenticular, parietal e menor que a célula
vegetativa e, ambas séo separadas por suas paredes celulares (fig. 10c). Em um
estadio posterior, observa-se que a célula vegetativa engloba a generativa e,
finalmente, a célula generativa sofre divisdo mitética, resultando em duas células
espermaticas (fig. 10 d,e).

Ocorre a sintese de amido nos androfitos durante a gametogénese (fig. 10f). A
intina no andréfito maduro é composta por &cidos pécticos e a exina apresenta
proteinas em sua superficie (fig. 1la e tabelai). N&o foi constatada a presenca de
lipideos em nenhum tecido nas anteras maduras. Os grédos de pdélen maduros sao
liberados no estagio tricelular com reserva de amido. Os resultados dos testes
histoguimicos estdo sintetizados na TABELA 1 Além disso, o androéfito é inaperturado,

possui exina delgada, reticulada e formato esferoidal (fig. 11 b,c,d).

TABELA 1-TESTES HISTOQUIMICOS

Reagente Resultado Sitio de Reacéo Substancia Reativa
Coomassie Blue + Exina Proteinas totais
IKI + Citoplasma/amiloplastos Amido
Floroglucinol - N&o ha Lignina
Sudam |l - Nao ha Lipideos totais

Vermelho de Ruténio + Intina Acidos Pécticos
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FIGURA 10 - Androgametogénese: Reagéo com IKI em a ef e coloragdo com Azul de
Toluidina O nas outras figuras, a) grédos de amido no endotécio e epiderme nafase de
micrésporos livres; b) nacleo do andrésporo em posicao parietal (seta); c) célula
generativa parietal; d) célula generativa englobada pela célula vegetativa; e) gréo
de pélen em estadio tricelular, com as células espermaticas unidas; f) mesma fase de
a, mostrando graos de amido nos andrésporos. ed- endotécio, ei - epiderme, cg -
célula generativa, cv- célula vegetativa, gam - células espermaticas, nv - nlcleo da
célula vegetativa. Barra de escala = 10pm em todas as figuras.
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FIGURA 11. Caracteristicas do andréfito: Fotomicrografia em a e b. Eletromicrografia em MEV emc e
d. a) identificacdo de &cidos pécticos na intina do androfito jovem (setas), através do teste com
Vermelho de Ruténio; b) grdo de podlen acetolisado com exina reticulada; c) detalhe da superficie
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5§ DISCUSSAO

A interpretacdo da flor em Potamogeton tem sido alvo de discussdes por
diversos autores desde o século XIX. Alguns autores a interpretam como uma
inflorescéncia formada por quatro flores reduzidas estaminadas, circundando quatro
inflorescéncias reduzidas pistiladas (KUNTH, 1841; MIKI, 1937 e UHL, 1947, apud
SINGH, 1965). As evidéncias suportando essa hipotese sdo: a posicdo oposta das
tépalas as anteras; a grande distancia entre as tecas da antera; a origem da antera bi-
primordial e as tépalas como apéndices do conectivo da antera. Estudos mais recentes
sobre a evolucao das flores em Alismatidae demonstram que existe uma grande
diversidade nas estruturas reprodutivas, inclusive de formas intermediarias entre flor e
inflorescéncia (POSLUSZNY & CHARLTON, 1986; 1991).

No entanto, os estudos sobre a ontogénese da inflorescéncia demonstraram que
a “unidade reprodutiva” de Potamogeton pode ser uma flor simples (SATTLER, 1965;
SINGH, 1965; POSLUSZNY & SATTLER, 1973 e 1974). Em um estudo de anatomia
vascular floral realizado com oito espécies de Potamogeton, SINGH (1965) concluiu que
as tépalas sédo componentes do perianto. Neste género, o perianto surge antes dos
primérdios de estames, e ndo como expansdes do conectivo (SATTLER, 1965;
POSLUSZNY & SATTLER, 1974). Essa ordem de iniciacdo dos primérdios de tépalas e
estames também foi constatada neste estudo com P. polygonus. Em P. densus L.
(POSLUSZNY & SATTLER, 1973) e P. zosteriformis Fern. (POSLUSZNY, 1981) os
estames laterais surgem como dois primérdios independentes que se fundem,
posteriormente, para formar uma antera tetraesporangiada. POSLUSZNY & SATTLER
(1973) consideraram que este evento ontogenético poderia ser uma evidéncia a mais
para corroborar com a hip6tese formulada por Miki, em 1937, de que o estame na flor
de Potamogeton seria derivado da redugdo de uma inflorescéncia. Entretanto, eles nao
encontraram evidéncias de ter ocorrido a fusido de dois priméordios de estames, a
reducdo do nimero de sacos polinicos e mudangas na vascularizagao. Além disso, em
P. richardsonii (A.Benn.) Rydb., todos os estames sdo iniciados como primérdios
individualizados (POSLUSZNY & SATTLER, 1974). Por esses motivos, os autores
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continuaram aceitando a estrutura como flor em Potamogeton. POSLUSZNY (1981)
demonstra que os caracteres ontogenéticos, unidos a outros caracteres morfolégicos,
podem ser Uteis na interpretacdo da relagao entre as espécies. Em P. polygonus, todos
os estames sao uni-primordiais como visto em P. richardsonii. Nesse estudo, foi
adotada a interpretacao de que P. polygonus apresenta flores tetrameras, com quatro
tépalas, quatro estames semi-sésseis, constituidos por anteras bitecas e
tetraesporangiadas, além de quatro carpelos livres.

RUTISHAUSER (1982) discute a evolugdo do arquespério na antera das
Angiospermas, confrontando os resultados descritos por Warming, em 1873, Schnarf
1929, e Maheshwari, em 1950, e conclui que células subepidérmicas meristematicas do
primérdio da antera se dividem periclinalmente e originam: uma célula parietal primaria,
para fora, € uma célula esporogénica, para dentro. Segundo este conceito, a célula
parietal primaria originara todos os estratos parietais da antera, enquanto que a célula
esporogénica pode ter dois destinos: se diferenciar diretamente em célula do
arquespbério, ou se dividir, e suas derivadas, em nimero variavel de acordo com a
espécie, se diferenciam em células do arquespério. Este padrédo de formagéo do
arquespério € amplamente adotado por embriologistas e ocorre na maioria das
espécies descritas até hoje. No entanto, em P. polygonus néo foi encontrado este
padrdo. Nao existe apenas uma camada de células meristematicas subepidérmicas,
mas um grupo de células meristematicas indiferenciadas que séo isoladas em quatro
pblos do primérdio do estame. As células subepidérmicas meristematicas se
diferenciam diretamente na Ep1, sem uma divisdo periclinal anterior, enquanto que o
tecido do arquespoério deriva das outras células meristematicas remanescentes. Estes
resultados também discordam da (nica descricdo detalhada feita para o género por
WIEGAND (1899). Os eventos descritos para P. polygonus sao mais semelhantes aos
descritos anteriormente nas anteras de llex paraguariensis St. Hill., por SANTOS
(1993).

Durante o desenvolvimento da antera sdo formados quatro estratos parietais:
endotécio, duas camadas médias efémeras e tapete. Estes resultados concordam com
a descricdo de caracteres embriolégicos gerais na familia Potamogetonaceae (JOHRI et
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al.,1992). Segundo DAVIS (1966), os padroes de formagdo dos estratos parietais
podem ser categorizados em quatro tipos em Angiospermas. Dentre esses tipos, P.
polygonus melhor se enquadra no Monocotiledéneo, caracterizado pela diferenciacao
direta do Ep2e em endotécio e divisao periclinal do Ep2i, formando camada média e
tapete.

Em relagédo a origem do tapete, nesse estudo encontraram-se evidéncias de que
este possui dupla origem, com o tapete interno originando-se diretamente das células
meristematicas iniciais adjacentes ao conectivo. Diversos outros estudos demonstram a
origem dupla do tapete, se referindo a diferenca de origem entre o tapete externo,
proximal a epiderme, e ao tapete interno, proximal ao tecido conectivo
(VIJAYARAGHAVAN & RATNAPARKHI, 1975). Devido as caracteristicas das suas
células (perda das paredes celulares e fusao dos protoplastos), o tapete foi classificado
como plasmodial. Esse dado concorda com a afirmagéo de que todas as Alismatales
estudadas apresentam esse tipo de tapete, com excecdo de Tofieldia (FURNESS &
RUDALL, 1998,1999b, 2001a, 2001b). Potamogeton polygonus e P. foliosus diferem no
numero de nucleos nas células do tapete: no primeiro, as células sao binucleadas
durante a esporogénese, enquanto que, no segundo, as células sao uninucleadas
(WIEGAND, 1899).

Na antera madura, persistem apenas a epiderme e 0 endotécio com
espessamentos nas paredes, como também observado em P. foliosus (WIEGAND,
1899). Outros autores, afirmam que na familia Potamogetonaceae o endotécio nao
apresenta espessamentos fibrosos (JOHRI et al.,1992). WIEGAND (1899) descreveu a
presenca de uma camada média efémera em P. foliosus enquanto que, em P.
polygonus, foram encontradas duas.

Uma seqiiéncia de desenvolvimento difundida nas monocotiledéneas envolve a
citocinese sucessiva (FURNESS & RUDALL, 1999, 2001; FURNESS, RUDALL &
SAMPSON, 2002; NADOT et al., 2006; PENET et al., 2005;) e a formagcao da parede
interespoérica através de placas celulares centrifugas (NADOT et al, 2006; PENET et
al., 2005). Em P. polygonus nao foi possivel caracterizar a maneira pela qual é formada
a parede interespérica e, uma investigacdo mais profunda quanto a esse aspecto
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devera ser realizada, uma vez que algumas espécies com pdlen inaperturado
apresentam a combinagcdo de citocinese sucessiva e formagdo da parede celular
centripeta (NADOT et al., 2006).

Tem sido amplamente descrita em Monocotiledoneas a formacgao de mais de um
tipo de tétrade no esporangio apés a citocinese (HARDY, STEVENSON & KISS, 2000;
HARDY & STEVENSON,2000; PENET et al., 2005; SANIER , 2006; NADOT et al.,
2006, RESSAYRE, 2001), inclusive em Thalassia hemprichii (Ehrenb.) Asch., uma
planta aquatica marinha (PETTIT, 1981). Em P. polygonus ocorrem trés tipos de
tétrade no esporangio: tetragonal, decussada e irregular. A presenca de mais de um
tipo de tétrade ainda n&o tinha sido descrita para o género Potamogeton. O tipo de
citocinese e a tétrade formada podem influenciar no local de formacao das aberturas
(FURNESS & RUDALL, 1999a). No entanto, a variabilidade de tipos de tétrade para a
formacéo de pdlen inaperturado em P. polygonus, inclusive a ocorréncia de tétrade
irregular, corroboram com as suspeitas de que, em algumas espécies com pdlen
inaperturado, ndao ha relagdo com o formato das tétrades (FURNESS & RUDALL,
1999b; NADOT et al., 2006).

O pdlen inaperturado também foi registrado em outras espécies de Potamogeton
(PERVEEN,1999; SORSA, 1988; FURNESS & RUDALL, 1999). Esse tipo de pélen é
predominante em Alismatales, ocorre em grande numero de grupos das
monocotiledéneas (FURNESS & RUDALL, 2001a), e também parece estar relacionado
com a hidrofilia (FURNESS & RUDALL, 1999, 2003). FURNESS & RUDALL (1999)
diferenciam o podlen verdadeiramente inaperturado (omniaperturado) do tipo
“funcionalmente monoaperturado”, baseado no espessamento da intina. No ultimo tipo,
existe uma regiao da esporoderme onde a intina &€ mais espessada e a exina fraca, que
se rompe durante a protrusdo do tubo polinico. Essas autoras descrevem também que
em Potamogeton a intina € muito espessa em apenas um dos lados do pélen, mas os
dados disponiveis a esse respeito sdo antigos e aconselha-se a utilizagdo de
microscopia eletrénica de transmissao, em estudos futuros,para melhor caracterizar
este tipo de pdlen.
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Os diversos trabalhos de CLEMENT e colaboradores (CLEMENT et al,, 1994;
CLEMENT & AUDRAN, 1995; CLEMENT, BURRUS & AUDRAN, 1996) demonstram
que, em Lilium, todos os estratos parietais e a epiderme apresentam reserva de amido.
Esta reserva é utilizada durante a fase de crescimento do estame, a qual inclui o
desenvolvimento dos andrésporos e a diferenciggéo das camadas parietais da antera.
- WIEGAND (1899) destaca a ocorréncia de granulos de amido nos estratos parietais
durante a gametogénese de P. foliosus. Em P. polygonus, os graos de amido foram
registrados apenas na epiderme e no endotécio durante a esporogénese. Ao final desta
fase, o amido & quebrado e inicia um novo ciclo amilogénico no andréfito jovem,
provavelmente para garantir o desenvolvimento do tubo polinico.

Taxons aquaticos com flores submersas sdo, normalmente, caracterizados por
apresentarem pélen tricelular, segundo os estudos de BREWBAKER (1957; 1967). Em
P. polygonus foi registrada a presenca de pdlen ftricelular na antera madura, o que
coincide com outros trabalhos na familia Potamogetonaceae (WIEGAND, 1899;
BREWBAKER, 1967; JOHRI | 1992). De acordo com BREWBAKER (1957), o pélen
tricelular é incapaz de germinar e formar tubo polinico na agua ou mesmo em solugao
nutritiva. O Autor acredita que a habilidade de germinar indiscriminadamente na agua é
uma desvantagem em flores de espécies hidrofilicas. Ainda em relagéo a tal aspecto,
WIEGAND (1899) afirma que, em P. foliosus, apds a divisdo da célula generativa, as
duas células-flhas ndo se separam, mas permanecem conectadas como um corpo
bicelular, exatamente como o observado em P. polygonus. Esta proximidade intima das
duas células espermaticas tem sido descrita em trabalhos sobre a ultraestrutura do grao
de pélen (JOHRI, 1984).
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

O desenvolvimento das flores na inflorescéncia é acropétalo e os 6rgaos florais
estao dispostos em verticilos. Ha uma assincronia inicial entre os primérdios de tépalas
e também entre os primérdios estaminais, que é equalizada ao longo do
desenvolvimento. As anteras maduras de P. polygonus sdo semi-sésseis, bitecas e
tetraesporangiadas.

A formacéao da parede da antera é do tipo Monocotiledéneo. Na antera madura
persistem apenas epiderme e endotécio, este ultimo com parede com espessamentos
espiralados celulésicos e graos de amido no citoplasma, até a fase de andrdsporos
livres. O tapete é do tipo plasmodial e apresenta origem dupla.

A divisao meiética das CMA ocorre normalmente formando andrésporos viaveis.
A citocinese é sucessiva, resultando em tétrades tetragonais, decussadas e irregulares.

Os gréaos de pélen sdo inaperturados, apresentam esporoderme delgada,
composta por intina péctica e exina reticulada com presenc¢a de proteinas na superficie.
Além disso, sao liberados das anteras no estadio tricelular com reserva de amido.

Esse estudo contribuiu para um maior conhecimento dos caracteres
embriolégicos da familia Potamogetonaceae. Este estudo registra novos caracteres
embriologicos para a familia, e traz novas perspectivas para os trabalhos futuros com
esse grupo. No entanto, outras informag¢des serdo acrescentadas com 0 uso da
microscopia eletrénica de transmissao dos graos de pélen e comparagao de caracteres
ontogenéticos da flor de outras espécies do género.
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GLOSSARIO

Andréfito — gametéfito masculino. Sindnimo de microgametéfito. Em Angiospermas,
corresponde ao grao de pélen.

Androgametogénese — produg¢ao dos gametas masculinos por mitose.

Andrésporo — célula haplbide resultante da divisdo meiética das células-mae de
andrésporos (CMA), no interior dos esporangios.

Androsporogénese — produgcao de esporos por meiose no esporangio masculino.
Célula-mae de andrésporos — 0 mesmo que célula-mae de micrésporos.

Pélen funcionalmente monoaperturado — apresenta uma regido de saida do tubo
polinico claramente definida, indicada por um espessamento localizado na intina; a
exina € uniforme na superficie externa do grao de pélen.

Pélen Omniaperturado - toda a parede do pélen funciona como um possivel sitio para o
crescimento do tubo polinico; apresenta intina uniformemente espessada.
Periplasmédio — plasmaédio cenocitico formado a partir da fusdo dos protoplastos das
células do tapete, ap6s a perda de suas paredes celulares.

Tétrade — arranjo com formatos variaveis formado pelos quatro andrésporos resultantes
da meiose da CMA.

Tétrade Decussada — tétrade formada por dois pares de andrésporos, formando angulo
de 90° entre si.

Tétrade Irregular — tétrade com formato intermediario aos habituais, com paredes
interespéricas irregulares.

Tétrade Tetragonal — tétrade em que os quatro andrésporos estao dispostos em um
mesmo plano.
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