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1. APRESENTACAO

O presente trabalho encontra-se dividido em trés capitulos: o primeiro faz uma
abordagem geral sobre androsporogénese e androgametogénese em angiospermas, uma
introducdo geral a respeito das caracteristicas citoldgicas e da incomum microsporogénese
da familia Cyperaceae. Os dois dltimos capitulos estao divididos em dois artigos, que
apresentam os resultados obtidos durante o desenvolvimento deste trabalho.

O primeiro artigo aborda os aspectos iniciais da meiose que antecede a formacgao do
gamet6fito masculino. Neste artigo respondemos um problema biolégico que hd tempos
fornece discussdes na literatura sobre reproducdo das Cyperaceae: o momento da
polarizacdo dos nucleos funcional e ndo funcional na pseudomonade. Este artigo foi
publicado na edi¢do de outubro de 2009 da revista Cell Biology International.

No segundo artigo, reunimos os resultados morfolégicos estruturais e
ultraestruturais do desenvolvimento da Pseudomonade. Mostramos a formagao de uma
parede interna que isola os nucleos ndo funcionais com por¢des de citoplasma. Este
conjunto isolado apresenta caracteristicas ultraestruturais de morte celular programada.
Este segundo manuscrito serd enviado para o Journal of Cell Science.

Ao final, sao apresentadas as consideragdes finais e as referé€ncias bibliograficas

dos trés capitulos.



2. RESUMO

Aluno: Juca Abramo Barrera San Martin
Orientador: André Luis Laforga Vanzela

Cyperaceae é considerada a terceira maior familia de monocotiledoneas
compreendendo cerca de 120 géneros, com 4.000 a 5.000 espécies com distribuicao
cosmopolita. No Brasil, existem de 500 a 600 espécies organizadas em 44 géneros,
preferencialmente de terrenos umidos e alagados. Esta familia apresenta algumas
caracteristicas citoldgicas importantes como: presenca de cromossomos holocinéticos e
ocorréncia de meiose pds-reducional. Além disso, durante o processo de androsporogénese
nao ocorre a formacao de tétrade e os quatro nicleos resultantes da meiose sao contidos em
uma Uunica célula chamada Pseudomonade. Trés dos quatro nicleos degeneram e apenas
um se torna vidvel, originando a célula vegetativa e a célula generativa. Neste trabalho,
buscamos compreender a androsporogénese e androgametogénese de Rhynchospora
pubera (Vahl) Boeckler nos estdgios iniciais da meiose, o processo de isolamento de trés
dos quatro nudcleos para posterior degeneragdo, a formagdo da Pseudomdnade e o
desenvolvimento do androgametéfito maduro. Para tal, anteras de R. pubera foram
coletadas em Recife (PE), fixadas para microscopia de luz convencional, para
imunocitoquimica para detec¢do de elementos de parede celular e para microscopia
eletronica de transmissdo. Em R. pubera, a célula mae de andrésporo passa por um
processo de polarizacdo, com a migragdo de seu nucleo para a regido basal da célula,
oposto ao que ocorre com os outros géneros da familia. Este nicleo também passa por um
processo de polarizagdo, direcionando seus complexos de poros para a regido apical,
voltada ao citoplasma. Apds a polarizacao, a célula sofre meiose e apenas um nicleo migra

para regido central. Os nicleos que permanecem na regido basal sdo isolados por vesiculas



do Complexo de Golgi, formando cisternas ao redor dos nicleos degenerativos. Estas
cisternas originam uma parede celular, que aparece interna a Pseudomonade. Esta parede
foi marcada positivamente com os anticorpos JIM7 e JIM13 que reconhecem
respectivamente pectina e proteina Arabinogalactano (AGPs). Apdés o isolamento, os
nicleos degenerativos mostraram caracteristicas ultraestruturais indicativas de morte
celular programada. O nucleo funcional sofre a primeira mitose ainda na presenca dos
nucleos degenerativos, formando a célula vegetativa e a célula generativa. A célula
generativa sofre a segunda mitose, originando os nucleos gaméticos, apds a degeneracao

completa dos trés nicleos e antes do grao de pdlen ser liberado da antera.



3. ABSTRACT

Aluno: Juca Abramo Barrera San Martin
Orientador: André Luis Laforga Vanzela

Cyperaceae is considered the third largest family of monocotyledonous plants
comprising about 120 genera, with 4000 to 5000 species with cosmopolitan distribution. In
Brazil, there are 500 to 600 species arranged in 44 genera, preferably in moist and flooded
land. This family has some important cytologic features such as presence of holocentric
chromosomes and occurrence of post-reductional meiosis. Moreover, during the pollen
grain development not occur the formation of tetrad and the four nuclei resulting from
meiosis are contained in a single cell called pseudomonad. Three of the four nuclei
degenerate and only one becomes viable originating the vegetative cell and the generative
cell. In this work we described the development of pollen grain of Rhynchospora pubera
(Vahl) Boeckler in the early stages of meiosis, the process of isolation of three of the four
nuclei to further degeneration, the formation and development of pseudomonad and male
gametophyte. For this, anthers of R. pubera were collected in Recife (PE), fixed for
conventional light microscopy, immunocytochemistry for the detection of elements in the
cell wall and transmission electron microscopy. In R .pubera the microspores mother cell
undergoes a process of polarization, with the migration of the nucleus to the basal cell,
opposite to occurs with other genera of the family. This nucleus also undergoes a process
of polarization, directing their pore complexes to the apical region facing the cytoplasm.
After polarization, the cell undergoes meiosis, and only one nucleus migrates to the central
region. The nuclei that remain in the basal region are isolated by vesicles of Golgi
apparatus, forming inner cell wall around the degenerating nuclei. This wall was marked

positively with antibodies JIM7 and recognizing JIM13 respectively pectin and protein
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arabinogalactans (AGPs). After isolation, the nuclei showed degenerative ultrastructural
changes indicative of programmed cell death. The nucleus functional undergoes the first
mitosis even in the presence of degenerative nuclei, forming a vegetative cell and
generative cell. The generative cell undergoes a second mitosis to form the gametic nuclei,
after the complete degeneration of the three nuclei and before the pollen is released from

the anther.
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4.L.ISTA DE FIGURAS

Capitulo 2: Early meiosis in Rhynchospora pubera 1. (Cyperaceae) is marked by
uncommon ultrastructural features.

Figura 1 — Corte transversal de anteras de R. pubera no estagio pré-meiotico. (A) sdo vistas
as cinco camadas de tecido da antera. No tecido esporogénico sao vistas as PMCs
contendo um nucleo central com cromatina descompactada e um unico e grande
nucléolo (seta). (EP) epiderme, (ED) endotécio, (ML) camada média, (T) tapete e
(ST) tecido esporogénico. Azul de toluidina. 200X. (B) micrografia eletronica da
PMC cercada por uma fina parede de calose (setas) e mostrando muitas gotas de
lipideos (L). (N) Nucleo, (T) tapete. S800X. (C) Detalhe do nucleo (N) da PMC
cercado por um envoltério nuclear (ne) regular. O nucléolo proeminente (nl) é
rodeado por um halo eletronlicido (setas). (L) Gotas lipidicas. 9700X. (D) O
citoplasma da célula do tapete (T) exibe a mesma eletrondensidade do citoplasma
das PMCs. Notar a presenca de organelas citoplasmaticas. (ED) endotécio, (ML)
camada média, (ST) tecido esporogénico e (N) nicleo. 5800X............ccee...... pg. 32

Figura 2 — Cortes transversais de anteras em préfase I de R. pubera. (A) Varias PMCs
exibindo o nucleo na regido abaxial. Estes niicleos contém cromatina compactada
bem como reticulo nuclear (nr). O nucléolo € lateralmente posicionado. (ML)
camada média, (T) tapete, (ST) tecido esporogénico. Azul de toluidina. 1000X.
(B) O nicleo (N) esta localizado na regido abaxial da PMC. Notar as fibras de
cromatina compactadas e a presenca de uma série de cisternas do reticulo nuclear
(nr). Detalhe- conexdes plasmodesmais estao presentes entre as PMCs. (T) tapete.
5800X. (C) O citoplasma da célula do tapete (T) € mais eletrondenso que o
citoplasma da PMC. Notar a presenca de vactolos (V) e o encolhimento do
citoplasma (setas) das células do tapete. Reticulo nuclear (nr) e nucléolo (nl).
5800X. (D) Envoltério nuclear da PMC mostrando uma dilatacdo inicial das
cisternas perinucleares (setas). 37000X. (E e F) Detalhes do nicleo da PMC . (E)
Concentragdo dos complexos de poro direcionados para o “pool” de organelas da
PMC. 97000X. (F) Dilatacio das membranas do envoltdrio nuclear levando a
formacao do reticulo nuclear (membrana interna) (nr) e do reticulo
endoplasmético (membrana externa) (er). Seta aponta o envoltério nuclear e (cw)
parede celular. S8000X ........cooiiiiiiiiiiiee et pg. 33

Capitulo 3: Modificagdes no sistema de endomembranas coordenam o desenvolvimento da
Pseudomoénade de Rhynchospora pubera (Vahl) Boeckeler (Cyperaceae).

Figura 1 Diferentes tratamentos para microscopia de luz e microscopia eletronica de
transmissdo da Pseudomodnade R. pubera. (A) A pseudomodnade apresenta um
formato de péra com trés nucleos degenerativos (dn) na regido larga da célula e
um ntcleo funcional (fn) mais volumoso na regido mais estreita. Hematoxilina
acética. 1.000X. (B) Cortes semifinos longitudinais a antera corados com azul de
toluidina. Os nucleos degenerativos (dn) se encontram na regido basal que
estabelece contato com o tapete (T) e o nucleo funcional (fn) estd na regido apical.
1.000X. (C) Técnica do PAS mostrando marcacdo positiva na parede celular
interna (setas), nicleo funcional (fn) e nicleos degenerativos (dn). 1.000X. (D)
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Eletromicrografia da Pseudomodnade mostrando os trés nicleos degenerativos (dn)
isolados na regido basal por uma fina parede interna que estabelece contato (setas)
com a parede da Pseudomonade. 2.850X. .......ccccovevviiieiiieeriieeieeeeeeee e pg. 47

Figura 2 (A) Nicleo funcional (fn) grande, contendo cromatina bastante descompactada e
nucléolo (seta) evidente. 5.800X. (B) Detalhe do nicleo degenerativo (dn) com a
cromatina compactada em relacdo ao nicleo funcional, isolado do citoplasma da
Pseudomodnade pelas cisternas provenientes do Complexo de Golgi. Na porcao
citoplasmaética isolada com o nicleo degenerativo mostrando sinais de contracio e
presenca de organelas. 5.800X. (C) Detalhe da figura (2B) mostrando presenga de
material eletrondenso (seta) dentro das cisternas do Golgi. 26.500X. (D) Células
do tapete (T) apresentam claros sinais morfoldgicos de morte, e presenca de
corpusculos de Ubisch (cabeca de seta). A Pseudomdnade apresenta a parede
interna (seta) isolando os nucleos degenerativos (dn). Epiderme (E) e camada
média (cm). 2.850X. (E) Detalhe da figura (2B) mostrando a fusao das cisternas
do Golgi que formam a parede interna. Dentro das cisternas sdo vistas pequenas
vesiculas (setas) que parecem originar um corddo de material eletrondenso.
18.500X. (F) Corte semifino da antera mostrando a marcagdo positiva (setas) do
anticorpo JIM 13 contra a proteina arabnogalactana. 1.000X. (G) Corte semifino
da antera mostrando a marcacido positiva (setas) do anticorpo JIM 7 contra
residuos metil-esterificados da pectina. 1.000X..........ccocerviiniiininniniiennenne pg. 49

Figura 3 (A — C) Diferentes fases do desenvolvimento do androgamet6fito impregnado por
nitrato de prata. (A) Pseudomdnade com a presenca dos nticleos degenerativos
(setas), ndcleo generativo e nucleo vegetativo (vn). (B) Androgametéfito com as
células vegetativa (cv) e generativa. (C) Grao de pdlen maduro com os nucleos
gaméticos (setas) e a célula vegetativa. (A — C) 1000X. (D) Eletromicrografia de
transmissdo de uma fase intermedidria do desenvolvimento do androgametofito
mostrando pequenos vacuolos (*) se fundindo e formando um grande vactuolo
central (v). 2.850X. (E) Androgametéfito maduro com o nicleo da célula
vegetativa (nv) com a cromatina descompactada e o nucleo da célula generativa
(ng) com a cromatina compactada. Vactolo (V). 2.850X. (F) Maior aumento da
célula generativa com plastidios (seta) no seu citoplasma e uma membrana
(cabeca de seta) isolando-a da célula vegetativa. 18.500X. ........cccccvvevureennnen. pg. 50
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5.INTRODUCAO GERAL
5.1 Microsporogénese em Angiospermas

Nas angiospermas, bem como em outros grupos de vegetais, a geracdo diploide é
conhecida como o espordfito, o qual se alterna com a geracdo hapldide chamada
gametofito. Diferentemente das plantas mais primitivas, em angiospermas tanto o
gametofito feminino (Ginogamet6fito) quanto o gametéfito masculino (Androgametofito)
sdo reduzidos a uma estrutura microscopica dependente dos tecidos do esporoéfito
(Mascarenhas 1989, Cocucci e Mariath 1995). A funcdo do gametéfito masculino,
chamado grdo de podlen, € a producdo das células espermdticas. O gametéfito feminino,
conhecido como saco embriondrio, € responsavel pela formagdao da oosfera, dos nicleos
polares, das sinérgides e das antipodas.

O desenvolvimento do grao de pdlen ocorre dentro da antera que € constituida por
quatro camadas de tecidos (epiderme, endotécio, camada média e tapete). Estes tecidos
demarcam o léculo da antera onde estdo contidas as células do tecido esporogénico,
conhecidas também como Células Mae de Andrdésporos - CMA (Bedinger 1992). A
androsporogénese inicia com a divisdo meidtica das CMAs formando uma estrutura
conhecida como tétrade, sendo cada célula da tétrade chamada de micrésporo. Durante a
profase I ocorre o depdsito de calose (B-1,3-Glucana) entre a membrana plasmética e a
parede original da CMA (Mariath et al. 2003, Enns et al. 2005). Este processo é
coordenado por um complexo protéico transmembrana, denominado calose sintase
(Delmer 1987). A fungdo desta parede ainda nao € bem compreendida, porém, propde-se
que ela atue como uma barreira molecular, impedindo o transito de moléculas, isolando
efetivamente os micrésporos dos tecidos da antera (Heslop-Harrison 1964, Scott et al.

2004).
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Dois tipos de citocinese podem ocorrer durante a meiose das CMAs: o sucessivo e
o simultaneo. No primeiro, a parede de calose é depositada logo apds a meiose I, separando
as duas células em um estdgio chamado diade. Nesta citocinese, os tipos de tétrades
resultantes sdo: (i) isobilateral, (i1) em forma de T, (iii) linear e (iv) decussado (Furness e
Rudall 1999, Mariath et al. 2003). No tipo simultineo, ndo existe uma fase clara de
separacdo entre as meioses I e II, além disso, a parede é depositada com os quatro nicleos
hapléides presentes. As tétrades resultantes deste tipo de citocinese s@o as tetraédricas
(Furness e Rudall 1999).

Cada micrésporo € liberado no 16culo da antera pela acdo da enzima calase (B-1,3-
Glucanase), que € secretada pelas células do tapete e degrada a parede de calose
(Mascarenhas 1989, Bedinger 1992, McCormick 2004). Apos liberacdo da tétrade, a
sintese de primexina determina o padrao de deposi¢do da parte externa da parede do grao
de pdlen, a exina (Scott et al. 2004). A sintese de primexina ocorre em toda a superficie do
grao de pdlen, exceto nas regides das aberturas que sdo os locais de germinacio do tubo
polinico(McCormick 1993). A primexina determina o padrdao de depdsito da parede de
exina, a qual é subdividida em sexina ou camada ornamentada mais externa, € a nexina ou
camada mais interna. A exina € basicamente formada pela esporopolenina que € resistente,
inclusive a 4cidos fortes. A esporopolenina é secretada pelas células do tapete (Edlund et
al. 2004). Na sexina sdo encontrados a columela e o tectum, ambos responsaveis pela
ornamentacao (Scott et al. 2004). A nexina € subdividida em nexina I e nexina II (mais
interna). Abaixo das camadas de nexina, estd presente a intina, camada mais interna da
parede do polen formada por celulose e pectina (McCormick 1993, Scott et al. 2004).

Simultaneamente a produgdo da exina e intina, o niicleo do micrésporo migra, pela
acdo de microtubulos do citoesqueleto, da regido central para a periferia oposta ao poro do

polen (Tanaka 1997). Esse processo foi detectado por Tanaka e Ito (1981) em Tulipa
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gesneriana. Nesta espécie, pequenas concentracoes de colcemide em cultura de
micrésporos inibiram a mitose assimétrica e bloquearam a producdo das células
espermaticas pela célula generativa. Concomitante a polarizagdo do micrésporo pelo
deslocamento do niucleo, pequenos vacuolos se fundem formando um unico e grande
vacuolo, o qual comprime o citoplasma contra a parede do pélen (Bedinger 1992).

Como resultado da polarizacdio do micrésporo, o nudcleo sofre uma mitose
assimétrica originando duas células estrutural e funcionalmente diferentes, uma célula
generativa e outra vegetativa (Tanaka 1997). Esta divisdo é conhecida como mitose do
micrésporo ou mitose polinica. A célula vegetativa é identificada pela sua maior dimensao
e tem como funcdo a germinacdo e o crescimento do tubo polinico, quando o grao de pélen
estiver em contato com o estigma. A célula generativa é menor e aparece envolvida por
uma unidade de membrana no interior do citoplasma da célula vegetativa. Além disso,
apresenta nucleo com cromatina mais compactada. A célula generativa sofre uma segunda
divisdo mitdtica, resultando na formacdo de duas células espermdticas ou gametas
masculinos (Mascarenhas 1989, Bedinger 1992, McCormick 1993, Tanaka 1997). Em 70%
das angiospermas estudadas, a segunda mitose ocorre somente quando o grao de pdlen ja
esta liberado da antera (Mariath er al. 2003).

Trés tipos de desenvolvimento de grao de pdélen podem ser distinguidos. No tipo
normal, mais amplamente distribuido entre as familias de angiospermas, o micrésporo
cresce e depois sofre a primeira divisdo mitética. No segundo tipo, conhecido como
Triglochin, o micrésporo sofre a mitose e depois um aumento de volume. Este tipo €
encontrado geralmente em monocotiledoneas como Triglochin, Najas, Ruppia, Lilaea e
Aponegeton (Alimova 2002). No terceiro tipo, conhecido como juncus e descrito para
membros das familias Cyperaceae, Juncaceae e Epacridaceae (Brown e Lemmon 2000),

nao se forma tétrade.
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5.2 Caracteristicas citolégicas da familia Cyperaceae

A familia Cyperaceae é considerada a terceira maior das monocotiledoneas,
compreendendo entre 4.000 e 5.000 espécies, distribuidas em cerca de 120 géneros. Esta
familia apresenta distribui¢do cosmopolita, existindo no Brasil entre 500 e 600 espécies
distribuidas em 44 géneros, tipicos de terrenos imidos e alagados (Arruda e Neves 2005).
Cyperaceae tem se tornado foco de estudos botanicos por mais de um século,
principalmente por suas caracteristicas citolégicas: (i) presenga de cromossomos
holocéntricos ou holocinéticos, (ii) processos de fissdo e fusdo cromossdmica, (iii) meiose
pos-reducional ou invertida e (iv) aborto de trés dos quatro nicleos resultantes da meiose e
formacdo da Pseudomdnade (Kirpes et al. 1996, Brown e Lemmon 2000).

O termo holocéntrico € utilizado para contrapor o termo monocéntrico, que se
refere aos cromossomos que possuem cinetocoro localizado na constricdo primaria. O
termo holocéntrico se refere aqueles cromossomos que nao possuem contri¢do primaria,
estando o cinetdcoro difuso ao longo do cromossomo. Cromossomos holocéntricos t€m
sido descritos em invertebrados e em alguns grupos vegetais (Sumner 2003),
principalmente em membros da familia Cyperaceae, Juncaceae, Droseraceae,
Convovulaceae, Liliaceae e Myristicaceae (Guerra et al. 2006, Malheiros et al. 1947, Flach
1966, Vanzela et al. 1996, Garcia 2001).

Devido a distribuicdo difusa dos cinetécoros, os cromossomos holocéntricos
apresentam outras caracteristicas, como: a) constricdes nucleolares e nao secunddrias
(Vanzela et al. 2000), b) separacdo paralela das cromdtides irmas na andfase, e c)
predisposicdo para freqiientes quebras e fusdes (Vanzela e Colago 2002, da Silva et al.
2008). Cromossomos holocéntricos, quando fragmentados natural ou artificialmente,
podem segregar normalmente durante as divisdes celulares. Isto foi reportado quando

cromossomos de Rhynchospora pubera (Vanzela e Colago 2002) foram irradiados com
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raios y. Neste caso, ocorreram alteragdes no nimero e no tamanho dos cromossomos, sem
afetar a segregacdo dos fragmentos envolvidos. Em situacdo natural, os eventos de
agmatoploidia (fiss@o) e simploidia (fusdo) sdo freqiientemente encontrados e envolvidos
com os processos de diferenciacio e evolugdo cariotipica dos membros da familia
Cyperaceae (Vanzela et al. 1996, Lucefio e Guerra 1996, da Silva et al. 2008).

Outra caracteristica citoldgica importante encontrada na familia Cyperaceae ocorre
na meiose. Na andfase I ocorre separacdo das cromadtides irmds e durante a andfase II
ocorre segregacdo dos cromossomos homodlogos (da Silva et al. 2005) . Este tipo de
meiose, conhecida como pés-reducional ou invertida (Dopchiz et al. 2000), foi descrita em
outros géneros de Cyperaceae, tais como Carex (Wahl 1940), Eleocharis (Hoshino 1993,

da Silva et al. 2005) e Rhynchospora (Vanzela et al. 2000).

5.3 A microsporogénese na familia Cyperaceae

A microsporogénese na familia Cyperaceae é peculiar, pois um UGnico micréSporo
funcional forma-se ao término da meiose, ao invés dos usuais quatro (Kirpes et al. 1996,
Vanzela et al. 1996, Dopchiz et al. 2000, Guerra et al. 2006). Dos quatro nicleos formados
na meiose, trés degeneram e apenas um torna-se funcional. Até a degeneracdo total, no
entanto, os quatro nicleos permanecem em uma disposi¢ao tetraédrica, no interior de uma
unica célula, chamada Pseudomodnade (Furness e Rudall 1999, Ranganath e Nagashree
2000, Brown e Lemmon 2000). Em Cyperaceae, durante o desenvolvimento da
Pseudomonade, todas as células estabelecem contato com o tapete, em um arranjo
conhecido como periférico (Kirpes et al. 1996). A Pseudomonade tem formato de péra,
com a parte mais larga estabelecendo contato com as células do tapete. Esta regido é
chamada de abaxial ou basal, enquanto aquela voltada para o 16culo da antera é a adaxial

ou apical (Strandhede 1973).
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A polarizagao nao ocorre nas CMA até o final da meiose (Ranganath e Nagashree
2000). Em Carex blanda trés dos quatro nucleos sdo deslocados para a extremidade apical,
onde sdo isolados com pequenas por¢des de citoplasma antes de degenerar (Brown e
Lemmon 2000). Esta organizagdo é comum na maioria dos géneros da familia, uma vez
que o poro do pdlen € encontrado na regido basal. De acordo com a hipdtese “poro—
tapete”, este tipo de organizacdo € a responsdvel pela orientagdo e possivel alocagao dos
nicleos degenerativos (Strandhede 1973, Kirpes et al. 1996). Entretanto, em Rhynchospora
os nucleos degenerativos sdo situados na regido basal, enquanto o nucleo funcional é
localizado na regido apical da pseudomonade (Tanaka 1949, Furness e Rudall 1999),
configurando uma situacao contraria a descrita acima para a hipétese “poro—tapete”.

Ao término da polarizacdo da Pseudomonade ocorre a citocinese separando
fisicamente cada um dos trés nucleos degenerativos do nucleo funcional (Strandhede 1973,
Brown e Lemmon 2000). A citocinese dentro da Pseudomonade sé ocorre apds a formacao
dos quatro ntcleos e o estabelecimento da polaridade. Desta forma, a Pseudomonade se
organiza com trés micrésporos pequenos nao funcionais e um grande funcional (Ranganath
e Nagashree 2000). No entanto, existem divergéncias na literatura com respeito a
citocinese. Kirpes et al. (1996) sugeriram que a citocinese ndo ocorre em Cyperaceae, €
por este motivo, ocorre a polarizagdao da Pseudomodnade com os trés ndcleos degenerativos
na regido adaxial. Existem relatos em Eleocharis palustris de Pseudomoénades que
apresentaram uma citocinese incompleta ou com conexdes citoplasmdticas entre o0s
microsporos (Strandhede 1973). Porém, até o presente ndo foi confirmado se estas
Pseudomonades sdo vidveis (Ranganath e Nagashree 2000).

O motivo que leva a escolha do nicleo funcional ainda € desconhecido, bem como
se este € um evento aleatério. Contudo, sabe-se que existe o envolvimento de elementos do

citoesqueleto na polarizacdo da Pseudomonade, o que sugere que este evento nio é
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estocéstico (Brown e Lemmon 1992, Reinsch e Gonczy 1998, Brown e Lemmon 2000). Os
nucleos dos micrésporos degenerativos podem se dividir, mas mesmo assim, entram em
processo de degeneracdo (Strandhede 1973, Ranganath e Nagashree 2000). Isto poderia
levantar divida sobre a potencial funcionalidade dos quatro nicleos, no entanto, somente
um desses micrésporos entra em mitose para originar uma célula vegetativa e outra
generativa, seguindo o padrao normal de desenvolvimento das angiospermas.

O processo de degeneracdo dos trés micrésporos nao funcionais ainda €
desconhecido. Uma hipétese, aventada por Hakasson (1954), seria a dificuldade na
nutricdo dos micrésporos nao funcionais devido a distancia destes com o tapete. No
entanto, esta hipdtese nao se sustenta no género Rhynchospora, porque os micrésporos nao
funcionais se desenvolvem na regido basal em contato com tapete (San Martin et al. 2009).
Outra hipdtese seria o espaco insuficiente entre os micrésporos nao funcionais, o que para
Strandhed (1973), poderia desencadear um processo de morte programada.

A histéria e a vantagem evolutiva do desenvolvimento de um unico microsporo
funcional ao invés dos usuais quatro ainda permanecem incertas. Uma suposi¢do seria que
o aumento do volume do citoplasma conferiria também um aumento na viabilidade da
célula (Ranganath e Nagashree 2000). Esta idéia pode ser sustentada pelo fato de algo
similar ocorrer em animais, onde trés dos quatro produtos da meiose feminina degeneram,
resultando em um aumento no tamanho da célula ovo. Ainda assim, algumas questdes
permanecem abertas sobre a androsporogénese na familia Cyperaceae: 1) Qual o motivo
bioldgico da degeneracdo de trés dos quatro nucleos formados apds a meiose? 2) Porque a
polarizacdo existe de forma diferente em diferentes géneros? 3) A selecdo dos nucleos
funcional e degenerativos é ou ndo aleatoria? 4) A selecdo se da em favor do nucleo
funcional ou dos degenerativos? 5) Qual o momento ao longo da meiose e qual o sistema

de sinalizag@o celular atuante na escolha dos nicleos?
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6. JUSTIFICATIVA

A microsporogénese na familia Cyperaceae € diferente da encontrada na maioria
dos grupos vegetais. Este fato torna qualquer representante deste grupo um bom material
para estudos estruturais e ultra-estruturais. Neste sentido, o problema bioldgico eleito para
este estudo foi: Como ocorre o processo citoldgico que precede a degeneracdo de trés dos
quatro nucleos ao final da meiose de Cyperaceae, até a formacdo do androgametéfito? Para
tal, buscamos compreender a androsporogénese nos estigios iniciais da meiose, 0
isolamento celular mediado pelo sistema de endomembranas, a formacdo das
Pseudomdnades com degeneracdo de trés dos quatro andrésporos (similar ao
desenvolvimento do gindsporo) até a formacao do grdo de pélen maduro. Para buscar este
conhecimento dos aspectos celulares e moleculares da microsporogénese de Cyperaceae,
foram empregadas técnicas citoquimicas, imunocitoquimicas € microscopia eletronica de

transmissdo usando como modelo a espécie Rhynchospora pubera (Vahl.) Boeckler.
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7. OBJETIVOS

e Estudar as modificagdes citologicas que precedem a meiose em Rhynchospora
pubera, sobretudo quanto a polarizagao celular;

e Estabelecer os processos de isolamento e degeneragao dos nucleos invidveis na
microsporogénese de R. pubera sob o ponto de vista ultra-estrutural.

e Caracterizar o processo de eliminacdo dos trés nicleos degenerativos durante a
androsporogénese de Rhynchospora pubera.

e Estabelecer o tipo de androgamet6fito formado em R. pubera.
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8. CAPITULO 2

EARLY MEIOSIS IN Rhynchospora pubera L. (Cyperaceae) IS
MARKED BY UNCOMMON ULTRASTRUCTURAL

FEATURES

Artigo publicado na revista Cell Biology International 33: 1118-1122 (2009).
Fator de Impacto 1,61 (JCR 2008)
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8.1 Abstract
The family Cyperaceae has an unusual microsporogenesis, in which tetrad

formation does not occur. Besides, other cytological features are important, such as the
occurrence of holokinetic chromosomes and post-reductional meiosis. In this study, we
examined the ultrastructural features of the pollen mother cell (PMC) of Rhynchospora
pubera. Anthers of several sizes were analyzed using light and transmission electron
microscopy. The PMC before meiosis presented a central nucleus and regular profile of the
nuclear envelope. During prophase I, the nucleus was found in the abaxial region of the
cell. This cellular polarization was accompanied by other marked ultrastructural features in
the nuclear envelope. These morphological changes involved dilations of perinuclear
cisterns and polarization of the nuclear pore complexes. Our results show that in R. pubera,

polarization occurs in the initial phases of microsporogenesis, unlike in other plant species.

Key words: Cyperaceae, microsporogenesis, nuclear envelope, PMC, transmission

electron microscopy.
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8.2. Introduction

The initial stages of microsporogenesis are marked by several cytoplasmic and
nuclear changes. The most common are the increase in cell size and number of organelles,
intense nuclear activity, and modifications in the chemical composition of the cell wall
(Scott et al. 2004). These structural and biochemical changes can differ among angiosperm
groups and species and even tissues of the same anther. Microspores of Pinus banksiana
Lamb. (Li and Dickinson 1987) and Lycopesicon esculentum Mill. (Polowick and Sawhney
1992) have grooves and invaginations in the nuclear envelope. The development of tetrads
in Tradescantia virginiana L. occurs inside the vacuoles in the plasmodial tapetum
(Furness and Rudall, 1999), and pollen kit substances accumulate unevenly on the surface
of early microspores in Chinese cabbage (Xie et al. 2005).

Microsporogenesis begins with meiotic division of the pollen mother cell or PMC
(Bedinger 1992), and originates a tetrad of haploid cells, which are released as free
microspores by callase action (McCormick 1993). Each microspore undergoes an unequal
division giving rise to the vegetative and generative cells (Tanaka 1997). Interestingly, the
representatives of the family Cyperaceae display an unusual microsporogenesis, where
tetrads are absent and where there is the formation of a single functional product called a
pseudomonad (Brown and Lemmon 2000, Furnes and Rudall 1999). Besides, this family is
characterized by other uncommon cytological features, such as the occurrence of
holokinetic (holocentric) chromosomes (Guerra et al. 2006, Vanzela and Colago 2002) and
post-reductional meiosis (da Silva et al. 2005). Rhynchospora pubera is a Brazilian species
that is considered a model for the study of holokinetic chromosomes, since it possesses few
(2n = 10) and large chromosomes and regular meiosis with five bivalents (Lucefio et al.
1998). However, information about its microsporogenesis, as well as in other Cyperaceae,

is fragmented. Besides, the ultrastructural features of the pre-meiotic cells have not been
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documented. The purpose of this study was to determine the cellular changes that occur in

early microsporogenesis of R. pubera.

8.3 Material and methods

Ten individuals of Rhynchospora pubera L. (Cyperaceae) were collected in Recife,
Pernambuco in Northeast Brazil and were kept in a greenhouse of the Laboratério de
Biodiversidade e Restauracdo de Ecossistemas at Universidade Estadual de Londrina,
Brazil. Vouchers are kept at the FUEL herbarium.

Anthers were collected, immersed in a fixative solution containing 2.5%
glutaraldehyde and 2.0% paraformaldehyde in 0.1 M sodium cacodylate buffer, pH 7.2, for
24 h at room temperature, with constant mixing in a cell shaker, and then grouped by size.
These samples were washed in sodium cacodylate buffer, post-fixed with 1% osmium
tetroxide, washed again, and dehydrated in a graded ethanol series. Samples were
immersed in propylene oxide, treated in a graded propylene/Araldite® series and
embedded in Araldite® resin.

Ten anthers were sectioned using an ULTRACUT (Leica). Semi-thin sections (ca. 2
um) were stained with toluidine blue and examined in order to determine the anther stages.
Images from suitable stages were acquired using a Leica DM 4500 B microscope equipped
with a DFC 300FX camera and the Leica IM50 4.0 software, in about twenty sections of
each phase. Ultra-thin sections (ca. 70 nm) were stained with 9% uranyl acetate and lead
citrate (Reynolds’s solution) and analyzed using a FEI Tecnai 12 transmission electron

microscope at 80 kV. The images were acquired by the Soft Imaging System.
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8.4. Results and discussion

The young anthers of Rhynchospora pubera were formed by five distinct tissues,
each of them containing a single layer of cells: epidermis, endothecium, middle layer,
tapetum and sporogenous tissue (Fig. 1A). The last one was composed of pollen mother
cells. This arrangement indicates that the anther morphology of R. pubera follows the
common pattern found in higher plants (Bedinger 1992). Along the pre-meiotic stages,
meiocytes appear surrounded by a single callose wall (Fig. 1B) which effectively isolates
each PMC (Enns et al. 2005, Mascarenhas 1989, McCormick 1993). The PMCs were pear-
shaped, positioned adjacent to other cells and with the tapetum cells (Fig. 1B). In this
stage, plasmodesmata were absent, unlike in rice, where plasmodesmal connections
between PMCs and tapetum cells were frequently observed (Mamun et al. 2005). Some
organelles, e.g., plastids and mitochondria, were difficult to characterize. In this case, the
term “chondrioma” can be used in order to denote the organelles with uncertain ontogeny
(Mamun et al. 2005). Large lipid droplets were also evident (Figs. 1B, C). A large nucleus
with unpacked chromatin was more centrally located (Figs. 1B, C), which was bordered by
a regular nuclear envelope (Fig. 1C). These morphological features are common in other
groups of monocots, such as the Poaceae (Kirpes et al. 1996). The central position of the
nucleus in pre-meiosis was reported for other Cyperaceae groups, such as the Eleocharis
and Carex (Brown and Lemmon 2000, Furness and Rudall 1999, Kirpes et al. 1996), as
well as in other plant groups, e.g., yellow passion fruit (Souza and Pereira 2000). The
centrally located nucleolus was surrounded by an electron-lucid halo (Fig. 1C). The
cytoplasm of tapetum cells showed an electron density similar to that of PMCs, with
numerous organelles sparsely distributed, indicating a regular metabolism (Fig. 1D).

In the prophase I, the PMCs of R. pubera were also pear-shaped (Fig. 2A), similar

to those microsporocytes found in other Cyperaceae species (Brown and Lemmon 2000,
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Furness and Rudall 1999, Kirpes et al. 1996, Moar and Wilmshurst, 2003, Ranganath and
Nagashree 2000). The PMCs were bordered by tapetum cells at the abaxial position, but
PMCs side by side showed plasmodesmata connecting them (Fig. 2B). Cytoplasmic
connections between PMCs, which were sufficiently broad to permit the passage of
organelles and chromosomal materials, were reported in Lycopersicon esculentum (Mill.) -
Solanaceae (Polowick and Sawhney 1992). These connections can be important to
maintain the meiotic synchrony among PMCs of R. pubera, as suggested by Heslop-
Harison (1966) for other plant species. Plasmodesmata were described also between PMCs
and tapetum cells of Tillandsia albida (Mez et Purpus) — Bromeliaceae and Lobivia
rauschii (Zecher) — Cactaceae (Papini et al. 1999), but these connections are lost along the
maturation process. In R. pubera, plasmodesmata were not seen between PMCs and
tapetum cells, suggesting that a more physical independence could culminate in an
asynchrony of cellular maturation. This was seen when we compared the electron density
patterns between PMCs and tapetum cells. In the early stages (Fig. 1D), the two cells
displayed similar electron density, while in the late stage (Figs. 2B, C), the tapetum cells
were more electron-dense. Besides, vacuolation and cytoplasmic shrinkage were seen in
tapetum cells (Fig. 2B). These ultrastructural features can be a sign indicative of the initial
stage of programmed cell death (Papini ef al. 1999, Pennell and Lamb 1997, Wu and
Cheung 2000). The cytoplasm of PMCs exhibited a larger number of organelles at the
adaxial position, but with mitochondria and plastids undifferentiated and several vacuoles
randomly distributed (Figs. 2B, C, E). Small and few lipid droplets were observed (Fig.
2E), when compared with earlier stages. The nuclei appeared at the abaxial region, with
more condensed chromatin and nucleoli peripherally located, independent of cell
polarization (Figs. 2A, B, C). The opposite positioning of the organelles and the nucleus at

early meiosis of R. pubera seems to be different from that described for Carex blanda
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Dewey (Brown and Lemmon 2000). This species shows the prophasic nuclei in the central
region of the cell. According to Ranganath and Nagashree (2000), cell and organelle
polarizations are uncommon before meiosis I. However, our results indicate that in R.
pubera cellular asymmetry and the polarization of organelles occur in early meiosis.

Early microsporogenesis was also characterized by nuclear envelope changes, including an
increased number and a polarized disposition of nuclear pore complexes (NPCs). This
behavior of NPCs and organelle pool addressed to the adaxial region (Fig. 2E) determines
the cellular asymmetry in the prophase I of R. pubera. The density of NPCs can be related
to the physiological and developmental stages during microsporogenesis, similar to that
reported for Medicago sativa L. (Shi et al. 1991). According to Straatman et al. (2000),
during pollen development in Brassica napus, the vegetative nuclei exhibits a
concentration of NPC on surface come back to the generative cell. These authors suggested
that cellular polarization is associated with increased metabolic activity and, consequently,
with generative cell division. This arrangement of NPCs observed in R. pubera was
accompanied by an increase in the perinuclear space (Fig. 2D), which can be indicative of
intense metabolic activity in early microsporogenesis. These modifications in the nuclear
envelope ultrastructure appeared initially as fine expansions of the perinuclear space (Fig.
2D) or as substantial expansions (Figs. 2C, E, F) forming a reticulum inside the nucleus,
similar to the nuclear reticulum described by Singh et al. (1998). The nuclear reticulum is a
continuation of the inner nuclear membrane, in the same way that the endoplasmic
reticulum is a continuation of the outer membrane. These modifications can permit a fast
exchange of molecules between more internal nuclear regions and the cytoplasm. Singh et
al. (1998) using the ZIO technique, demonstrated that nuclear vacuoles store Ca* ions in

placental cells of Lilium regale, which is associated with cellular secretion.
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The third type of modification observed was the formation of grooves (Fig. 2C). These
structures were detected as projections of the nuclear envelope in the direction of the
nucleoplasm. In this case, the surface of the nuclear membrane has a lobed appearance
(Fig. 2C). These structures can be characteristic of a metabolically active cell, since these
lobes can increase the contact between the nuclear membrane and the cytoplasm. Thus, our
results suggest that in the early prophase of R. pubera different ultrastructural changes can
be assumed in favor of increasing metabolic activity and consequently guaranteeing the
success of meiotic division.

Some aspects of the meiotic process in the family Cyperaceae are still obscure or
not well understood. What is the biological motivation for the great investment in cell
polarization and increased metabolism in initial prophase, if nuclear degeneration in the
pseudomonads will result in the loss of three nuclei after meiosis? Why invest energy in
the early meiosis (metabolism and crossing-over) if the formation of the pseudomonads
will lead to the establishment of a single functional cell? Is this process similar to what
occurs during female gametogenesis in animals? Why does cell polarization in the genera
Eleocharis and Carex (nuclei in the adaxial region) differ from that observed in
Rhynchospora (nuclei in the abaxial region)? To conclude, the Cyperaceae seem to provide
excellent material for applications of cyto-molecular tools for the detection of proteins
related to the cytoskeleton and nuclear degeneration, without cell death, since the whole

process will culminate in the formation of the microgametophyte.
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Figure 1. Cross section of the anther in pre-meiotic stages of Rhynchospora pubera. (A) Five tissue types are
seen. The sporogenous tissue shows several PMCs containing a central nucleus with unpacked chromatin and
a single large nucleolus (arrow). (EP) epidermis, (ED) endotecium, (ML) middle layer, (T) tapetum and (ST)
sporogeneous tissue. Toluidine blue. Magnification, 200 X. (B) Electron micrograph of a PMC surrounded by
a thin callose wall (arrows) and showing abundant cytoplasmic lipid droplets (L). (N) Nucleus. (T) tapetum.
Magnification, 5800 x. (C) Detail of the PMC’s nucleus (N) surrounded by a regular nuclear envelope (ne).
The prominent nucleolus (nl) is encircled by an electron-lucid halo (arrows). (L) lipid droplets. Magnification
9700 x. (D) Cytoplasm of tapetum cell (T) exhibiting similarity with the PMC cytoplasm in electron density.
Note the presence of cytoplasmic organelles. (ED) endothecium, (ML) middle layer, (ST) sporogeneous

tissue and (N) nucleus. Magnification, 5800 X.
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Figure 2. Anther in prophase I of Rhynchospora pubera. (A) Several PMCs are seen exhibiting a nucleus in
the abaxial region. These nuclei contain packed chromatin as well as nuclear reticulum (nr). The nucleoli (nl)
are randomly positioned. (ML) middle layer. (T) tapetum. (ST) sporogeneous tissue. Toluidine blue.
Magnification, 1000 x. (B) Nuclei (N) are located in the abaxial region of the PMCs. Chromatin fibers are
seen compacted, and several cisterns of nuclear reticulum (nr) are found. Inset- Plasmodesmal connections
are present between adjacent PMCs. (T) tapetum. Magnification, 5800 Xx. (C) The cytoplasm of the tapetum
cell (T) is more electron-dense than that of the PMC. Note the presence of vacuoles (V) and cytoplasmic
shrinkage (arrows) of the tapetum cell. Nuclear reticulum (nr) and nucleolus (nl) are indicated. Magnification
5800 x. (D) Nuclear envelope of the PMC showing initial dilation of the perinuclear cisterns (arrows).
Magnification, 37,000 X. (E and F) Details of PMC’s nucleus (N). (E) The accumulation of the NPCs are
directed toward the pool of organelles. Magnification, 9700 x. (F) Dilations of the nuclear envelope
membranes leads to the establishment of the nuclear reticulum (inner membrane) (nr) and of the endoplasmic

reticulum (outer membrane) (er). Arrow points to nuclear envelope. cw- cell wall. Magnification, 5800 x
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Modificacoes no sistema de endomembranas coordenam o
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7.2. INTRODUCAO

Ao final da androsporogénese em angiospermas ocorre a formacao de uma estrutura
chamada tétrade, a qual € composta por quatro células hapldides produzidas ao final da
meiose. Entretanto, hd grupos que ndo formam tétrades, e a estrutura correspondente,
denominada Pseudomonade, Criptotétrade ou Tétrade monodinamospérica (Brown e
Lemmon, 2000), apresenta os quatro nucleos ocupando o mesmo citoplasma (Dunbar,
1973; Strandhede, 1973; Ranganath e Nagashree, 2000). A ocorréncia de pseudomonades
foi relatada nas familias Juncaceae (Ranganath e Nagashree, 2000), Cyperaceae (Tanaka,
1949) e Epacridaceae (Furness e Rudall, 1999), porém, somente as duas primeiras sao
filogeneticamente relacionadas. Possivelmente, a formacdo da pseudomonade surgiu
independentemente em cada um dos grupos ao longo do processo evolutivo. Apesar de
existirem fortes indicios de que a auséncia de tétrade em Cyperaceae € uma sinapomorfia
(Kirpes et al., 1996), Simpson et al. (2003) comentaram que pseudomdnades sdo ausentes
em alguns grupos de Mapanioideae Aubl, contudo, tais comentarios ndo sao baseados em
evidéncias irrefutdveis presentes na literatura especializada. As pseudomodnades de
Cyperaceae apresentam um arranjo caracteristico, no qual trés dos quatro nucleos sao
agrupados em um polo da célula, sofrendo posterior degeneracdo. O quarto nucleo torna-se
funcional, ocupa o centro da célula e, durante a androgametogénese, origina as células
vegetativa e generativa (Strandhede, 1973).

A pseudomodnade apresenta forma de péra, com a regido larga estabelecendo
contato com as cé€lulas do tapete (regido basal ou abaxial) e a regido mais estreita voltada
para o l6culo da antera (regido apical ou adaxial) (Dunbar, 1973; Strandhede, 1973). Os
nicleos degenerativos das Cyperaceae ocupam o pdlo apical, enquanto o nucleo funcional
€ encontrado na regido basal. Em Carex blanda Dewey, por exemplo, a meiose ocorre na

regido central da pseudomonade, com posterior migracao dos quatro nucleos para o pdlo
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apical, e retorno do nicleo funcional para a regido central (Brown e Lemmon, 2000).
Recentemente, San Martin et al. (2009) reportaram que no inicio da meiose de
Rhynchospora pubera (Vahl) Boeckeler, o nicleo da célula mae de andrésporo (CMA)
ocupa a regido basal e, ap6s a meiose, o nucleo funcional passa a ocupar a regido central,
ficando a regiao basal como o local de degeneracao dos trés nicleos nao funcionais. Estas
evidéncias mostram que os diferentes géneros de Cyperaceae apresentam notaveis
diferencas na organizacao ultraestrutural da pseudomonade.

Outras caracteristicas citologicas indicam que vérias formas de controle celular
estdo envolvidas no processo de formacdo da pseudomoénade. Em Eleocharis mamillata
H.Lindb, Eleocharis subser. Palustres Svenson (Strandhede, 1973), Eleocharis
subarticulata Boeckeler (da Silva et al., 2005), Isolepis cernua (Vahl) Roem. & Schult.
(Dopchiz e Pogggio, 1999) e Rhynchospora tenerrima Spreng (Vanzela et al., 2000), os
quatro nucleos exibem diferentes aspectos morfolégicos, mostrando que estdo com
diferentes niveis de organizacdo funcional/estrutural na mesma fase do desenvolvimento.
Essas informagdes sugerem algum tipo de isolamento do citoplasma, o qual separa
principalmente a drea funcional daquelas envolvidas com a degenera¢do dos nucleos. Ha
evidéncias do surgimento de um septo entre os nucleos degenerativos em Eleocharis
palustris (Dumbar, 1973).

A razdo bioldgica para a selecido do nucleo funcional e a vantagem evolutiva deste
processo ainda permanecem desconhecidos. Além disso, outras perguntas permanecem
abertas como: 1) Quais sdo os fatores envolvidos na polaridade nas pseudomodnades de
Cyperaceae? ii) Qual o processo envolvido na degeneracdo dos trés nucleos? e iii) Como
os trés nucleos degenerativos sdo isolados do micrésporo funcional? Neste estudo
investigamos o processo de isolamento dos nticleos degenerativos da pseudomoénade de

Rhynchospora pubera (Vahl) Boeckeler (Cyperaceae), com o objetivo de determinar a
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ultraestrutura e o processo funcional na auséncia de tétrade. Além disso, aspectos

envolvendo a morte celular na formacao do androgamet6fito sao discutidos.

7.3 MATERIAIS E METODOS
7.3.1 Material vegetal
Cerca de dez individuos de Rhynchospora pubera (Vahl) Boeckler (Cyperaceae)

foram coletadas em Recife, Pernambuco. Os exemplares foram mantidos em casa de
vegetacdo do Laboratério de Biodiversidade e Restauracio de Ecossistemas da
Universidade Estadual de Londrina, Parand, Brasil. As exsicatas foram depositadas no

herbario FUEL.

7.3.2 Fixacdo e embebi¢cdo

Anteras foram coletadas e imersas em solucdo fixadora contendo 2.5%
glutaraldeido e 2% paraformaldeido em 0.1M de tampao cacodilato de sédio, pH 7.2, por
24 h na temperatura ambiente, em constante agitacao, apds, foram separadas por tamanho.
As anteras foram lavadas em tampao, pds-fixadas em solucdo de tetréxido de 6smio 1%,
lavadas novamente em tampao e desidratadas em série alcodlica crescente. As amostras
foram imersas em Oxido de propileno, embebidas e emblocadas em resina pldstica
Araldite®. Anteras também foram fixadas em solucdo contendo etanol absoluto:dcido
acético glacial (3:1, v:v) por 12h e armazenadas a -20°C até serem usadas. As anteras
foram digeridas por 3h em 2% (v:v) celulase e 20% (v:v) pectinase. Depois de lavadas em
dgua destilada foram dissecadas em uma gota de acido acético 45% e esmagadas com

laminula, que foi posteriormente solta em nitrogénio liquido.
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7.3.3 Microscopia de luz

O material emblocado foi cortado em ultramicrétomo (ULTRACUT - Leica) de
modo a se obter cortes semi-finos (2 um) que foram corados com solucao azul de toluidina
2% em borato de sédio. O material esmagado foi corado com hematoxilina acética 1%.
Para a deteccao de polissacarideos totais foi utilizada a técnica do PAS, cortes semi-finos
(1 um) foram transferidos para lamina de vidro, tratados com 4cido periédico 1% (m/v) por
4h, e expostos a reativo de Schiff por 16 h, lavados em &4gua destilada e secos em
temperatura ambiente. Para a detec¢do de ribonucleoproteinas as anteras foram tratadas
com solu¢do contendo nitrato de prata 1% a 60°C por 12h, posteriormente, as anteras
foram dissecadas em uma gota de 4cido acético 45%, esmagadas com auxilio da laminula,
que foi solta em nitrogénio liquido. As ldminas foram montadas em Enthelan® (Merck). As
imagens foram obtidas com fotomicroscépio Leica DM 4500 B equipado com camera

Leica DFC 300FX e com software Leica IM50 4.0.

7.3.4 Imunoflorescéncia para deteccdo de elementos da parede celular

Anteras foram fixadas por imersdo em solugcdo contendo 2.5% glutaraldeido, 2%
paraformaldeido em tampao fosfato de sédio 0.1 M, pH 7.2, por 24h em temperatura
ambiente, em constante agitacdo foram lavadas em tampao. O material foi pés-fixadas em
tetroxido de 6smio 1%, lavadas novamente, desidratadas em série crescente de etanol,
embebidas e emblocadas em resina plastica LRWhite® (resin hard grade - London resin).
Cortes semi-finos (2 um) foram aderidos em lamina de vidro com Poly-L-Lysin (Merck),
incubados por 2h a temperatura ambiente com os anticorpos primario todos monoclonais
listados na tabela 1 (gentilmente cedidos pelo Dr. J-P. Knox, da University of Leeds,
U.K.). Para deteccdo os cortes foram incubados com anticorpo secundério Goat anti-rat

IgG complexado com FITC (Sigma), as laminas foram montadas em antifade contendo
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cloreto de magnésio. As imagens foram capturadas em epiflorescéncia (com filtro 450-
490nm) do fotomicroscépio Leica DM 4500 B equipado com camera Leica DFC 300FX e

com software Leica IM50 4.0.

7.3.5 Microscopia eletronica de transmissdo

Cortes ultrafinos (com 70 nm) foram feitos com auxilio de navalha de diamante
(DIATOME, com 45° de inclinacdo e 3 mm), coletados em telas de cobre com 200 mesh
(Electron microscopy science — Hatfield, EUA). As telas foram contrastadas com acetato
de uranila (Electron microscopy science — Hatfield, EUA) 9% por 20 minutos a
temperatura ambiente, protegidos da luz e citrato de chumbo (solu¢do de Reynolds)
também por 20 minutos a temperatura ambiente. O material foi analisados em microscépio
eletronico de transmissdo (FEI Tecnai 12) com voltagem de 80 kV e as imagens foram

capturadas pelo Soft Imaging System, com auxilio do software analySIS®.

7.4. RESULTADOS

As pseudomoénades de R. pubera foram analisadas utilizando diferentes
procedimentos para microscopia de luz. A coloragdo convencional com haematoxilina
férrica mostrou os quatro nucleos dispostos de maneira polarizada (Fig. 1A). Os trés
nicleos degenerativos apareceram dispostos na regido basal, a qual estd em contato com as
células do tapete (Figs. 1B, C) e o nucleo funcional na regido centro-apical (Figs. 1A-C).
Os nucleos degenerativos foram sempre menores que o nicleo funcional (Fig. 1A, B, D) e
mais corados com azul de toluidina (Fig. 1B). Ao contrario, o ndcleo funcional apareceu
pouco corado e o nucléolo bastante evidente (Fig. 1B). Na microscopia eletronica de
transmissdo os nucleos degenerativos apresentaram maior grau de compactacdo da

cromatina quando comparados ao nucleo funcional (Figs. 1D, 2A e 2B). O nucléolo esta
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presente tanto nos nucleos degenerativos quanto no niucleo funcional (Fig. 1D) e em todos
os nucleos o envoltério nucelar aparece bem delimitado (Figs. 2A, B).

O citoplasma envolvendo os niucleos degenerativos foi mais intensamente corado
pelo azul de toluidina, destacando as regides dos trés androsporos degenerativos pequenos
frente a regido funcional da pseudomodnade (Fig. 1B). Todas as regides citoplasmaticas
apresentaram a mesma eletrondensidade quando examinadas sob microscopia eletronica de
transmissdo (Figs. 1D, 2B-D). No citoplasma do futuro andrésporo funcional foram
encontradas gotas lipidicas dispersas, o que ndo € visto no citoplasma dos andrésporos nao
funcionais (Figs. 2A, D). Vacuolos com material no interior, mitocondrias e outras
organelas de dificil distincdo foram encontradas tanto no citoplasma funcional quanto nas
porg¢des citoplasmaticas ao redor dos nicleos degenerativos (Figs. 2A-C). Além disso, o
citoplasma dos andrésporos ndo funcionais apresentou sinais de contragao (Figs. 2B-D), ao
contrario do citoplasma do andrésporo funcional. No momento em que os nucleos
degenerativos apareceram isolados, as células do tapete exibiram algumas caracteristicas
morfoldgicas de degeneracdo, como maior eletrondensidade do citoplasma, auséncia das
paredes periclinais voltada para o interior do 16culo, auséncia das paredes anticlinais € a
presenca de corpusculos de Ubisch (Fig. 2D). As demais camadas da antera, como
epiderme e camada média exibiram uma maior integridade (Fig. 2D).

A pseudomoénade foi marcada pela presenga de uma parede delgada, a qual foi
formada entre os nticleos degenerativos (Figs. 1B-D). Esta parede foi positivamente corada
pela técnica do PAS evidenciando a presenca de aguicares em sua composicao (Fig. 1C). A
parede interna exibiu contato com a face interna da parede da pseudomoénade (Fig. 1D),
isolando efetivamente os niicleos degenerativos do nucleo funcional (Figs. 1B e 1D). A
parede de exina, contendo columela e tectum (Fig. 1D) foi intensamente corada pela

técnica de PAS (Fig. 1C). A parede interna foi formada pela fusdo de vesiculas
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provenientes do complexo de Golgi, compondo cisternas ao redor dos andrésporos nao
funcionais (Figs. 2C, E). Dentro destas cisternas, foram observadas pequenas vesiculas que
aparentemente depositaram um material mais eletrondenso (Fig. 2E), organizado como
corddo isolando os nucleos degenerativos (Fig. 2C). As paredes internas foram marcadas
positivamente pelo anticorpo JIM13 que reage contra a proteina transmembrana
arabinogalactano (AGPs) (Fig. 2F). Esta mesma regido foi reconhecida pelo anticorpo
JIMO7 que detecta uma esterificacdo do dcido galacturbnico em pectinas, a qual é
componente da lamela média (Fig. 2G).

Durante a androgametogénese andrésporo funcional € marcado por uma mitose,
originando uma célula vegetativa e outra generativa, ainda na presenca dos nucleos
degenerativos (Fig. 3A). Apds a completa degeneracao dos trés nicleos, o androgametofito
apareceu organizado pela célula generativa contida na vegetativa (Fig. 3B). No curso de
amadurecimento do androgametoéfito, a célula generativa sofre a segunda mitose
originando as células gaméticas (Fig. 3C). O conjunto composto por células gaméticas e
célula vegetativa forma o grao de pdlen de R. pubera. Quando analisados sob microscopia
eletronica de transmissdo, a formacdo do androgameto6fito foi marcada inicialmente pela
fusdo de indmeros e pequenos vacuolos, culminando em um grande vacuolo central (Fig.
3D). Este vacuolo tem como func¢do o deslocamento do nucleo funcional para periferia da
célula antes da primeira mitose (Fig. 3D, E). A célula generativa apareceu isolada da
vegetativa por uma membrana ténue (Fig. 3F) e sua organizagdo foi marcada pela presenca

de pequenos vacuolos e plastidios (Fig. 3F).

7.5. DISCUSSAO
Os quatro nucleos reunidos em um unico citoplasma caracterizam a auséncia de

tétrade, tipico em Cyperaceae. Tal estrutura é conhecida como pseudomdnade (Brown e
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Lemmon, 2000). As pseudomdnades de R. pubera exibiram nucleos degenerativos
agrupados na regido basal, ao contrario do que normalmente ocorre com a maioria dos
géneros da familia Cyperaceae (Strandhede, 1965; Furness e Rudall, 1999; Brown e
Lemmon, 2000). A razdo desta polarizacdo permanece desconhecida, entretanto, algumas
hipéteses t€m sido formuladas. A primeira e mais aceita na literatura é a da orientacdo do
“poro-tapete” na qual o posicionamento do nicleo funcional € guiado pelo poro do pdlen
que estabelece contato com as células do tapete, na regido basal da pseudomodnade,
sinalizando o dominio de estabelecimento do nicleo funcional (Romanov, 1959; Kirpes et
al., 1996). Outra hipdtese, formulada por Héakansson (1954), é a de que os ntcleos
degenerativos se posicionam longe das células do tapete, na regido estreita da
pseudomonade, e degeneram por conseqiiéncia da falta de nutricdo e de espagco. No
entanto, nossos resultados ndo sdo condizentes com nenhuma das duas hipéteses, uma vez
que os nucleos degenerativos estdo posicionados na regido basal da pseudomonade perto
do tapete e na regido larga da célula.

Estudos ultraestruturais no grupo FEleocharis palustris mostraram que o
desenvolvimento de uma placa celular entre os quatro nicleos s6 ocorre quando estes estao
posicionados na regido apical da pseudomonade (Dunbar, 1973; Strandhede, 1973). Desta
maneira, uma citocinese assimétrica poderiam originar um micrésporo maior, funcional e
outros trés menores ndo funcionais (Ranganath e Nagashree, 2000), como também visto
em R. pubera. Outros autores sugerem que a formagdo da pseudomoénade acontece devido
a auséncia de citocinese e, assim, os trés nicleos podem migrar para a porcao apical antes
da degeneracdo (Kirpes et al., 1996; Furness e Rudall, 1999). Os resultados do presente
trabalho mostram claramente a existéncia de uma citocinese assimétrica isolando a célula
funcional das outras trés ndo funcionais. Assim, nds sugerimos que o isolamento das trés

células permite que a sinalizacdo para eliminacdo dos nicleos degenerativos ndo influencie
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no desenvolvimento do nucleo funcional, justamente pela independéncia citoplasmaética.
As paredes internas da pseudomoénade de R. pubera sdo constituidas de pectina
esterificadas, as quais foram marcadas positivamente pelo anticorpo JIM7, como também
reportado Knox et al.(1990), contudo essa regido nao foi marcadas pelo anticorpo JIMS5
(dados ndo apresentados). Pectinas ndo esterificadas sao encontradas mais freqiientemente
em regides de lamela média (Knox, 1997), ao contrario das esterificadas, que estdo
presentes na parede celular da epiderme em intenso crescimento, como reportado em
epiderme de raiz de cenoura (VandenBosch et al., 1989). As AGPs, encontradas na
membrana plasmatica, parede celular e livres no citoplasma, ainda ndo sdo bem
compreendidas, mas mostraram importancia na embriogénese de células somdticas de
cenoura (Kreuger e Van Holst, 1993), no controle da expansao de células epidermais de
Arabdopsis thaliana e no crescimento do tubo polinico de Lilium longiflorum. Os
multiplos papéis e localizagdes das AGPs sdo um indicativo de que estas proteinas sejam
importantes sinalizadoras na interacdo célula-célula. Além disso, existem evidéncias do
envolvimento de AGPs na sinalizagdo de morte celular programada (MCP) em células
vegetais (Mitler et al., 1997). A presenca destas proteinas nas paredes internas que isolam
os nucleos degenerativos do funcional de R. pubera indica uma possivel sinaliza¢do de
MCP neste processo.

Dados ultraestruturais em células vegetais mostraram que a condensacdo da
cromatina, encolhimento e vacuolizacio do citoplasma s3o excelentes marcadores
morfolégicos de MCP (Coimbra et al., 2004). A degradacdo da cromatina durante o
processo de MCP € coordenado pela ativacao de endonucleases especificas que clivam o
DNA em fragmentos de cerca de 180 pb, para isto o material genético é submetido a um
alto grau de compactacdo (Mitler et al., 1997; Dominguez et al., 2001). Nas células

animais, a condensagdo da cromatina ocorre na regido periférica do nicleo, no entanto, em



46

células vegetais esta condensac@o ocorre em todo o nicleo, como foi descrito em tabaco
(Mitler et al., 1997). Este padrao de compactagdo da cromatina foi encontrado nos nicleos
degenerativos da pseudomonade de R. pubera. As regides do DNA que contém as
sequéncias organizadoras de nucléolo tendem a ser clivadas no final do processo de MCP
(Varnier et al., 2005), por isso nucléolos foram encontrados nos nicleos degenerativos de
R. pubera, mesmo em estiagios avangados de MCP. Outro indicativo de MCP encontrado
em nosso trabalho foi a presenga de organelas como mitocondrias e plastidios nos
fragmentos de citoplasma isolados com os nucleos degenerativos. Estas organelas
desempenham importantes papeis de sinalizagao para MCP tanto em células animais (Lam
et al., 2001) quanto em células vegetais (Hanson e Bentolila, 2004). As caracteristicas
ultraestruturais encontradas na pseudomonade de R. pubera sdo um indicativo de que os
micrésporos nao funcionais sdo eliminados por MCP. O nicleo funcional por sua vez,
mostrou-se menos eletrondenso, com grande volume, sugerindo elevada atividade
transcricional.

Nossos resultados sugerem que hda uma relacdo entre a morte programada das
células do tapete e o desenvolvimento do pélen maduro em R. pubera, porém, hd questoes
que ainda ndo estdo esclarecidas como: 1) Qual € a real dependéncia da morte das células
do tapete frente a degeneracio dos micrésporos ndo funcionais? 2) E possivel que a morte
das células do tapete aconteca precocemente em funcdo da formagdo precoce do grdo de
polen? 3) O mecanismo de MCP é o mesmo nos diferentes tipos celulares? 4) Qual o
motivo bioldgico da eliminacdo de trés dos quatro nucleos formados apos a meiose? Este
estudo abre novas perspectivas para investigacdes sobre MCP em plantas, envolvendo
modificagdes nas membranas, bem como sobre a expressdo génica associada ao processo

de degradag¢do dos nicleos?
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Figura 1- Diferentes coloracdes para microscopia de luz e microscopia eletronica de transmissdo da
pseudomoénade R. pubera. (A) A pseudomoOnade apresenta um formato de péra com trés nicleos
degenerativos (dn) na regido larga da célula e um niicleo funcional (fn) maior na regido mais estreita. Corado
com hematoxilina acética. Aumento 1.000X. (B) Cortes semifinos longitudinais a antera corados com azul de
toluidina, os nucleos degenerativos (dn) se encontram na regido basal que estabelece contato com o tapete (T)
e o nucleo funcional (fn) estd na regido apical. Aumento 1.000X. (C) Técnica do PAS mostrando marcacio
positiva na parede celular interna (setas), nicleo funcional (fn) e niicleos degenerativos (dn). Aumento
1.000X. (D) eletromicrografia da pseudomonade mostrando os trés niicleos degenerativos (dn) isolados na
regifo basal por uma fina parede interna que estabelece contato (setas) com a parede da pseudomonade.

Aumento 2.850X.
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Figura 2- (A) Nicleo funcional (fn) grande e com a cromatina bastante descompactada nucléolo (seta)
evidente. Aumento 5.800X. (B) Detalhe do niicleo degenerativo (dn) com a cromatina compactada em
relacdo ao nidcleo funcional, isolado do citoplasma da pseudomodnade pelas cisternas do provindas do
Complexo de Golgi e na porcao citoplasmadtica isolada com o niicleo degenerativo mostrando sinais de
contragdo e com presenca de organelas. Aumento 5.800X. (C) Detalhe da figura (2B) mostrando a presenca
de material eletrondenso (seta) dentro das cisternas do Golgi. Aumento 26.500X. (D) Células do tapete (T)
mostrando claros sinais de morte celular, com a presenca de corpisculos de Ubisch (cabeca de seta). A
pseudomodnade apresenta a parede interna (seta) isolando os nicleos degenerativos (dn). Epiderme (E) e
camada média (cm). Aumento 2.850X. (E) Detalhe da figura (2B) mostrando a fusdo das cisternas do Golgi
que formam a parede interna, dentro das cisternas so vistas pequenas vesiculas (setas) que parecem originar
um corddo de material eletrondenso dentro das cisternas. Aumento 18.500X. (F) Corte semifino da antera
mostrando a marcacio positiva (setas) do anticorpo JIM 13 contra a proteina arabnogalactana. Aumento
1.000X. (G) Corte semifino da antera mostrando a marcacdo positiva (setas) do anticorpo JIM 7 contra

residuos metil-esterificados da pectina. Aumento 1.000X.



50

Figura 3 — (A - C) Diferentes fases do desenvolvimento do androgameté6fito impregnado por nitrato de

prata. (A) Pseudomonade com a presenga dos nicleos degenerativos (setas), nicleo generativo e ntcleo
vegetativo (vn). (B) Androgametéfito com as células vegetativa (cv) e generativa. (C) Grao de pélen maduro
com os nucleos gaméticos (setas) e a célula vegetativa. (A — C) aumento 1000X. (D) Eletromicrografia de
transmissdo de uma fase intermedidria ao do desenvolvimento do androgamet6fito mostrando pequenos
vacuolos (*) se fundindo e formando um grande vacuolo central (v). Aumento 2.850X. (E) Androgametdfito
maduro com o ntdcleo da célula vegetativa (nv) com a cromatina descompactada e o nicleo da célula
generativa (ng) com a cromatina compactada. Vactdolo (V). Aumento 2.850X. (F) Maior aumento da célula
generativa mostrando a presenga de plastidios (seta) no interior do seu citoplasma e uma membrana (cabeca

de seta) a isolando da célula vegetativa. Aumento 18.500X.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho contribui para o entendimento da androsporogénese da familia
Cyperaceae. Com a caracterizacdo ultraestrutural do tecido esporogénico da antera de
Rhynchospora pubera.

e A polarizacdo da pseudomodnade € marcada pelo deslocamento do nicleo da célula
mae de andrésporo para regido basal.

e O sentido da polarizacdo da pseudomoénade do género Rhynchospora é diferente
dos demais géneros da familia.

e Apdés a meiose os trés nucleos degenerativos sdo isolados por uma citocinese
assimétrica, configurando a pseudomoénade com trés andrésporos pequenos nao
funcionais e um grande funcional.

e Esta parede além de conter residuos de pectina apresenta AGPs. Estas proteinas
podem estar relacionadas ao processo de morte celular programada.

e Desta forma, esta parede ndo permite que os fatores de morte celular programada,
responsdveis pela eliminacdo dos andrésporos ndao funcionais, influenciem no
desenvolvimento do andrésporo funcional.

¢ Os andrésporos ndo funcionais apresentam caracteristicas ultraestruturais de morte
celular programada, como: contracdo do citoplasma, compactacdo da cromatina,
nucléolo presente e mitocondrias.

e Antes da eliminagcdo dos nucleos degenerativos o nucleo funcional se divide por
mitose originando a célula vegetativa e célula generativa.

e A célula generativa € isolada da célula vegetativa por membranas.
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e Ap6s a eliminagdo dos ntcleos degenerativos a célula generativa se divide por
mitose formando os dois nicleos gaméticos com o grao de pdlen ainda dentro da
antera.

A partir deste trabalho torna-se evidente a necessidade de novos estudos com o
intuito de se esclarecer importantes questionamentos abertos sobre a androsporogénese da
familia Cyperaceae como:

® Qual o vantagem evolutiva da elimina¢do de trés dos quatro nicleos formados apds
a meiose?

¢ Por que a pseudomonade se polariza de maneira diferente nos diferentes géneros da
familia?

® (Qual o mecanismo envolvido na escolha de um tnico ndcleo? Ou este € um fato
aleatério?

® Que fator coordena a citocinese assimétrica que acontece na pseudomonade?

¢ Quais os mecanismos moleculares envolvidos na eliminacdo dos andrésporos nao
funcionais? E se estes mecanismos sdo os mesmos nos diferentes géneros da

familia?
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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