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Desenvolvimento da Antera e dos Graos de Polen em Adenium

obesum

RESUMO

Adenium obesum (Forssk.) Roem. & Schult., conhecida popularmente como rosa-do-deserto, € uma
planta com grande potencial paisagistico, cuja propagacédo por sementes é a forma desejavel para
formacdo de caudex volumoso. Os processos reprodutivos, incluindo microsporogénese e
microgametogénese, sdo essenciais para producdo de sementes. O objetivo do trabalho foi estudar o
desenvolvimento das anteras identificando os principais estadios da microsporogénese e
microgametogénese e caracterizando os grdos de pélen na fase de dispersdo a partir de plantas
cultivadas de A. obesum pertencentes a um acesso caracterizado pela corola simples e com coloragéo
rosa. Botfes florais e flores em diferentes estadios de desenvolvimento foram coletados e processados
de acordo com protocolos usuais de anatomia vegetal. Adicionalmente, gréos de pdlen de botdes florais
em pré-antese foram submetidos a testes histoquimicos para identificacdo de amido e de lipidios. As
anteras de A. obesum séo bitecas e com deiscéncia longitudinal, apresentam formato triangular, base
sagitada e apéndices filamentosos de coloracdo rosada na regido apical. Em seccdo transversal,
anteras sdo tetralobadas, revestidas pela epiderme, endotecio, camadas média e tapete. Regido do
cenectivo com células isodiamétricas com citoplasma periférico, vacuoma desenvolvido e n(cleos
evidentes, além de um feixe vascular em posi¢éo central. Ao longo do desenvolvimento (0,68 cm — fase
3) possivel observar a formacdo de um sulco na regido dos septos entre 0s microsporangios de uma
mesma teca, correspondendo a regido do estdbmio. As células que compdem os estratos parietais sofrem
transformagcBes a medida que as anteras amadurecem. A microesporogénese foi encerrada quando
botdo atingiu cerca de 0,5 cm. Botdes a patir de 1,44 cm, o microesporotico imaturo adquire formato
circular. Os graos de podlen sdo bicelulares, contém reserva amilacea e sdo dispersos em mobnades,
unidos por lipideos. Com base dos dados obtidos do presente trabalho podemos concluir: a parede da
antera possui cinco estratos parentais, epiderme, endotécio, tapete do tipo secretor e duas camadas

médias. A citocinese é do tipo simultaneo e as tétrades séao tetraédricas.

Palavras-chave: antera, microsporogénese, microgametogénese, rosa-do-deserto.



Development of Anther and Pollen Grains in Adenium obesum

ABSTRACT

Adenium obesum (Forssk.) Roem. & Schult., popularly known as desert rose, is a plant with great
landscape potential, whose propagation by seeds is the desirable way for the formation of voluminous
caudex. Reproductive processes, including microsporogenesis and microgametogenesis, are essential
for seed production. The objective of this work was to study the development of anthers identifying the
main stages of microsporogenesis and microgametogenesis and characterizing the pollen grains in the
dispersal phase from cultivated plants of A. obesum belonging to an access characterized by simple
corolla and with pink coloration. Flower buds and flowers at different stages of development were
collected and processed according to usual plant anatomy protocols. Additionally, pre-anthesis flower bud
pollen grains were submitted to histochemical tests to identify starch and lipids. The anthers of A. obesum
are biteca and with longitudinal dehiscence, have a triangular shape, sagittal base and pinkish
filamentous appendages in the apical region. In cross-section, anthers are tetralobed, covered by the
epidermis, endothelium, middle layers and mat. Cenective region with isodiametric cells with peripheral
cytoplasm, developed vacuoma and evident nuclei, in addition to a vascular bundle in a central position.
During development (0.68 cm — phase 3), it is possible to observe the formation of a groove in the septum
region between the microsporangia of the same theca, corresponding to the stomatal region. The cells
that make up the parietal strata undergo transformations as the anthers mature. Microsporogenesis was
terminated when the bud reached about 0.5 cm. Buttons starting at 1.44 cm, the immature microsporotic
acquires a circular shape. Pollen grains are bicellular, contain amylaceous reserve and are dispersed in
monads, joined by lipids. Based on the data obtained from the present work, we can conclude: the anther
wall has five parental strata, epidermis, endothelium, secretory-type mat and two middle layers.

Cytokinesis is simultaneous type and tetrahedrals are tetrahedral.

Keywords: anther, microsporogenesis, microgametogenesis, desert rose.
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1 INTRODUCAO

Adenium obesum (Forssk.) Roem. & Schult., conhecida popularmente como rosa-do-deserto
pertence a familia Apocynaceae, composta por arvores, arbustos e lianas. Essas plantas apresentam
aspectos cactaceos e suculentos, muitas vezes produtoras de latex. E distribuida predominantemente
em regibes subtropicais, com alguns representantes em regifes temperadas, compreendendo grande
interesse no ramo ornamental e paisagistico (SENNBLAD; BREMER, 2002). A. obesum pertence a
subfamilia Apocynoideae, tribo Nerieae, subtribo Neriinae (ENDRESS et al., 2014). Originaria da Africa,
€ uma espécie que apresenta ramagens espessas, folhas verde escuras e flores atrativas de coloragéo
variada, partindo desde o vermelho ao branco. Possui crescimento lento e suas mudas podem ser
obtidas por sementes ou por estacas (ROMAHN, 2012).

As flores possuem cinco sépalas e cinco pétalas, em cores diferentes, conatas a um tubo floral
(COLOMBO et al., 2018). Segundo Plaizier (1980), o androceu com cinco estames epipétalos, apresenta
filetes curtos, as anteras tém formato triangular, o estigma fica dentro desse cone que é formando, sendo
essas caracteristicas comuns a familia, possui apéndices filamentosos na regido terminal.

Devido a planta ser de uso na decoracao de interiores e paisagismo, o interesse vem crescendo
no que diz respeito ao comércio de plantas ornamentais (WANNAKRAIROJ, 2008).

A. obesum apresenta uma dilatacdo na base de seu caule conhecido como caudex, uma
adaptacao fisioldgica que garante maior acimulo de agua e, propicia sobrevivéncia da espécie em
locais aridos. Essa caracteristica anatdmica também é atrativa aos paisagistas, de modo que o maior
engrossamento da base do caule se associa a maiores valores de venda da muda. Porém, essa
caracteristica ndo se manifesta quando a planta é propagada vegetativamente, sendo a propagacao
seminifera, fundamental para a propagacéo da rosa-do-deserto (SANTOS et al.. 2015; COLOMBO et al.,
2018).

Diante da importancia de se conhecer os aspectos da polinizacéo desta espécie, j4 que este € um
fator chave para obtencdo de caracteristicas atrativas ao produto ornamental, estudos aprofundados da
microsporogénese e microgametogénese sdo essenciais para otimizar o processo produtivo de mudas
de rosa- do- deserto.Aspectos que envolvem o desenvolvimento da antera, da microsporogénese e
microgametogénese, bem como os metabdlitos presentes nestes processos, auxiliam na compreensao
da polinizagédo, no ambiente onde a planta esta inserida e pode prever o impacto estresses abiéticos na
producéo de graos de polen (FENG et al., 2016; PACINI, 2020).

O tapete tem papel muito importante na formacédo do micrésporo, onde a sua principal fungao € a
nutricdo. Caso essa funcdo relacionada a nutricdo ndo for eficiente, isso acarretara problemas na
qualidade dos grdos de podlen, podendo influenciar na germinacdo do tubo polinico e interferindo
diretamente na fertilizacao.

Os estudos referentes a microsporogénese e microgametogénese em Apocynaceae, tém a sua
maior concentracdo na morfologia dos grdos de pélen, pois, permitem observar as variagbes nos
processos para a formacdo dos grdos de pdlen (ENDRESS, 2016). Segundo Sampaio (2005), o
conhecimento relacionado com o desenvolvimento da antera e dos eventos da esporogénese, por
exemplo, tem despertado o interesse dos melhoristas e geneticistas.

Outro ponto importante do estudo da microsporogénese para o melhoramento é a producao de
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duplo-haploides, onde se trabalha com individuos totalmente homozigoéticos, reduzindo o tempo na
producdo de novas cultivares; contudo, para o sucesso é fundamental conhecer o estagio de

desenvolvimento do micrésporo que ira influenciar na capacidade de multiplicagao celular.
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo Geral
Estudar o desenvolvimento das anteras em relacdo aos estadios da microsporogénese e
microgametogénese e caracterizar os grdos de polen na fase de dispersdo de plantas de Adenium

obesum.

1.2 Objetivos Especificos
e Compreender e descrever 0 desenvolvimento dos estratos parietais das anteras;
e Compreender e descrever 0s processos de microsporogénese e microgametogénese;

e Caracterizar os graos de pélen na fase de dispersdo quanto a morfologia e contetudo celular.
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2 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Mercado de Plantas Ornamentais

A floricultura é entendida como um conjunto de atividades produtivas e comerciais relacionadas ao
mercado das espécies vegetais cultivadas com finalidades ornamentais, constitui-se em um dos mais
novos, dindmicos e promissores segmentos do agronegécio brasileiro (SEBRAE, 2015).

Ao longo dos ultimos anos, a floricultura empresarial brasileira vem atingindo um notavel
desenvolvimento e caracteriza-se como um dos mais promissores segmentos da horticultura intensiva no
campo dos diferentes modelos do agronegécio brasileiro (JUNQUEIRA; PEETZ, 2008).

Segundo o Ibraflor (2015), o Brasil conta com cerca de oito mil produtores de flores e plantas.
Juntos, eles cultivam mais de 350 espécies com cerca de trés mil variedades. Dessa forma, o mercado
de flores € uma importante engrenagem na economia brasileira, sendo responséavel por 199.100
empregos diretos, desses 78.700 (39,53%) relativos a producgéo, 8.400 (4,22%) a distribuicdo, 105.500
(53%) no varejo e 6.500 (3,25%) em outras fun¢des, em maior parte como apoio.

Segundo Junqueira e Peetz (2018), no ano de 2017, o setor movimentou cerca de R$ 6,9 bilhdes,
no consumidor final com crescimento de pouco mais de 6% em relacdo ao ano anterior, sustentando um
desempenho econémico favoravel, mesmo com o contexto da crise econémica e financeira que afeta o
pais. Para o ano de 2018, o valor estimado para esta cadeia produtiva foi de R$ 7,2 bilhGes, um aumento
de 4% sobre no ano anterior.

Como o Brasil possui diversidade climatica e de solos, é possivel cultivar diversas espécies de
plantas ornamentais e de flores, de clima tropical ou temperado, nativas ou exdticas. A producdo de
plantas ornamentais esta relacionada com flores de vaso e de corte, plantas de interiores e de
paisagismo, sementes e folhagens (BATALHA; BUAINAIN, 2007).

3.2 Rosa-do-Deserto

Adenium obesum é uma planta ornamental popularmente conhecida como rosa- do-deserto que
pertence a familia Apocynaceae. Tem origem na Africa Oriental e ha décadas tem se tornado uma planta
ornamental bastante difundida (RASAD et al., 2015). Também foi encontrada em areas rochosas em
locais de clima semidesértico (ALBUFATIH, 1992).

As plantas da familia Apocynaceae apresentam diversificados usos, onde se destacam espécies
frutiferas do cerrado, como a mangaba Hancornia speciosa Gomes, espécies madeireiras, como as
perobas Aspidosperma spp., € as ornamentais tropicais que podem incluir Catharathus spp., Beaumontia
spp., Carissa spp., Allamanda spp., Mandevilla spp., Nerium spp. e Plumeria spp. (COLOMBO et al.,
2015).

Segundo Silveira (2016), a rosa-do-deserto € uma planta que possui caudex, significa que possui
0 tronco espessado em relacdo as outras partes da planta, sendo esse espessamento uma adaptagdo
gue permite armazenar agua e nutrientes. A. obesum € considerada como xerdfita, suculenta, arbustiva,
podendo apresentar altura de 0,4 a 4,0 m, e suber de coloracdo variada, podendo apresentar-se de
verde acinzentado a tons amenos de cinza e marrom (PLAIZIER, 1980).

E uma planta que tem sido bastante utilizada em vaso e no solo, na ornamentagdo de jardins,

fazendo com que tenha elevada demanda de mercado. Contudo, h& escassez de informacdes técnicas
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que possam dar suporte a um sistema de producao em escala comercial (SANTOS et al., 2015).

O florescimento acontece geralmente na primavera, com a possibilidade de sucessivas floracfes
no verdo e outono, em plantas oriundas de sementes com um ano de cultivo e com tamanho de até 15
cm de altura essa floracéo pode ser mais rapida (MCLAUGHLIN; GAROFALO, 2002).

A propagacdo por sementes nem sempre é bem-sucedida devido a problemas relacionados a
polinizacdo ou a esterilidade feminina ou masculina (MCLAUGHLIN; GAROFALO, 2002). O método de
propagacédo mais facil é por estaquia, porém as plantas obtidas por este método nédo séo bem aceitas no
mercado ornamental, pois produzem caules subterraneos e ndo apresentam a mesma exuberancia das
plantas propagadas via sementes (KANCHANAPOOM et al., 2010).

3.3 Antera

Os estames em Apocynaceae sd&o em numero de cinco e de rara ocorréncia em quatro, epipétalos
e alternos com os lobos da corola, apresentando filetes curtos ou ausentes, podendo formar um pé ou
tubo estaminal (ENDRESS; BRUYNS, 2000).

Os cinco estames de A. obesum séo em formato de cone e o as fendas da antera séo voltadas
para o interior deste cone. As caudas das anteras projetam-se do apice do cone dando a impresséao de
ser as verdadeiras anteras. O estigma se encontra escondido dentro do cone formado pelas anteras,
logo abaixo delas (DIMMITT et al., 2009).

A morfologia da antera (externa e interna) é extremamente variavel e tem sido fonte de um grande
namero de caracteristicas importantes para o entendimento da evolu¢éo das angiospermas (STEBBINS,
1974, CRONQUIST, 1981, JUDD et al., 1999).

A definicdo dos diferentes tecidos de uma antera acontece no inicio do processo de
desenvolvimento da estrutura, que vai desde a iniciagdo no meristema floral até a antese da flor
(MARIATH et al., 2000).

A antera, no inicio de seu desenvolvimento, possui um conjunto de células uniformes, exceto pela
epiderme parcialmente diferenciada. Posteriormente, quatro agrupamentos de células férteis ou
esporogénicas tornam-se evidentes no seu interior. Cada um desses grupos é circundado por varias
camadas de células estéreis. Essas células estéreis desenvolvem-se como parede do saco polinico. As
camadas externas do saco polinico atuardo posteriormente na abertura da antera (antese) enquanto a
camada interna forma o tapete nutritivo (RAVEN, 2014).

Segundo Simpson (2006), a camada celular mais externa (logo apos a epiderme) é denominada
endotécio, que normalmente consiste em células aumentadas com espessamentos de parede
secundaria, que atua na deiscéncia de anteras,fornecendo tracao que que puxa as paredes das anteras
da linha ou regido de deiscéncia. O endotécio apresenta espessamentos fibrilares na parede, descritos
como caracteristicos das Apocynaceae (DAVIS, 1966; JOHRI et al., 1992).

Segundo Appezzato-da-Gloria (2006), a camada média quando presente, o namero é variavel,
podendo ocorrer uma a duas camadas de células, excepcionalmente até cinco estratos.

O tapete é o tecido nutritivo dos grdos de pdlen, constituido, frequentemente, por células
multinucleadas;é uma importante camada devido sua fungdo nutritiva durante o desenvolvimento do
polen (CALLADO, 2010; DAVIS 1966; PACINI, 2010).

A microsporogénese é a formacdo dos micrésporos através de células-mae de micrésporoe o



14

desenvolvimento do grdo de pdélen ocorre em cada microsporangio (SAMPSON, 1969; SILVA, 2013).
Durante a meiose, podem ocorrer dois tipos de citocinese: o sucessivo, onde a citocinese ocorre no final
da meiose |, formando uma parede celular entre os dois nicleos (diades) e o simultdneo, onde a parede
sera formada somente apds a formacgéo dos quatro nicleos haploides. Vale destacar que nesta fase, os
micrésporos em tétrades estdo envolvidos por uma parede de calose, logo apds, ocorre a liberacdo das
tétrades e conclusao do processo de formagdo dos micrésporos.

A microgametogénese nas angiospermas € uniforme e se inicia quando os micrdosporos se dividem
mitoticamente, formando duas células no interior da parede original do micrésporo (RAVEN, 2014).

A maioria das angiospermas possuem grdos de poélen que sao bicelulares, contendo célula
vegetativa e a célula generativa. A célula generativa se divide para formar dois gametas masculinos
somente apés a formacdo do tubo polinico. Em muitas angiospermas, no entanto, o pélen na antese é

tricelular, causada pela divisdo da célula generativa anterior para liberacdo de pdélen (SIMPSON, 2006).
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4 ARTIGO
4.1 Desenvolvimento da Antera e dos Gréos de Pdlen em Adenium obesum

Este artigo foi elaborado conforme normas do Programa de P6s-Graduagédo em Producéo Vegetal.

Resumo

Adenium obesum (Forssk.) Roem. & Schult.,pertence a familia Apocynaceae e subfamilia Apocynoideae.
Tem uma boa aceitacdo de mercado, contudo sédo inumeros os fatores que interferem na sua producao
comercial. O objetivo do trabalho foi estudar o desenvolvimento das anteras identificando os principais
estadios da microsporogénese e microgametogénese e caracterizando os grédos de podlen na fase de
dispersdo a partir de plantas cultivadas de A. obesum pertencentes a um acesso caracterizado pela
corola simples e com coloracao rosa. Botbes florais e flores em diferentes estadios de desenvolvimento
foram coletados e processados de acordo com protocolos usuais de anatomia vegetal. Adicionalmente,
grdos de podlen de botdes florais em pré-antese foram submetidos a testes histoquimicos para
identificacdo de amido e de lipidios. As anteras de A. obesum s&o bitecas e com deiscéncia longitudinal,
apresentam formato triangular, base sagitada e apéndices filamentosos de coloragdo rosada na regido
apical. Em seccéo transversal, anteras sao tetralobadas, revestidas pela epiderme, endotecio, camadas
média e tapete. Regido do cenectivo com células isodiamétricas com citoplasma periférico, vacuoma
desenvolvido e nucleos evidentes, além de um feixe vascular em posi¢do central. Ao longo do
desenvolvimento (0,68 cm — fase 3) possivel observar a formacdo de um sulco na regido dos septos
entre 0os microsporangios de uma mesma teca, correspondendo a regido do estbmio. As células que
compdem os estratos parietais sofrem transformacbes a medida que as anteras amadurecem. A
microesporogénese foi encerrada quando botdo atingiu cerca de 0,5 cm. Botbes a patir de 1,44 cm, o
microesporotico imaturo adquire formato circular. Os grdos de pdlen sdo bicelulares, contém reserva
amilacea e sao dispersos em moénades, unidos por lipideos. Com base dos dados obtidos do presente
trabalho podemos concluir: a parede da antera possui cinco estratos parentais, epiderme, endotécio,
tapete do tipo secretor e duas camadas médias. A citocinese é do tipo simultdneo e as tétrades sdo

tetraédricas.

Palavras-chave: antera, microsporogénese, microgametogénese, rosa-do-deserto.
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4.1.1 Introducéo

Adenium obesum (Forssk.) Roem. & Schult., € uma planta suculenta, conhecida como rosa do
deserto, nativa da Africa (DIMMIT & HANSON,1991; WIN et al 2012). Pertence a familia Apocynaceae e
subfamilia Apocynoideae, apresentam caracteristicas comuns como as folhas simples, opostas, corola
com prefloracdo sinistrorsa ou dextrorsa, anteras introrsas, livres a totalmente adnatos a cabega do
estilete, formando o ginostégio, os gréos de pdlen disposto em mdénades ou tétrades e as sementes sdo
comosas (MATOZINHOS & CONNO 2008; ENDRESS & BRUYNS 2000).

Adenium sp. tem uma boa aceitacdo de mercado, contudo s&o inimeros os fatores que interferem
na sua producdo comercial (TAKANE et al, 2019). Segundo Colombo et al (2018), todo
o material Adenium disponivel comercialmente é o resultado da hibridizagcdo e tem uma alta taxa de
segregacdo quando propagados por sementes, dessa forma a propagacdo vegetativa, tem ganhado
destaque devido a manutencdo das caracteristicas da cultivar. Sendo a propagacdo por estacas e
enxertos mais comuns. Partindo deste ponto, floricultores relatam que o caule bem moldado pode
apresentar valores favoraveis ao mercado, contudo, esta caracteristica importante ndo se propaga por
meio vegetativo (SANTOS et al., 2015). Este fator interfere comercialmente no valor das mudas.

Para os melhoristas de plantas ornamentais € um grande desafio desenvolver novas cultivares
que atendam as necessidades do mercado da floricultura, sempre em busca de novidades (NEITZKE et
al., 2016).

Segundo Hossain (2007), a técnica de propagacao in vitro emergiu como um método viavel e
econdmico de ferramenta alternativa para producéo rapida de ornamentais. No entanto, para Adenium,
pouco se sabe sobre este assunto, o que pode motivar novas pesquisas visando estabelecer protocolos
para propagacéo in vitro (COLOMBO et al., 2018).

Uma alternativa para o melhoramento de A. Obesum é a producgdo de duplo-hapléides. Em pode
ser obtida por cultura de anteras ou micrésporos, essa técnica permite reduzir o tempo necessario para a
producdo de linhagens homozigotas (MILANI & CARVALHO, 2005). O estagio de desenvolvimento de
micrésporos é um fator importante e influéncia na capacidade do micrésporo de se tornar totipotente
(SUBBARAYUDU et al.,, 2013). Sendo crucial entender o processo da microesporogénese e
microgametogénese para determinar em qual fase do desenvolvimento do botdo é apropriado para
utilizac@o dessa técnica no melhoramento genético.

Outro ponto importante para estudo é entender a funcionalidade do tapete e a sua importancia na
formacdo micrésporo. Pesquisadores, comparando células do tapete de amostra masculino estéril e
homologo fértil, observaram que a esterilidade masculina esta ligada com anormalidades encontradas no
tapete (RAGHAVAN 1997, VARDAR & UNAL 2012). Dessa forma, alteragbes encontradas na

ultraestrutura das células desse tecido podem gerar pélens inviaveis (LI et al. 2006, PACINI 2010).

4.1.2 Material e Metodos
4.1.2.1 Material vegetal e condi¢bes de cultivo
Para o presente trabalho foram utilizadas plantas de um acesso de Adenium obesum
caracterizado pela corola simples e com coloragéo rosa cultivadas em casa de vegetacdo no Instituto

de Ciéncias Agrarias (ICA) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Campus Montes Claros.
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Foram utilizadas cerca de 60 plantas, sendo a coleta realizada de forma aleatoria dentro da
populacao, conforme a fase do desenvolvimento. O periodo de coleta com maior intensidade foram
nos meses de abril a julho.

As plantas, mantidas em vasos de 4 litros contendo substrato comercial da marca Bioplant®,
dispostos sobre bancada a 1 metro de altura, foram irrigadas e fertilizadas semanalmente. Para a
fertilizacéo utilizou-se 10 g do fertilizante comercial Fort flores® em 2 litros de agua, aplicados sobre a
superficie do substrato.

4.1.2.2 Andlises anatémicas

Botdes florais e flores em diferentes estadios de desenvolvimento (Fig. 1 e Tabela 1) foram
coletados e fixados em solucdo de FAA 70 (JOHANSEN, 1940), sendo posteriormente processados para
analises ao microscoépio de luz no laboratério de Microscopia, Microanalises e Biologia vegetal do

Instituto de Ciéncias Agréarias, UFMG.

dm‘/\"'

+
Fase 1 Fase 2 Fase 3 Fase4 Fase5 Fase6 Fase7 Fase 8 Fase 9 Fase 10

Figura 1. Flores de Adenium obesum em diferentes estadios de desenvolvimento.

Tabela 1. Fases de desenvolvimento de flores de Adenium obesum, definidas pelo comprimento

médio.

Fase Comprimento (cm) Diametro (cm) Descricdo Morfologica
1 0,4a0,5 0,1 Apice
2 0,5a0,6 0,1 Sepalas cobrem todo o botdo
3 0,68 a0,74 0,15 Sepalas cobrem parcialmente o botéo,

petalas visiveis
4 lald4a 0,19 Sepalas cobrem 1/3 do bot&o
5 15a1,86 0,7 Sepalas cobrem metade do botéo
6 2a2,69 0,36 Sepalas cobrem 2/3 do botdo
7 2,78a3,9 0,511 Petalas totalmente expostas, sepalas
3/3 do botéo

8 45a5,0 0,587 Petalas totalmente expostas
9 5,07 a 5,16 0,74 Petalas frouxas
10 5,44 a 6,852 0,849 Flor totalmente aberta

Amostras de anteras em diferentes estadios de desenvolvimento foram desidratadas em série
alcodlica e incluidas em resina acrilica (Historesin, Leica®). Secc¢bes longitudinais e transversais, de 4
pm de espessura, foram obtidas a partir de micrétomo rotativo (Yidi- YD-315), coradas com azul de

toluidina 0,05%, pH 4,7 (O’ BRIEN et al., 1964, modificado) e montadas entre laminas e laminulas com
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verniz vitral Acrilex®.
Graos de polen retirados de botdes em diferentes estagios de desenvolvimento, foram submetidos
aos testes com reagente de Lugol (Johansen, 1940) para identificacdo de amido e Sudan Il (Pearse,

1972) para identificacdo de lipidios.

4.1.3. Resultados
4.1.3.1 Caracterizagdo geral do androceu

O androceu de A. obesum é constituido por cinco estames adnatos, epipétalos e pilosos em toda
a sua extensdo. Os filetes sdo curtos e possuem coloracdo esverdeada. As anteras sdo bitecas e com
deiscéncia longitudinal, apresentam formato triangular, base sagitada e apéndices filamentosos de
coloracédo rosada na regido apical, os quais apresentam-se enrolados entre si.
4.1.3.2 Desenvolvimento da parede da antera

Em seccéo transversal, anteras jovens (colocar dimensfes no texto ou em uma tabela) retiradas
de botdes florais em inicio de desenvolvimento (Fase 1), sdo levemente tetralobadas, revestidas pela
protoderme e constituidas por meristema fundamental e um corddo procambial em posi¢do central.

Em anteras com aproximadamente 0,5 cm — Fase 2, é possivel visualizar os quatro lobos das
anteras mais pronunciados. Na regido dos lobos, abaixo da protoderme, é possivel observar células
quadrangulares com citoplasma denso e nulcleo volumoso constituindo a camada parietal primaria e,
mais internamente o tecido esporogénico, distinto por suas células mais volumosas (Fig. 2A-C) A regido
do conectivo apresenta-se diferenciada, com células isodiamétricas com citoplasma periférico, vacuoma
desenvolvido e nucleos evidentes, além de um feixe vascular em posicao central, células ainda ndo
diferenciadas.

Em algumas amostras (0,5 cm — Fase 2) é possivel visualizar areas em que as células da camada
parietal priméaria estdo em divisdo periclinal (Fig. 2B, C) e areas em que ocorre a presenca de duas
camadas parietais secundarias, a interna e a externa (Fig. 2B). As imagens sugerem que as células da
camada parietal secundaria externa sofrem novas divisGes periclinais e originam as células do endotécio
e da camada média, enquanto as células da camada parietal secundaria interna originam as células do
tapete.

A partir da fase 2 as anteras apresentam 0s quatro microsporangios evidentes, com estratos
parietais representados por uma camada de epiderme, uma camada de endotécio, uma a duas camadas
médias e mais frequentemente, uma camada de tapete (Fig. 2E). As células epidérmicas sdo pequenas,
cuboides a retangulares, apresentam cuticula e paredes delgadas, grandes vacuUolos e nucleos
evidentes e de posicao periférica. As células do endotécio e das camadas médias séo similares exibindo
formato retangular, sdo achatadas periclinalmente e apresentam paredes delgadas, nucleos evidentes e
vacuolos volumosos. As células do tapete sdo volumosas, apresentam formato irregular, paredes
delgadas, citoplasma denso e abundante e nucleo volumoso (Fig. 2D).

Ao longo do desenvolvimento ( 20,68 cm — fase 3) possivel observar a formacdo de um sulco na
regido dos septos entre os microsporangios de uma mesma teca (Fig. 2F), correspondendo a regido do
estdmio. As células que compdem os estratos parietais sofrem transformacg6es a medida que as anteras
amadurecem. As células do endotécio passam a apresentar formato quadrangular e espessamentos na

parede. As células das camadas médias apresentam-se mais volumosas e formato retangular e
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vacuolizada. Células do endotécio irdo apresentar aumento no volume e permanece assim até a
deiscéncia da antera. A partir da fase 4 (1,44 cm) ndo é possivel mais observar as células do tapete,
sendo esse totalmente consumido (Fig. 2 F).

Na pré-antese (fase 9) ocorre o colapso da camada média, as células do conectivo se tornam
irregulares, a epiderme e o endotécio se fundem e ocorre a deiscéncia da antera (Fig. 2G).

G </

Figura 2. Antera de Adenium obesum em diferentes fases de desenvolvimento. A, B, D, E e G, seccdes

transversais. C, secc¢éo longitudinal. A. Antera com protoderme (pd), camada parental primaria (cp) e
tecido esporogénico (te). B. Visualizar protoderme (pd), camada parietal secundaria externa (ce),
camada parietal secundaria interna (ci) e tecido esporogénico (te), seta indica diviséo celular da ce. C.
Divisédo periclinal da parede secundéria externa (ce) formando o endotécio e camada média. D. Antera
evidenciando os quatro microesporangios e o feixe vascular (vb). E. Antera com endotécio (en), camada
média (cm) e tapete (tp) tipo secretor. F. Visualizar regido do estémio (sto). G. Visualizar 0 momento da
deisencia da parece da antera com a liberacdo dos grdos de pélen maduros, celulas irregulares do

conectivo (cn).
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4.1.3.3. Microesporogénese e microgametogénese

No interior dos microsporangios em anteras retiradas de botdes em fase 2, as volumosas células
do tecido esporogénico apresentam nucleo bastante evidente e citoplasma denso e de aspecto granular,
as imagens sugerem que as células mée do microsporo sofrem divisdes mitotica, aumentando o nimero
de células. Dentro da mesma antera e entre as tecas sao observadas diferentes fases do processo de
divisdo celular, além de quantidade variavel de células microesporangicas (Fig. 3A). E possivel observar
o0 inicio da deposicao de calose que passa a envolver cada uma das células-mae dos micrdsporos (Fig.
3B). Tais células passam por duas divisbes meidticas originando quatro micrésporos haploides em
formato tetraédrico (Fig. 3C).

Quando a calose é dissolvida e os micrésporos ficam livres (Fig. 3D). Na fase 3 ocorre a
deposicdo da exina ao redor dos micrésporos, e eles possuem formato irregular (Fig. 3E). Nessa fase
comega a vacuolizacdo do esporo e o nucleo fica na periferia da célula; é possivel observar quando a
célula do micrésporo sofre mitose assimétrica, originando duas células de tamanhos diferentes: a célula
vegetativa e a célula generativa que sao separadas por uma parede delgada (Fig. 3F). Na fase 5, apos a
divisdo a célula gerativava migra para regido central da célula, devido ao denso citoplasma nédo é
possivel observar a célula vegetativa. Nas fases 5 e 8 é possivel observar que nas regides dos poros a
camada de intina € mais espessa. Nessas fases também é possivel observar que o contetdo

citoplasmatico & bem denso, o microesporotico imaturo adquire formato circular (Fig. 3G).
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Figura 3. Microesporogénese e microgametogénese de Adenium obesum. A, B, D e E, seccdes
transversais. F e G, seccao longitudinal. A. Células esporogénicas. B. Células-mae dos micrésporos -
inicio de deposi¢éo de calose. C. Final da meiose Il, notar quatro ndcleos haploides ainda unidos pela
parede Unica contendo calose. D. Micrésporos recém- individualizados. Notar arranjo tetraédrico. E.

Micrésporos Livres. Notar aumento do vacuoma nos micrdsporos e também nas células do tapete. Exina
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ja depositada. F. Vacuolizacdo. Notar tapete quase totalmente degenerado. Notar um grao de pdlen com
dois nlcleos apés mitose (célula generativa e vegetativa). G. Graos de pdlen formados. Tapete
totalmente degenerado. Camadas médias ainda presentes.

4.1.3.4. Grao de pélen
Os graos de poélen de A. obesum séo bicelulares e dispersos na forma de ménades (Fig. 4A). O
contelido celular é denso e possui graos de amido como reserva energética (Fig. 4B,C). Ha substancias

lipofilicas envolvendo os gréaos de pdélen, promovendo a adeséo entre eles.

Figura 4. A. Graos de pdélen maduros. B e C. Amido presente no grdo de pélen na fase de

disperséo. D. Teste com Sudan, mostrado lipideos ao redor dos gréos de poélen.

4.1.4 Discussao

4.1.4.1. Desenvolvimento da parede da antera

O presente trabalho indicou que as anteras de A. obesum séo tetrasporangiadas confirmando uma
importante caracteristica da familia Apocynaceae. Essa caracteristica € considerada evolutiva, sendo
observada dentro de cinco subfamilias. Contudo, dentro da subfamilia Asclepiadoideae ocorre uma
diferenciacdo é possuem anteras biesporangiadas (ENDRESS; BRUYNS, 2000; VERHOEVEN; LIEDE;
ENDRESS, 2003). A ornamental Allamanda L., individuo da mesma familia de A. obesum possue essa

mesma caracteristica (Kotovski, 2013). Alves (2019) encontrou padrao similar no desenvolvimento da
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parede da antera em Aspidosperma. Koch et al. (2018) também relataram padrdo similar em duas
espécies tetrasporangiadas de Rauvolfia.

As divisGes celulares que dao origem aos estratos parietais em A. obesum é tipo dicotiledénio. Em
relagdo aos estratos parietais, foram observados uma variagdo de cinco a seis camadas. Ghimire,
Ghimire & Heo (2011) relataram dados semelhantes em Rauvolfia serpentina (L.), onde foi observado
que, antes da maturidade da parede da antera apresentava quatro a cinco camadas, sendo uma
epiderme, um endotécio, uma ou duas camadas medias e um tapete.

O endotécio e a epiderme apresentaram paredes com espessamento da parede préximo a
deiscéncia da antera, o que é considerado como caracteristica das Apocynaceae e para as outras
familias da ordem Gentianales (JOHRI et al., 1992). Em espécies estudadas de Rauvolfia, o endotécio é
estratificado e bem desenvolvido, com espessamento fibroso (KOCH et al., 2018). Segundo Kotovski
(2013), o padréo de lignificagdo que foi observado em Allamanda é diferente da observada em outras
espécies. Sendo este espessamento parietal do endotécio, deve atuar como um tecido mecénico no
processo de deiscéncia da antera. Em Oxypetalum appendiculatum, ndo foi encontrado evidéncias de
espessamento do endotécio (VITAL, 2015). As camadas médias variaram de duas camadas na maioria
das amostras. Sud (1984) relatou duas a trés camadas médias em Trachelospermum fragrans.

O tapete é do tipo secretor, células uninucleadas e apresenta mais de uma camada de células.
Alves (2019) observou dados semelhantes ao presente trabalho, sendo que em Aspidosperma
verbascifolium apresenta duas a trés camadas de tapete e as células também s&o uninucleadas. Ainda
reforca que aparentemente para o desenvolvimento da antera em Apocynaceae, um nicleo por célula e
uma ou duas camadas no tapete sdo as condi¢Bes plesiomdrficas. As celulas do tapete apresentam
grande conteudo citoplasmatico, sendo esse um indicativo de intensa atividade celular.

As fungBes do tapete sdo nutrir o tecido esporogénico e 0s micrésporos, sintetizar esporolenina
para a formacao da parede dos gréos de pdlen, produzir os orbiculos (corpusculos de Ubish), secretar a
calose durante a durante a formacao das tétrades, fazendo com que fiquem unidas, sintetizar e liberar
sobre o grdo de pdlen substancias como o “Pollenkitt” (lipideos, flavonoides, carotenoides), trifino
(mistura de substancias hidrofébicas), enzimas e proteinas de reconhecimento (FURNESS; RUDALL,
1998). Kotovski (2013) afirma que a degradacdo do tapete ocorre em fase anterior a antese em
Allamanda. Em O. appendiculatum, o tapete é degradado na pré-antese, ndo sendo mais visualizado na
antese (VITAL; NAKAMURA, 2018). Sendo esses dados diferentes do presente trabalho, onde a
degradacéo do tapete ocorreu logo apos a vacuolizagdo dos micrésporos, na fase 5, antes da fase de
pré-antese.

Em relacdo ao desenvolvimento da parede em A. obesum, especificamente quanto aos estratos
parentais, os resultados corroboram com dados encontrados na literatura sobre outras espécies de

Apocynaceae.

4.1.4.2. Microsporogénese

No presente trabalho a microsporogénese finalizou na fase 3, com os micrésporos livres. Para a
obtencgdo de Duplo-Haploides é de extrema importancia conhecer a fase do botéo floral onde ocorre a
formacao do micrésporo e em que este ainda se encontra revestido por tecidos esporofidicos. Segundo

Peters et al., (1999), o estagio de desenvolvimento em que 0s micrdsporos respondem é quando estes
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se encontram uninucleado, sendo essa etapa 0 mais adequado para a maioria das espécies. No
presente trabalho o momento recomentado para cultura de anteras utilizando micrésporo é na fase 3,
guando o micrésporo ndo sofreu divisdo celular. A cultura de anteras pode ser uma alternativa
interessante para o melhoramento de A. obesum, pois esse método é indicado para plantas que fazem
polinizagdo cruzada e demoraria para obter individuos homozigotos. Sendo essa técnica utilizada em
melhoramento de algumas espécies comerciais para acelerar esse processo. O tipo de citocinese
encontrado € simultdneo, sendo essa caracteristica também observada em trabalhos com Rauvolfia
serpentina (GHIMIRE; GHIMIRE; HEO, 2011), T. fragrans (SUD, 1984), Aspidosperma (ALVES, 2019).
Entretanto Vital & Nakamura (2018), relataram que a citocinese em O. appendiculatum é de forma
sucessiva. Segundo Furness, Rudall e Sampson (2002), a esporogénese simultdnea predomina nas
plantas existentes, sendo que o0 tipo sucessivo sdo caracteristicas de alguns grupos como as
monocotiledbneas.

As tétrades formadas sdo do tipo tetraédricas sendo esse tipo comum descritas para a familia
(JOHRI, 1992).

4.1.4.3. Microgametogénese

A Microgametogénese se iniciou apés a degradacdo da calose e inicio da vacuolizacdo dos
micrésporos. Em relacéo a diviséo para a formagéo das células vegetativa e a generativa é semelhante
ao trabalho de Alves (2019), onde uma divisdo celular assimétrica deu origem a célula vegetativa e a
célula generativa. Apés esse estagio iniciou-se o processo de maturacdo dos gréos de pélen, o qual se

apresentou completo em botdes na pré-antese.

4.1.4.4. Gréo de polen

Os graos de polen sdo binucleados no momento da disperséo, dessa forma apds a germinacéo
do tubo polinico que a célula generativa ira sofrer divisdo e originar os gametas masculinos. Embora
seja comum liberagdo dos graos de pdlen em estagio tricelular na maioria das Apocynaceae (VITAL;
NAKAMURA 2018), as amostras aqui analisadas sdo semelhantes aos observado em Rauvolfia
vomitoria e R. weddelliana em que apresentaram grdos de pdélen em estagio bicelular na fase de
disperséo (KOCH et al., 2018).

Os grdos de pdlen sdo liberados na forma de ménades. Dentro das Rauvolfioideae e
Apocynoideae, o pélen é normalmente disperso como mdnades, mas em ambas as subfamilias existem
alguns taxa em que o pélen é liberando em forma de tétrades (ENDRESS, 2016).

Van der Ham et al. (2001) relatam que em Rauvolfioideae e Apocynoideae, o pélen é liberado
pouco antes da antese. Corroborando com o presente trabalho, sendo que a deiscéncia da antera ocorre
na pré-antese, ocorrendo a liberagao dos gréos de polén.

Os grédos de polen podem armazenar amido durante o desenvolvimento, no caso de A. obesum,
na fase de dispersdo os grdos de pdlen possuem amido como reserva. A maioria das Angiospermas
possui, no momento da dispersao, pouco amido (“starchless”) no polen, enquanto, em alguns grupos é
disperso com muito amido no citoplasma da célula vegetativa (“starchy”) (BAKER; BAKER, 1979).

No momento da disperséo os graos de pélen em A. obesum s&o unidos por lipideos, ajudando no

processo de dispersao, principalmente por polinizadores.
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Segundo Oliveira et al., (2001) o interesse em relacdo a biologia da antera, de forma ampla,
aumentou bastante nas Ultimas décadas, isso € devido a conjuncdo de fatores, como avancos em
estudos genéticos, moleculares e suas aplicacdes praticas para o melhoramento vegetal e a
necessidade crescente da producgdo vegetal. Tendo isso como base e relacionando com que Pechan e
Smykal (2001), que o conhecimento relacionado sobre os processos de formacéo dos grdos de pdlen
pode ter aplicagGes praticas do ponto de vista da floricultura. Ainda, mostram a importancia desse estudo
e dos dados obtido do presente trabalho para esclarecimentos sobre 0s processos de

microesporogénese e microgametogénese.

4.1.5 Concluséao

Com base dos dados obtidos do presente trabalho podemos concluir:

e Em relagdo a parede da antera, as caracteristicas encontradas sdo as seguintes: cinco estratos
parietais, sendo eles, epiderme, endotécio com espessamento de lignina no final do
desenvolvimento, duas camadas médias e tapete do tipo secretor com apenas um nucleo. Sao

caracteristicas presentes na maioria das Apocynaceae;

e O tapete é totalmente consumido apés a fase de vacuoliza¢do dos microgametofitos jovens;
e Accitocinese encontrada é do tipo simultanea;

e As tétrades de A. obesum sao tetraédricas;
e Os graos de polen sédo hicelulares;

e Os graos de polen apresentam amido como reserva energética.
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5. CONCLUCOES

Com base dos dados obtidos do presente trabalho, pode-se concluir:

e Emrelacdo a parede da antera, as caracteristicas encontradas sdo as seguintes: cinco estratos
parietais, sendo eles, epiderme, endotécio com espessamento de lignina no final do
desenvolvimento, duas camadas médias e tapete do tipo secretor com apenas um nucleo. Sao

caracteristicas presentes na maioria das Apocynaceae;
e O tapete é totalmente consumido apés a fase de vacuolizacao dos microgametofitos jovens;

e A ccitocinese encontrada é do tipo simultanea;

e As tétrades de A. obesum séo tetraédricas;
e Os graos de poélen sédo bicelulares;

e Os graos de polen apresentam amido como reserva energética.
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