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RESUMO

Eugenia L., género de Myrtaceae Juss. com maior riqueza de espécies,
tem apenas uma - Eugenia uniflora L. - analisada do ponto de vista da anatomia e
desenvolvimento floral. Dentre as outras espécies nativas, encontra-se E.
neonitida Sobral, conhecida vulgarmente como “pitangéo”, de ocorréncia restrita
as restingas do Rio de Janeiro e Espirito Santo e ameagada de extingdo. O
presente trabalho visa fornecer dados relativos a anatomia e ontogénese da flor
de E. neonitida e contribuir para o esclarecimento de algumas questdes
fundamentais no grupo. A espécie apresenta meristemas de inflorescéncia, floral
e vegetativo protegidos por apéndices, na base dos quais foi registrada a
ocorréncia de coléteres. Cavidades esquizégenas secretoras de O6leo estédo
presentes em todo o eixo reprodutivo. A ordem de diferenciacdo do perianto &
centripeta seguida pelo gineceu, que antecede o androceu. A microsporogénese
€ simultanea, concomitante com a megasporogénese. O gineceu € bicarpelar, a
placenta tem origem caulinar e 6vulos bitegmos. A vascularizacdo é feita por oito
feixes anficrivais que percorrem o hipanto, onde uma parte diverge para cada
verticilo e outra penetra invertida o septo ovariano, de modo a vascularizar a
placenta. Os estames apresentam variagcbes no desenvolvimento. Durante a
microsporogénese a formacao de tétrades foi incompleta em certas lojas, onde foi
observada a presenca de nucleos extranumerarios em alguns microgametofitos.
Pdde-se concluir que E. neonitida e E. uniflora ttm semelhancas estruturais, tais
como a presenca de coléteres, o numero de carpelos, a origem caulinar da
placenta, o processo de formacdo do septo ovariano e a vascularizacado
placentaria transeptal além das alteragbes na formacédo do podlen. Diferencgas
relativas ao processo de formacdo das cavidades secretoras, a altura em que a
placenta se insere no septo e ao numero de tegumentos dos 6vulos apontam para
uma diversidade estrutural dentro do grupo, o que evidencia a necessidade de

mais estudos nesta area para a familia.



ABSTRACT

Eugenia L., the most species-rich genus of Myrtaceae Juss., has only one -
Eugenia uniflora L. - analyzed from the floral anatomy and developmental point of
view. E. neonitida Sobral, one of the several other native species, known as
“pitangéo”, is threatened and restricted to the restingas of Rio de Janeiro e
Espirito Santo states. The goal of this work is to provide data of E. neonitida
related to flower anatomy and ontogeny meaning to contribute to clarify some
fundamental questions in the group. The species presents inflorescence, floral and
vegetative meristems protected by appendices, in which base coleters occurr.
Schizogenous cavities secreting oil are present along the reproductive axle.
Perianth differentiation is centripetous, followed by gynoecium which precedes
androecium. Microsporogenesis is simultaneous and concomitant with
megasporogenesis, presenting variations during development. Gynoecium is
bicarpelar, with a placenta of caulinar origin and bitegmic ovules. Vasculature is
composed by eight amphycribal bundles which runs through the hypanthium
where part diverges to each whorl and part inverts and penetrate the ovarian
septum, vascularizing the placenta. The stamens present variations in
development. During microsporogenesis tetrad formation is incomplete in some
loculi, where the presence of extranumerary nuclei has been observed in several
microgametophytes. We concluded that E. neonitida and E. uniflora have several
structural similarities, named colleters, the number of carpels, the caulinar origin of
placenta, the formation of ovarian septum, the transeptal vascularization of
placenta and the vaiations in pollen formation. Differences related to the process
of secretory cavities, to the height of placenta insertion in the septum and to the
number of ovule teguments points to a structural diversity inside the group, and

the necessity of other analyses in the area in the family.
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Introducéo

1 INTRODUCAO

Myrtaceae Juss. abrange 131 géneros e 4.620 espécies (Stevens, 2001). A
familia apresenta distribuicdo pantropical e subtropical (Souza & Lorenzi 2005)
tendo, segundo Barroso et al. (1984), os maiores centros de diversidade na
América Tropical e Australia. A familia € representada por arvores ou arbustos,
raramente subarbustos, que apresentam troncos geralmente com cortex
esfoliante (Souza & Lorenzi 2005) e pequenos pontos translicidos nas folhas,
flores, frutos e sementes (Barroso et al.,1984), que sao definidos anatomicamente
por Fontenelle et al. (1994) como cavidades secretoras produtoras de oleo. A
filotaxia € oposta, raramente alterna (Canndolle 1828), e as inflorescéncias séo do
tipo panicula ou reducdes desta, que levaram a formacdo de racemo, dicasio
trifloro ou & uma unica flor (Briggs & Johnson, 1979). As flores sdo geralmente
brancas, bissexuadas, actinomorfas, diclamideas. Os estames sdo longamente
exsertos e vistosos, geralmente numerosos e livres, com anteras rimosas,
raramente poricidas (Souza & Lorenzi, 2005). O ovario € sempre infero, com
namero variavel de loculos e de évulos. As flores apresentam um hipanto pouco
ou ndo projetado acima do ovario (Barroso et al.,1984). Os frutos sao do tipo
baga, drupa, cédpsula ou nucula (Souza & Lorenzi, 2005). A familia abrange
espécies que se destacam do ponto de vista econémico, industrial, ornamental e
alimentar como o “eucalipto”, o “cravo-da-india”, e frutiferas como a “goiabeira”, a

“‘jabuticabeira” e a “pitangueira” (Souza & Lorenzi, 2005).

No Brasil ocorrem 23 géneros e aproximadamente 1000 espécies de
Myrtaceae, caracterizando-se como uma das familias mais representativas na
flora do pais, com destaque para a Mata Atlantica, sobre tudo, na fisionomia
Restinga (Souza & Lorenzi, 2005). A familia esta entre aquelas de maior riqueza
de espécies na Restinga da Marambaia, com 30 espécies subordinadas a onze
géneros, 0s quais se distribuem entre as subtribos Eugeniinae O. Berg, Myrciinae
O. Berg e Myrtinae Burnett (Souza, 2005). O género com maior riqueza de
espécies é Eugenia L., com treze espécies. Da totalidade de espécies vegetais
levantadas para a Marambaia, quarenta e uma encontram-se incluidas na lista de

espécies ameacadas de extingdo no municipio do Rio de Janeiro (Conde et al.
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2005). Dentre estas se encontra E. neonitida com ocorréncia na formagao
herbacea fechada de corddo arenoso, na arbustiva aberta ndo inundavel, na
arbustiva fechada de cordéo arenoso, na arbustiva fechada de poOs-praia e na

floresta de duna (Souza, 2005).

Myrtaceae é uma familia bem delimitada, porém com problemas na
circunscricdo de grupos infrafamiliares os quais tém sido alvo de investigacéo por
parte de pesquisadores como Candolle (1828), Johnson & Briggs (1984), Wilson
et al. (2001, 2005) e Lucas et al. (2005, 2007). O trabalho de identificacdo das
espécies de Myrtaceae é dificil e tedioso (McVaugh 1963) pela semelhanca da
maioria de seus caracteres. Uma delimitacdo mais confidvel dos diferentes taxons
s6 pode ser alcancada através de levantamento cuidadoso das espécies de cada
regido, aliado a estudos de biossistemética (Barroso et al. 1984). Estas
dificuldades também s&o destacadas por Kawasaki (1989) e Proenca (1990).
Barroso & Peixoto (1995) atribuem as referidas dificuldades taxonémicas ao que
denominam de “forte paralelismo filogenético”, as diferentes interpretagdes dos
caracteres morfolégicos e as colecbes pouco representativas em relacdo a

variabilidade e a distribuicdo geografica das espécies.

Candolle (1828) dividiu inicialmente a familia com base no tipo de fruto em
trés tribos — Myrteae DC., Leptospermeae DC. e Chamelaucieae DC. - que
incluiam géneros com, respectivamente, frutos carnosos multiloculares, secos
multiloculares e secos com um unico l6culo. Esta classificagdo, com pequenas
variacfes, permaneceu vigente até o final do século XX. Kausel (1956, 1966 apud
Lucas et al.,, 2007 p.1105-1107) propd6s uma divisdo em dois grupos e cinco
subfamilias, baseada no tipo de germinacdo. No entanto, a maioria dos autores
reconhecia apenas as tribos Leptospermeae, com frutos capsulares e distribuicao
paleotropical e Myrteae, com frutos carnosos e com a maioria das espécies

ocorrendo na América do Sul (Lucas et al., 2005).

As subfamilias de Myrtaceae foram primeiramente contestadas por
Johnson & Briggs (1984), ao utilizarem caracteres morfolégicos e anatémicos
como a vascularizagdo do Ovulo. Posteriormente, dados morfologicos e

moleculares foram combinados em estudos filogenéticos (Wilson et al. 2001).

2
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Analises moleculares trouxeram novas contribuicdes a sistematica da familia.
Embora a familia tenha sido reconhecida como monofilética, foi proposta a
redefinicho dos taxons infrafamiliares, dada a inconsisténcia dos caracteres
tradicionalmente utilizados nas delimitacdes. O fruto carnoso, considerado tipico
de Myrtoideae, provavelmente surgiu independentemente em trés ocasides
distintas na evolucdo da familia, ndo sendo, portanto, confiavel como carater
taxondmico (Wilson et al. 2001). Em uma nova proposta, 0s géneros
anteriormente pertencentes as familias Chamelauciaceae F. Rudolphi,
Heteropyxidaceae Engl. & Gilg, Kaniaceae Nakai, Leptospermaceae F. Rudolphi,
Melaleucaceae Vest, Myrrhiniaceae Arn., e Psiloxylaceae Croizat, passam a
integrar a familia Myrtaceae sensu lato, dividida em duas subfamilias: Myrtoideae

com quinze tribos e Psiloxyloideae com duas tribos (Wilson et al. 2005).

Incluido em Myrtoideae (sensu Wilson), Eugenia L. € um género com cerca
de 1000 espécies, a maioria de ocorréncia nas Ameéricas Central e do Sul (Van
der Merwe et al.,2005). O numero total de espécies incerto é devido aos varios
problemas nomenclaturais envolvidos (Souza, 2005). Para o Brasil estima-se em
350 o numero de espécies (Landrum & Kawasaki 1997). O género esta
representado por arbustos ou arvores com inflorescéncias em diades, fasciculos,
ou racemo tipo stenocalyx (Souza, 2005). As flores possuem quatro sépalas e
guatro pétalas. Os botBes apresentam calice aberto deixando o apice do globo
petalifero visivel ou oculto pelos lobos do calice. O ovéario € bilocular, pluriovulado.
O fruto é do tipo bacéceo globoso, elipséide ou piriforme, amarelo, vermelho ou
atropurpureo quando maduro, com calice persistente (Souza 2005). Os dados
morfologicos e anatbmicos existentes até o momento ndo auxiliaram a aprimorar
a classificacdo do género principalmente porque as espécies sdo muito similares,
sendo Eugenia um dos géneros de tratamento mais dificil dentre as
Angiospermas (Van der Merwe et al, 2005). Dada a homoplasia de muitos dos
caracteres morfoldégicos de Myrtaceae e da tribo Myrteae em particular, a qual
esta subordinado o género Eugenia, este grupo necessita de mais estudos para
gue caracteres estruturais possam ser utilizados em estudos filogenéticos (Lucas
et al., 2007).
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As espécies de Eugenia apresentam grdos de polen como recurso floral
(Faegri & Pijl, 1979; Proenca & Gibbs, 1994; Lughadha & Proenca, 1996)
desempenhando, segundo Silva & Pinheiro (2007), um importante papel na
manutencdo deste recurso nas restingas. O nimero de sementes varia de um a

dois (Souza, 2005) como é caracteristico da familia (Pizo, 2002).

A primeira contribuicdo relativa a anatomia floral para o género Eugenia foi
de Lopes (2008) que descreveu para Eugenia uniflora L. pela primeira vez na
familia, a estrutura dos coléteres coléteres, estabeleceu o gineceu como
bicarpelar e o évulo como unitegmo. O autor relata ainda, para alguns individuos
com grande incidéncia de galhas, variagcbes no desenvolvimento floral tais como:
auséncia do tecido transmissor no septo ovariano, 6vulos com nucelos sem
gualquer evidéncia da presenca de saco embrionario, a presenca de dois sacos
embrionarios lado a lado, anteras com tapete degradado e gréos de podlen
completamente colapsados ou com proliferacdo de células formando uma massa
multicelular amorfa. Embora E. uniflora tenha evoluido a partir de um grupo com
placentacdo na regido mediana do septo (Lucas et al., 2007), Lopes (2008)
descreve para esta espécie Ovulos com placentacdo axial basal, como

consequéncia de uma origem septal mista.

Conhecida vulgarmente como “pitangdo” ou “pitangatuba”, Eugenia
neonitida Sobral tem ocorréncia restrita as restingas do Rio de Janeiro e Espirito
Santo, distribuindo-se pela Restinga da Marambaia, Grumari, Jacarepagua,
Marica, Cabo Frio, Barra de Sao Jodo e Macaé (Souza, 2005), sendo seus frutos
amplamente apreciados pelas populacdes locais, representando uma 6tima fonte
de macro e micronutrientes para alimentacdo humana (Vilar et al., 2006), usado in
natura ou no preparo de bebidas (Souza, 2005). Tratam-se de arbustos de até 2,5
metros de altura, com folhas elipticas de &pice curto e bordo revoluto. A
inflorescéncia € do tipo racemo stenocalyx axilar terminal, que apresenta raque
com 1-2 pares de flores; ferdfilos eliptico-ovados na base do antopddio e profilos
elipticos ou ovados ocultando o ovario. Os botdes florais sdo globosos, com até 8
X 8 mm, com cdélice ocultando o globo petalifero (Souza, 2005). As flores sdo
bissexuais, com quatro pétalas alvas curvadas sobre o hipanto e quatro sépalas

também flexionadas sobre esta estrutura, proporcionando um maior destague ao

4
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androceu. O androceu é polisttmone, os estames estdo distribuidos sobre o
hipanto, ao redor do estilete, e apresentam filetes filiformes e anteras globosas,
bitecas de deiscéncia longitudinal e coloracéo branca. O estigma é diminuto, seco
e formado por papilas. (Silva & Pinheiro, 2007). Frutos oblongos, em média com 3
cm de comprimento e 2,5 cm de largura. Durante o processo de amadurecimento,

a cor dos frutos passa do verde até o amarelo vivo (Vilar et al., 2006).

As flores de E. neonitida sdo, como as demais do género, generalistas e
subordinadas a categoria de “flores-pdlen”. A antese é diurna, por apenas um dia,
sendo as flores visitadas por uma ampla variedade de insetos, incluindo
himendpteros, dipteros, coledpteros e neurépteros, totalizando 29 espécies. As
abelhas s&o os visitantes mais comuns e, dentre elas, Apis mellifera
Linnaeus,1758, é considerada o polinizador efetivo da espécie. A floracdo é anual
e em massa, ocorrendo do final de agosto até inicio de dezembro, com
frutificacdo de outubro até inicio de janeiro (Silva & Pinheiro 2007). O periodo de
floracdo é varia segundo diferentes autores: de setembro a fevereiro com
frutificacdo de outubro a marco (Souza, 2005), ou de outubro a novembro com

frutificacdo de novembro a janeiro (Vilar et al. 2006).

E. neonitida encontra-se incluida por Di Maio & Silva (2000) na categoria
“Vulneravel (VU)” da lista de espécies ameacadas de extingdo no municipio do
Rio de Janeiro, onde aparece referida pelo sinbnimo Eugenia nitida Cambess.
Sua inclusdo na categoria vulneravel, o habitat restrito, o potencial nutritivo e a

falta de dados anatémicos, tornam urgente conhecé-la mais profundamente.

Lucas e colaboradores (2005) apontam E. neonitida (referida novamente
por Eugenia nitida Cambess.) e E. uniflora como estreitamente relacionadas. E.
neonitida, E. uniflora e E. sulcata compartilham caracteres morfolégicos como
hipanto e fruto 8-costado (Souza 2005). Considerando a proximidade filogenética
dos taxons, o presente trabalho objetiva analisar a anatomia e a ontogénese da
flor de E. neonitida, formulando a hipétese de que a espécie compartilha os
mesmos estados dos caracteres apontados por Lopes (2008) para E. uniflora.
Num contexto mais amplo, busca-se fornecer dados estruturais mais

aprofundados sobre o desenvolvimento floral em Eugenia de modo a contribuir
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para o esclarecimento de questfes fundamentais como o numero de carpelos, a

origem do septo e a natureza da placentacdo no grupo.
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2 MATERIAL E METODOLOGIA

O material analisado consta de amostras de seis individuos de E. neonitida
ocorrentes em populagdes naturais (Fig.1 A-G) de diferentes locais da Restinga
da Marambaia (tabela 1). Localizada na Baia de Sepetiba, Rio de Janeiro, a
Marambaia compreende uma faixa de terra estreita, plana, arenosa com cerca de
40Km de extensdo conhecida localmente como Restinga da Marambaia e uma
parte alargada, montanhosa, de formato triangular, com cerca de 6Km na sua
porcao norte/sul, denominada localmente de Ilha da Marambaia. Entre a Restinga
e a llha ha um trecho alargado e uma baia formada pela projecdo de um esporao
arenoso, a Ponta da Pombeba (23°04S / 43°53W). A porgédo norte da Marambia
esta voltada para a Baia de Sepetiba e sua porcao sul é banhada pelo Oceano
Atlantico. E separada do continente pelo canal do Bacalhau, na Barra de

Guaratiba, municipio do Rio de Janeiro. (Conde et al. 2005).

Foram confeccionadas excicatas com material botanico correspondente a
cada individuo estudado, que se encontram depositadas no herbario do Museu
Nacional (R) (Tabela 2).

Primordios de inflorescéncia, botes florais e flores coletados em varios
estadios de desenvolvimento, foram mensurados, fixados em solugdo composta
por paraformaldeido 4% + glutaraldeido 2,5% em tampé&o fosfato de sodio 0,05M
pH 7,2, desidratados em série etandlica e emblocados em Historesin (Leica®).
SecclOes seriadas de 1-3um de espessura, obtidas com navalha de vidro em

micrétomo rotativo Spencer, foram coradas com Azul de Toluidina (Gahan, 1984).

Os materiais foram mensurados levando-se em consideragdo a maior largura e
agrupados nas seguintes classes de tamanho: a) menores que 1mm, b) 1Imm (de
1,0 a 1,9mm); c¢) 2mm (de 2,0 a 2,9mm); d) 3mm (de 3,0 a 3,9mm); €) 4mm (de
4,0 a 4,9mm); f) 5mm (de 5,0 a 5,9mm); g) 6mm (de 6 a 6,9mm); h) 7mm (de 7 a
7,9mm); i) 8mm (de 8,0 a 8,9mm); j) 9mm (de 9 a 9,9mm) e k) flor aberta.
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Materiais frescos e fixados em FAA 70 (Johansen 1940) foram seccionados em
microtomo de Ranvier ou emblocados em resina e tratados com Sudan IV
(Johansen 1940) e Sudan Black B (Pearse 1980) para detectar a presenca de
lipideos em geral; cloreto férrico a 10% (Johansen 1940) e dicromato de potassio
10% (Gabe 1968) para compostos fendlicos; Vermelho de Ruténio para
substancias pécticas (Johansen 1940; Jensen 1962); reagente de Fehling para
acucares redutores (Purvis et al. 1964); Lugol para amido (Johansen 1940); acido
periddico/ reagente de Schiff (PAS) para polissacarideos neutros (Taboga &
Vilamaior 2001; Amaral et al. 2001); acido acético e acido cloridrico para
identificar cristais de oxalato de célcio (Howart & Horner 1959) e solucdo de azul
mercurio de bromofenol para proteinas (Mazia et al 1953). Foi aplicado tratamento
controle para os testes histoquimicos de acordo com a indicacdo dos respectivos

autores acima citados.

As observacgtes foram realizadas em microscopia Optica em campo claro,
utilizando-se os equipamentos Leitz Orthoplan e Olympus BX-51, este com
sistema de captura de imagens composto por camera Q color 5 e software Image-
Pro Express. Quando necessario, as imagens foram editadas no software
PHOTO-PAINT 12 e as pranchas montadas utilizando o CorelDRAW ®12.

A terminologia referente a morfologia da inflorescéncia esta de acordo com
Briggs & Johnson (1979).

As referéncias bibliograficas seguem as normas do periddico Annals of
Botany para onde, pelo menos um dos artigos, originados desta dissertacao sera

encaminhado.
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Individuo Local Posicdo geografica Observacoes
_ 23°02.927 S Nivel do mar.
1 Linha Il o )
43°37.942 W Individuo isolado
1m de altitude. Mata
o 23°03.072 S o
2 Estrada principal do primeiro cordao
43°35.105 W
arenoso
3m de altitude. Borda
o 23°03.012 S _
3 Estrada principal da mata, na beira da
43°35.299 W
estrada
11m de altitude. Borda
o 23°02.938 S _
4 Estrada principal da mata, na beira da
43°35.587 W
estrada
_ 23°02.867 S 9m de altitude Borda
5 Linha Il ] .
43°37.915 W da mata, area restrita.
14m de  altitude,
_ 23°02.753 S _
6 Linha IV Interior da floresta
43°35.679 W
sobre duna

Tabela 1: Local de coleta e habitat dos individuos estudados

Individuo Data de coleta Coletor, n°de coleta e N° de registro (R)
herbario (acrénimo)
1 06/1X/2008 R.R.Pimentel 001 (R) 209576
2 06/1X/2008 R.R.Pimentel 002 (R) 209577
3 06/1X/2008 R.R.Pimentel 003 (R) 209578
4 06/1X/2008 R.R.Pimentel 004 (R) 209575
5 06/1X/2008 R.R.Pimentel 005 (R) 209579
6 06/1X/2008 R.R.Pimentel 006 (R) 209580

Tabela 2: Informacédo de Voucher dos seis individuos de E. neonitida estudados, procedentes da
Restinga da Marambaia.
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3 RESULTADOS

3.1 A INFLORESCENCIA

As flores de E. neonitida estdo dispostas em conflorescéncias
racemiformes, cujo eixo principal tem desenvolvimento indeterminado (Fig. 2A) e
consiste em um modulo formado por um entrend curto e dois nés. Durante seu
desenvolvimento o meristema da conflorescéncia, recoberto por ferdéfilos, da
origem aos dois meristemas florais laterais das uniflorescéncias, cada qual
protegido por profilos, formando o n6 proximal. A partir deste ponto, o meristema
da conflorescéncia forma o entrend e assume fungéo vegetativa, dando origem ao
né distal onde se desenvolvem folhas protegidas por catafilos. As flores e o eixo
vegetativo podem se desenvolver simultaneamente ou n&o. Neste caso cada um
dos meristemas — os dois florais e o da conflorescéncia - encontra-se em fase

diferente de desenvolvimento. (Figs. 2 B-E).

A filotaxia oposta, encontrada no eixo vegetativo é mantida no eixo
reprodutivo (Fig. 2B e C). Cada um dos verticilos da conflorescéncia, desde os

ferdfilos até os carpelos, apresenta-se em pares opostos decussados.

As flores séao diclamideas, perfeitas com quatro sépalas verdes e quatro
pétalas alvas. No botédo floral, o célice aberto torna o globo petalifero visivel. O
androceu esta representado por numerosos estames dispostos sobre o hipanto e
radialmente em relagao ao estilete formando um “brush”. Os estames apresentam
filetes filiformes e anteras brancas, bitecas de deiscéncia rimosa. O hipanto
apresenta forma quadrangular e superficie reta. O ovario € infero, bilocular,
pluriovulado. O estilete € longo e encontra-se curvado no botéo floral. A pesar do
estilete ndo ultrapassar o comprimento dos estames, o estigma papiloso é

projetado acima dos estames pela deflexdo dos mesmos.

3.1.1 Fero6filos
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Os ferdfilos que protegem os primérdios da conflorescéncia apresentam,
em secgao transversal, contorno concavo-convexo e, anatomicamente, sao
revestidos na face abaxial, por epiderme uniestratificada, formada por células de
diametros pequenos (Fig. 3A) cujas paredes periclinais externas apresentam-se
retas a convexas e cuticula delgada. Tricomas tectores unicelulares longos
contendo substancias fenolicas foram observados distribuidos entre as células
epidérmicas fundamentais da face abaxial (Fig. 3A e B). Tais tricomas tém origem
de células protodermicas que apresentam nucleo evidente e citoplasma mais
denso que as demais (Fig. 3C-E). Com o alongamento celular ha uma migracéo
do nucleo, que deixa a base do tricoma (Fig. 3B). Os tricomas exibem paredes
espessas, que ndo se coram com o azul de toluidina (Fig. 3F), impregnadas por
lipidios e substancias fendlicas, também presentes no protoplasto das células
tricométicas, diluidas no vacuolo ou em forma de pequenas esferas (Fig. 3G).

Substéncias fendlicas estdo presentes também em outras estruturas do
eixo reprodutivo como em idioblastos no parénquima de ferofilos préfilos e
sépalas ou junto aos feixes condutores. Tal presenca também pode se dar em
tecidos como um todo, como no caso do epitélio das cavidades secretoras e das
epidermes dos profilos e feréfilos onde é detectada, preenchendo o vacuolo de
forma homogénea, na face abaxial na forma granular, na adaxial. Nas sépalas
este conteldo so é observado na face abaxial. Os fendis foram detectados ainda
na mucilagem dos coléteres, no lume das cavidades secretoras e nos graos de

poélen.

O mesofilo varia em espessura desde a base, mais espessa, até o apice
delgado. E composto por parénquima formado por células de tamanhos e formas
variadas. As paredes destas células sédo delgadas e de natureza pecto-celulésica,
deixando entre si meatos de tamanhos variados. IniUmeros idioblastos drusiferos
sao observados por todo o parénquima (Fig. 3A). Entremeado a este parénquima,
junto a face abaxial, sdo encontradas cavidades secretoras de Oleo que serdo
detalhadas mais adiante. O sistema condutor dos ferdfilos € representado por um
feixe central do tipo colateral. O xilema é composto por elementos tragueais que
apresentam espessamento anelar e espiralado, células parenquimaticas e fibras.

O floema é composto dos elementos de tubo crivado, células companheiras e
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células parenquimaticas. A epiderme na face adaxial apresenta caracteristicas

semelhantes aquelas da face abaxial, diferindo por ser glabra (Fig. 3A).

3.1.2 Proéfilos

Anatomicamente os profilos assemelham-se aos ferofilos. Exibem, em
seccao transversal, um contorno concavo-convexo e Sao revestidos, na face
abaxial, por epiderme uniestratificada, formada por células de diametro pequeno e
gue apresentam paredes periclinais externas convexas. Nesta face estédo
presentes tricomas semelhantes aos descritos para os ferofilos (Fig. 3H). O
mesofilo € composto por parénquima formado por células de tamanho e forma
variados, frouxamente dispostas. As paredes celulares sao delgadas, de naturesa
pecto-celulésica. Junto a face abaxial notam-se cavidades secretoras de 6leo
(Fig. 3H). Nas camadas subepidérmicas da face abaxial sdo observados
plastideos. Idioblastos drusiferos sdo observados de forma esparsa por todo o
pararénquima (Fig. 3H). O feixe condutor € do tipo bicolateral. A epiderme na face
adaxial é glabra, uniestratificada e apresenta células com paredes periclinais

externas retas a convexas.

3.1.3 Coléteres

Na base dos préfilos e ferofilos, notam-se coléteres (Fig. 4A). Estas
estruturas também sao observadas na base do par de catéfilos que protegem a
gema vegetativa, na base dos primordios foliares do &pice da conflorescéncia
(Fig. 4B).

Os coléteres sdo formados por oito a dez séries de células de aspecto
semelhante que que diminuem em numero em direcdo ao apice (Fig. 4C e D).
Estas células sdo alongadas, com paredes delgadas, citoplasma denso, nucleos
evidentes e numerosos vacuolos de tamanho reduzido (Fig. 4C). Nota-se que
algumas células sofrem afastamento, deixando entre si grandes espacos

intercelulares preenchidos por secre¢cdo mucilaginosa (Fig. 4D-F) composta por
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polissacarideos acidos e neutros, substancias lipofilicas e fendlicas. Esta mesma
mucilagem é encontrada entre os coléteres, envolvendo os tricomas tectores (Fig.
4E).

Inseridos na regido da depressédo entre os primérdios dos profilos e da
sépala, os coléteres tém origem exclusivamente protodérmica (Fig. 4G e H) a
partir de divisdes periclinais seguidas de sucessivas divisdes anticlinais e
obliqguas. Adjacente aos profilos, a diferenciacdo dos coléteres ocorre
simultaneamente com a formacdo das sépalas. Durante o processo de
senescéncia 0 vacuoma se torna mais desenvolvido e h4 um aumento no

acumulo de substéancias fendlicas. (Fig. 4A).

3.1.4 Cavidades secretoras

As cavidades estdo presentes em todo o eixo reprodutivo, localizando-se
na face abaxial dos ferofilos, proéfilos, sépalas e pétalas, na periferia do hipanto,
no conectivo das anteras e ao longo do estilete. As cavidades tém inicio a partir
de uma célula protodérmica que se diferencia das demais pelo citoplasma denso
e nucleo conspicuo. Esta célula sofre uma primeira divisdo no sentido periclinal e,
através de sucessivas divisbes mitoticas sdo formados grupos de células com as
mesmas caracteristicas da célula original (Fig. 5A e B). O aumento do volume
deste grupo de células parece comprimir as células parenquimaticas adjacentes,
formando uma bainha de células alongadas ao redor das cavidades (Fig. 5C e D).
Em um certo momento as células que dardo origem ao epitélio comecam a se
afastar da regido central, deixando entre si espacos intercelulares que dardo
origem ao lume (Fig. 5E e F). Na maturidade as cavidades sé&o formadas pelo
lume de origem esquizégena, epitélio secretor composto por células tabulares
pouco vacuolizadas e bainha parenquimatica formada por um a dois estratos de
células (Fig. 5G). O processo de desenvolvimento das cavidades é basipeto em
cada verticilo e acompanha a ordem de diferenciacdo dos verticilos. Com a
maturagdo do o6rgdo pode haver a internalizacdo da cavidade no tecido
parenquimatico (Fig. 5H), através da multiplicacdo das células parenquiméticas

situadas entre a epiderme e a cavidade, bem como a fusdo de duas ou mais
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cavidades. No estadio pds-secretor as células do epitélio apresentam-se
fortemente vacuolizadas e colapsadas (Fig. 5H) podendo haver lise das mesmas.
Os testes histoquimicos revelaram a presenca de lipideos e de polssacarideos

acidos e neutros nas células epiteliais e no lume das cavidades.

3.2 ORGANOGENESE FLORAL

1° Estadio — Estabelecimento do domo do meristema floral, protegido pelo
ferdfilos adjacentes, coléteres, tricomas simples e mais internamente, pelos

primérdios dos profilos (Fig. 6A).

2° Estadio - A diferenciacdo dos verticilos florais tem inicio a partir das
sépalas, em botdées com menos de 1,0 mm de espessura. Nesta fase séo
observados os primordios dos préfilos cujas células protodérmicas encontram-se
caracteristicamente com ndcleos na posi¢cdo mediana. Os primérdios das sépalas
séo vistos como pequenos lobos que se projetam do meristema floral que, nesta

fase, apresenta-se concavo (Fig. 6B e C).

3° Estadio - Inicia-se a diferenciacdo das pétalas. Os profilos j4 apresentam
epiderme diferenciada exibindo, na face abaxial, tricomas semelhantes aos
descritos para os ferofilos. Tanto nos tricomas como nas células epidérmicas
fundamentais nota-se conteddo de natureza fendlica. Os elementos condutores
estdo em fase de diferenciagdo, ocorre o espessamento dos elementos de vaso.
Junto a face abaxial, cavidades secretoras podem ser observadas em fase inicial
de formacéo na porcao basal dos proéfilos e em fase de afastamento das células
epiteliais na posicdo distal dos mesmos. As sépalas apresentam epiderme em
diferenciacdo com nudcleos na posi¢cao central e intensa atividade de divisdo no
sentido anticlinal. O procambio pode ser observado em inicio de diferenciacdo. As
pétalas séo vistas como pequenos lobos que se projetam da regido meristeméatica

junto a base das sépalas (Fig 6D).

4° Estadio - Quando as pétalas ainda séo vistas como pequenos lobos

meristematicos tem inicio a formacéo do gineceu (Fig 6E), interrompendo desta
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forma o desenvolvimento sequencial dos verticilos. Nesta fase o gineceu
aparece, em seccdes longitudinais, como duas pequenas protuberancias no
meristema apical, originadas por divisbes nos sentidos periclinal e obliquo na L2
(Fig 6F).

5° Estadio - Na fase seguinte, em botdes ainda menores que 1,0 mm,
inicia-se a formag&o do androceu. Nesta fase as sépalas exibem tricomas na face
abaxial e cavidades secretoras em inicio de formacdo. As pétalas apresentam
estrutura dorsiventral e se recurvam umas sobre as outras (Fig 6G) exibindo um
apice meristematico e uma regido basal parenquimética em intenso processo de
divisdo celular. Os estames encontram-se ainda na fase de primordios.
localizados na depresséo formada entre os I6bulos petaliferos e o gineceu. Nesta
fase o gineceu exibe os dois carpelos com apices livres e base adnata. Evidencia-

Se no gineceu uma porgao interna com caracteristicas meristematicas (Fig 6H).

3.3 MATURACAO FLORAL

3.3.1 Perianto

Botdes de 2,0 mm — Os botBes apresentam sépalas e pétalas recurvadas
(Fig. 7A), ou as sépalas estao mais eretas (Fig. 7B). As sépalas exibem epiderme
uniestratificada formada por células pequenas (Fig. 7C) com paredes periclinais
externas retas ou pouco convexas. Na face abaxial notam-se estomatos e
tricomas tectores (Fig. 7C). O mesofilo das sépalas nesta fase apresenta de
guinze a dezesseis estratos de células parenquimaticas, muitas em divisdo, de
formas e tamanhos variados e de arranjo compacto. Junto a face abaxial, notam-
se algumas cavidades secretoras em fase de formacdo do lume e outras
completamente formadas (Fig. 7B e C). O sistema condutor esta totalmente
diferenciado e apresenta feixes do tipo anficrival. As pétalas estdo em estadio
precoce de desenvolvimento. A protoderme apresenta nucleos na posicéo central
na face abaxial (Fig. 7C). As cavidades secretoras estdo na fase de inicio de
diferenciacdo das células que dardo origem ao epitélio secretor. No procambio

elementos condutores j& estdo em diferenciagéo (Fig. 7C).

15



Resultados

Botdes de 4,0 mm - As sépalas encontram-se eretas, distendidas e quase
se tocam pelos 4pices, enquanto as pétalas estdo recurvadas formando o globo
petalifero (Fig. 7D). Sépalas e pétalas exibem estrutura anatdmica semelhante. A
epiderme e os feixes vasculares encontram-se totalmente diferenciados (Fig. 7E e
F). O arranjo de ambas mostra-se compacto (Fig. 7E e F). Nas sépalas algumas
cavidades estdo totalmente desenvolvidas enquanto novas continuam a surgir
(Fig. 7E). Nas pétalas as cavidades da porcdo mais basal estdo em fase de
formacdo do lume enquanto as cavidades do apice estdo em fase de
diferenciacéo das células do epitélio (Fig. 7F).

Botdes de 6,0 mm — As pecas dos verticilos protetores completaram sua
maturacdo. Na face abaxial a epiderme das sépalas apresenta uma grande
guantidade de conteudo fendlico sob forma esférica. Nesta face sdo observados
estbmatos (Fig. 7G). O mesofilo € formado por 21 a 22 estratos de células
parenquimaticas frouxamente dispostas. Nas camadas subepidérmicas junto a
face abaxial das sépalas nota-se a presenca de plastideos (Fig. 7G). Algumas
cavidades apresentam sinais de senescéncia: aumento do vacuolo e lise das
células do epitélio. Pétalas e sépalas apresentam arranjo semelhante, diferindo
basicamente pela auséncia, nas pétalas, de plastideos, estdmatos e pela
epiderme glabra e sem contetdo evidente (Fig. 7H). O mesofilo apresenta de 12 a
14 estratos de células parenquimaticas que deixam entre si muitos espacos,
proporcionando um arranjo frouxo a este tecido. Algumas cavidades aparecem

integras (Fig. 7H).

3.3.2 Verticilos reprodutivos

a) Androceu

O androceu é formado por varios verticilos de estames e apresenta
desenvolvimento centripeto. O primeiro verticilo a surgir apresenta quatro

primérdios estaminais e a flor em antese possui em torno de 200 estames. Esta
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caracteristica faz com que, durante o processo de maturagédo, o androceu exiba

um gradiente de fases de diferenciacao.

Botdes de 1,0 mm - O androceu apresenta quatro primérdios em posicéo

alternipétala que formam o primeiro e mais externo verticilo estaminal.

Botdes de 2,0 mm - O androceu exibe aproximadamente seis verticilos
estaminais. Nos verticilos mais externos filetes e anteras estdo em diferenciacao,
enquanto nos mais internos observam-se apenas protuberancias meristematicas.
(Fig. 8A)

Botbes de 4,0 mm — H4 diferenciacdo entre filete e antera em todos os
verticilos estaminais. Em algumas anteras, o tecido arquesporico ainda nao iniciou
a individualizacdo do tapete e do tecido esporogénico (Fig. 8B). No &pice do
conectivo podem ser observadas cavidades secretoras em estadio de
afastamento das células, que dardo origem ao epitélio (Fig. 8C). O conectivo &
parenquimatoso e o feixe vascular € procambial (Fig. 8B). Nesta fase ocorre um
caracteristico aumento no niamero e no tamanho dos estames, enquanto as

células do hipanto estédo em processo de diviséo celular acelerado (Fig. 8D).

Botdes de 5,0 mm — Esta fase marca o inicio da microesporogénese. A
parede das anteras apresenta epiderme e dois a trés estratos parenquimatosos.
Nas células parenquimatosas do conectivo sdo observados cristais de oxalato de
célcio do tipo drusa (Fig. 8E). O feixe condutor diferenciado € do tipo anficrival.
Nesta fase a diferenciacdo entre o tapete e tecido esporogénico ja ocorreu (Fig.
8E-H). Esta diferenciacdo parece se dar simultaneamente em toda a extensao da
loja de uma mesma antera. O tapete encontra-se totalmente diferenciado
distacando-se do tecido esporogénico pela posi¢do e pela reacdo mais intensa ao
corante. Suas células sdo volumosas, com citoplasma denso e muitas vezes se
projetam para o interior da loja (Fig. 8E-H). No tecido esporogénico iniciou-se a
deposicdo da parede de calose. As anteras e as lojas de uma mesma antera
estdo em diferentes fases da meiose (Fig. 8E-H). Notam-se a préfase meidtica do

microspordcito, caracterizada pela presenca de vacuolos nucleares (Fig. 8E),

17



Resultados

anéafase (Fig. 8F), diades (Fig. 8G) e tétrades (Fig. 8H). A formacao das paredes

ocorre simultaneamente nas tétrades ao final da meiose.

Botdes de 7,0 mm — As anteras exibem epiderme, endotécio e as camadas
internas da parede comprimidas. Nota-se o inicio da degradacao do tapete (Fig.
9A-C). Observam-se, nesta fase, lojas contendo apenas tétrades (Fig. 9A), lojas
com tétrades e graos de pdlen livres (Fig. 9B) e, ainda, lojas que exibem apenas
graos de polen livres (Fig. 9C). Nestas ultimas pode-se observar desde a divisdo
do ndcleo da célula vegetativa até o estadio de grédo de polen binuclear

(gametdfito imaturo) (Fig. 9C).

Botdes de 9,0 mm — No hipanto sdo observadas cavidades secretoras e
tricomas tectores junto a base dos filetes, 0os quais apresentam uma regido
meristematica (Fig. 9D). Nas proximidades da antera, o filete, com feixes
anficrivais, é envolvido pela base do conectivo e ambos se fundem em dire¢do ao
apice (Fig. 9E-I). A epiderme das anteras apresenta-se com as ceélulas
distendidas e cuticula espessa. As paredes do endotécio sofreram espessamento
marcante em relacdo a fase anterior. Os estratos parietais encontram-se
colapsados (Fig. 10A). A regido do estbmio estd completamente delimitada (Fig.
10 B). O parénquima do conectivo apresenta drusas (Fig. 9G e H) e grédos de
amido. As lojas das anteras encontram-se unidas pela base (Fig. 9E). O tapete

pode estar integro ou degradado e todas as lojas exibem gréos de poélen livres.

Flor — Os graos liberados reagem positivamente para lipideos, substancias

fendlicas e polissacarideos acidos e neutros.

b) Gineceu

Os carpelos em numero de dois surgem com bases adnatas e apices livres
(Fig. 10 C-E) que assim permanecem durante o desenvolvimento do gineceu e
dao origem a fenda do estigma (Fig. 10 F-H).

Botbes de até 1,0 mm - O primérdio do gineceu se apresenta como dois

l6bulos revestidos de protoderme (Fig. 10 C-E e I). Estes I6bulos delimitam uma
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pequena camara cuja base apresenta-se levemente convexa com células
adjacentes meristematicas. (Fig. 10 I). Entre os dois I6bulos, correspondentes as
folhas carpelares, surge um eixo que tem origem no meristema da base da

camara (Fig. 10J).

Botbes de 2,0 mm - Ocorre a diferenciacdo da superficie estigmatica
caracterizada pela formacdo de papilas (Fig. 10F-H e 11A). A superficie interna
dos carpelos exibe um tecido formado por células de parede delgada, citoplasma
denso, ndcleos conspicuos e vacuolos pequenos e numerosos (Fig. 11A e B).
Esse tecido dard origem ao tecido transmissor. Nota-se no espaco entre 0s
carpelos uma secrecdo que se tinge de rosa quando submetida ao azul de
toluidina (Fig. 11A e B). O eixo, de origem caulinar, apresenta-se revestido pela
protoderme abaixo da qual notam-se duas camadas de células com
caracteristicas meristematicas e na porcao mais basal nota-se células em intensa
atividade de divisado do sentido periclinal (Fig. 11B). Tal eixo, nesta fase, aparece

fundido com os bordos dos carpelos formando um septo. (Fig. 11B).

Botdes com 4,0 mm - O estilete encontra-se mais alongado e pode-se
observar o procambio e idioblastos drusiferos. Os loculos do ovério estéo
totalmente delimitados (Fig. 11C) e exibem placenta com varios primordios de

ovulos com tragos em fase procambial (Fig. 11D).

Nos botdes de 5,0 mm o estilete apresenta o tecido transmissor
diferenciado com uma fenda logitudinal no interior de sua por¢do basal. Alguns
dos feixes vasculares que contornam o ovario sobem em dire¢édo a porcao distal
do estilete e estao dispostos em torno do tecido transmissor (Fig. 11E). Notam-se
cavidades na base do estilete (Fig. 11E). O tecido transmissor se estende até a
regido do compito onde diverge para cada um dos dois I6culos. Nesta regido do
septo ndo ha fusdo entre a porcdo deprimida do estilete (com o tecido
transmissor) e a porgado que teve origem da fuséo do eixo caulinar com os bordos
dos carpelos, e a qual da origem a placenta. (Fig. 11F). Os léculos do ovario
estdo mais dilatados e o0s Ovulos apresentam um sincronismo no
desenvolvimento. Todos os 6vulos nesta fase apresentam o nucelo totalmente

recoberto e a micropila é formada por dois tegumentos. (Fig. 11G). O tegumento
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externo apresenta epiderme formada por células mais alongadas no sentido
anticlinal, notando-se nesta fase uma polarizacao destas células, com o vacuolo
posicionado adjacente a parede periclinal externa e o citoplasma, a interna. As
células do tegumento externo sdo maiores e mais vacuolizadas, quando
comparadas as do tegumento interno. O tegumento interno, nesta fase, é mais
delgado e formado por células de dimensdes reduzidas, citoplasma denso,
nacleos conspicuos e reduzidos vacuolos. Os o6vulos sdo crassinucelados, e
exibem o megasporadcito ja diferenciado e em fase de préfase, posicionado a trés
camadas abaixo da epiderme (Fig. 11H).

Botbes de 7,0 mm — O tecido transmissor do estilete é formado por células
estreitas e muito alongadas, de parede delgada, citoplasma denso, nulcleos
alongados e pouco vacuolizadas. Na fenda existente no interior do tecido
transmissor nota-se uma secrecdo que se torna rosada quando corada com o
Azul de Toluidina (Fig. 12A). No Ovulo, o nucelo estende-se além dos dois
tegumentos. O tegumento externo estd mais espesso e 0 tegumento interno,
agora com células mais vacuolizadas do que na fase anterior, se alonga além do
tegumento externo (Fig. 12B e E). Nesta fase percebe-se um desenvolvimento
desigual dos 6vulos entre botdes da mesma classe de tamanho. Nos 6vulos de
alguns botdes o espordcito esta em divisdo meidtica, ou 0 megésporo funcional ja
se estabeleceu (Fig. 12C e D), enquanto que, em outros botdes, 0 saco
embrionario, em posicéo centralizada no nucelo, ja iniciou o desenvolvimento (Fig.
12E).

Botdes de 9,0 mm — Os botdes atingem a pré-antese. O tecido transmissor
e 0 parénquima a ele adjacente sédo ricos em graos de amido (Fig. 12F). Os
ovulos sdo anatropos, crassinucelados (Fig. 12G) e bitegumentados (Fig. 12H).
As células do nucelo proximas ao saco embrionario sao ricas em graos de amido
e possuem citoplasma mais denso, se comparadas as células da periferia (Fig.
121).

Flor - O tecido transmissor desce até a regido do compito como um cilindro
unico, e a partir dai, diverge lateralmente em diregcdo aos l6culos (Fig. 13A). O

compito € observado no apice da regido de fusdo entre a placenta e o septo (Fig.
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13B). Os évulos aumentaram de volume, preenchendo quase todos 0s espagos
dos loculos (Fig. 13C). Nesta fase eles séo tipificados como anacampilotropos
(Fig. 13D e F). A micropila é formada pelo tegumento interno (Fig. 13D e E).
Notam-se graos de amido nas células do nucelo, dos tegumentos e funiculo (Fig.
13D, F-H). O saco embrionério é estreito e alongado e possui sete células e oito
nacleos (Fig. 13F e G). A oosfera apresenta o nucleo centralizado e citoplasma
denso (Fig. 13H).

Vascularizacdo — A vascularizacdo do gineceu tem origem no feixe
condutor bicolateral do pedunculo. Na base do hipanto esse feixe se divide em
oito feixes anficrivais (Fig. 14A) que percorrem o hipanto até seu apice, aonde
divergem em direcdo as sépalas, pétalas e estames. Na altura da base do ovério
€ observada uma vascularizacdo muito incipiente, pequenos agrupamentos de
floema, que por vezes penetram transversalmente o septo (Fig. 14B). A
vascularizacdo da placenta é feita por varios feixes se originam em diferentes
niveis do tubo floral, penetram nos bordos carpelares fundidos e se unem na sua
maior parte formando dois grandes feixes compostos que descem, invertidos, até
a placenta (Fig. 14C). Nesta regido formam um plexo que consiste em uma massa
solida de xilema e floema (Fig. 14D e E) de onde seguem os feixes ovulares (Fig.
14F). No terco superior do ovario ocorre a divergéncia entre os feixes
direcionados a placenta (Fig. 14C e F) e agueles que seguem para o estilete (Fig.
14C e G).

3.4 ANOMALIAS NO DESENVOLVIMENTO ANDROCEU

Durante o desenvolvimento do androceu de alguns individuos foram
observadas anomalias. No individuo 2 algumas células do tecido arquesporial
degeneram nos botdes de 2,0mm (Fig. 15A). Estes botdes se apresentam em
fase de desenvolvimento semelhante a dos botdes de 4,0 mm ja descritos. No

individuo 1, nos botdes de 7,0 mm, ocorre maior numero de anomalias na
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formacdo dos grédos de polen. Alguns grédos de polen deste individuo
apresentaram além do nucleo generativo e do nucleo da célula vegetativa, varias
estruturas de contorno circular similares a nucleos. Estas se coram com Azul de
Toluidina na mesma intensidade e tonalidade que o nucleo vegetativo. (Fig. 15B-
D).

Em algumas anteras de desenvolvimento aparentemente normal, algumas
lojas apresentaram tétrades e grdos com formas irregulares (Fig. 15E). Estas
formas assemelham-se a tétrades cujas paredes ndo se formaram totalmente,
separarando apenas parcilamente os micrésporos (Fig. 15F e G). As lojas de

desenvolvimento normal da mesma antera apresentavam microsporos livres.

Algumas lojas deste individuo apresentaram quase a totalidade dos gréaos
de polen abortados, caracterizados pela intensa vacuolizacdo de suas células,
chegando mesmo a perda total do conteddo (Fig. 15H). Nas anteras que
apresentam anomalias na formacdo dos graos de pdlen, nota-se a degradacédo

das células do tapete (Flg. 15 B e C; F-H).

22



Resultados

Figura 1: Locais de coleta e habito dos espécimes de Eugenia neonitida estudados. A - Vista geral da area com os pontos de coleta;
Ba G- habito; B-individuo 1; C - individuo 2; D -indiviuo 3; E -individuo 4; F -individuo 5; G -individuo 6.
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Figura 2: linflorescéncia. A- Esquema da conflorescéncia; B a E - Conflorescéncias em diversos estadios de desenvolvimento. Rz-
eixo principal; a1-eixo primario da uniflorescéncia;f- ferofilos; p- préfilos; t- catafilos; u- uniflorescéncia; k- sépala.
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Figura 3: Pecas protetoras dos meristemas da inflorescéncia. A- seccéo longitudinal do feréfilo; B - tricomas tectores; C a E- inicio da
diferenciacéo dos tricomas; F- secgao transversal do feréfilo evidenciando a parede dos tricomas; G- detalhe do contelido dos
tricomas; H-secc¢éo longitudinal do préfilo; cs- cavidade secretora; dr-drusa.
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Figura 4: Coléteres. A- seccao longitudinal da base da conflorescéncia mostrando coléteres senecente (cd) e funcional; B- seccéo
longitudinal do apice da conflorescéncia; C a F detalhes dos coléteres; G e H - primédios dos coléteres; f- ferofilos; p- profilos; t-
catéfilos; pf- primérdios foliares .
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Figura 5: Cavidades secretoras. A e B-inicio da diferenciacdo das células secretoras; C e D- formagéao da bainha parenquimatica; E
e F- formagéo do lume; G- cavidade totalmente expandida em fase secretora; H- cavidade em fase pds-secretora; bp- bainha
parenquimatica; ep- epitétio; lu-lume.
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Figura 6: Organogénese floral. Aa H - Secgdes longitudinais do botéo floral; A- estabelecimento do domo meristematico; B e C-
formagéo do célice; D- diferenciagdo das pétalas; E e F- primérdios do gineceu; F- detalhe das divisbes celulares anticlinais e
obliquas na L2 (setas); G - botédo floral em estadio inicial de formacao do androceu; H- primérdios do androceu e do gineceu; f-
ferdfilo; p- profilo; k- sépala; c- pétala, g- gineceu; a- androceu.
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Figura 7: Perianto. Aa C- botdes de 2,0 mm; A e B- seccao longitudinal; C- seccéo transversal com detalhe do sistema condutor da
pétala com xilema diferenciado; D a F- botdo de 4,0 mm em seccéo longitudinal; D- vista geral; E- sépala; F- pétalas; G e H- botao
de 6,0 mm em seccgéo transversal; G- sépala mostrando detalhe do estomato; H- pétala; p- préfilo; k-sépala; c- pétala; es- estomato.

29



Resultados

|\
Figura 8: Androceu. A- botdo de 2,0 mm em secgéo longitudinal; B a D - botdo de 4,0 mm; B- sec¢éo transversal da antera; C-

cavidade secretora no apice do conectivo; D- secgédo longitudinal do hipanto; E a H- botdo de 5,0 mm: sec¢des obliquas mostrando
fasesda microsporogénese; E- Profase |; F-Anafase |; G- diades; H- Tétrades; cs- cavidade secretora; dr- drusa; ta- tapete.
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Figura 9: Androceu.Aa C - botdo de 7,0 mm; A-lojas com tétrades; B- lojas com tétrades e graos de pélen livres; C-anteras com grao
livres, em detalhe divisdo da célula vegetativa; D a |- botdo de 9,00 mm; D- base dos filetes; E a |- aproximacéo e fusédo do filete ao
conectivo; dr-drusa.
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Figura 10: Androceu e gineceu. Ae B-Androceu do botdo de 9,0 mm; C a J- gineceu. A-detalhe da parede da antera; B- seccéo
transversal da regido do estémio; C a E - sequéncia de secgdes longitudinais em diferentes posi¢des (proximal, mediana e distal)
do mesmo botdo menor que 1,0 mm; F a H- sequéncia de secgdes transversais do estigma em botdo de 2,0mm; | e J- seccdes
logitudinais; I-botdao menorque 1,0 mm; J- botédo de 2,0 mm.
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primordios dos évulos; E a H- botdo de 5,0 mm; E- apice do ovario; F- regidao do compto; G- évulo; H- secgédo obliqua do évulo com
espordcito; te- tegumento externo; ti-tegumento interno.
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Figura 12: Gineceu em secg¢éo longitudinal. Aa E-botdes de 7,0 mm; A- detalhe do tecido transmissor; B a E- dvulos; F a | - botdo de
9,0mm;F- detalhe do tecido transmissor; Ga | 6vulos; |- detalhe do saco embrionario; te- tegumento externo; ti- tegumento interno.
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Figura 13: Gineceu.Aa C-secgéo transversal do ovario; A- detalhe do tecido transmissor chegando a regido do compto; B-regido do
compto mostrando fenda com tecido transmissor; C- vista geral dos dvulos; D a G- secgéo longitudinal dos évulos; D-visao geral; E-
detalhe da micrépila; F- saco embrionario; G- montagem permitindo visualizagao total do saco embrionario (as imagens destacadas
foram obtidas em outros planos do mesmo 6vulo); H-sec¢éo obliqua da oosfera; tt- tecido transmissor; te- tegumento externo; ti-

tegumento interno; si- sinérgide; oo- oosfera; nm- nticleo da célula média; an-antipoda.
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Figura 14: Vascularizagdo do gineceu. A a B- secgdes transversais; A base do hipanto; B- base do ovario; C a G- secgdes
longitudinais; C- vista geral da vascularizagdo com septo em vista frontal ; D- regido de inser¢ao da placenta; E- detalhe da
vascularizagdo na regido de insercéo placentaria ; F-vascularizagéo da placenta; G-apice do ovario.
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mm. B a D detalhe dos gréos de pélen com manchas semelhantes a nticleos (setas); E- seccdo transversal da antera destacando
loja com graos anémalos; F e G- detalhe dos graos anémalos; H- loja com a maioria dos graos de pélen abortados.
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4 DISCUSSAO

O eixo reprodutivo de Myrtaceae tem uma natureza complexa. As
conflorescéncias que o caracterizam tém o tipo ancestral paniculado com
numerosas formas derivadas. Dentre estas, aquelas cujo eixo central ndo termina
em flor sdo denominadas “blastotélicas”; se 0 mesmo retoma o desenvolvimento
vegetativo recebem o nome “auxotélicas” (Briggs & Johnson 1979). Em E.
neonitida, conflorescéncias auxotélicas consistem em paniculas drasticamente
reduzidas, tipificadas como racemo stenocalyx axilar terminal (Souza, 2005) pela
presenca de uma flor curto pedicelada disposta em cada lado do Unico eixo. Dos
trés pares de apéndices presentes, apenas profilos e ferofilos estdo descritos na

literatura (Briggs & Johnson, 1979) sendo os catéfilos um registro novo.

A presenca de estruturas secretoras foi registrada ao longo das
conflorescéncias de E. neonitida. A organizacdo anatdmica, associada ao estudo
da composicdo quimica da secrecdo e aos aspectos do desenvolvimento de tais
estruturas, permite avaliar o seu funcionamento e auxilia na elucidacdo dos
possiveis papéis desempenhados pela secrecdo no corpo vegetal (Machado,
2000), e na compreenséo da evolugao e no estabelecimento de relagcbes entre as
espermatdfitas (Fahn, 1979, 1988; Thomas, 1991; Judd et al., 2009). A literatura
pré-cladistica (Fahn e Shimony, 1977; Fahn, 1979, 1988) sugere que as
estruturas secretoras exégenas foram as primeiras a surgir e que seu
desenvolvimento se deu a partir de tricomas tectores. Thomas (1991) especula
gue a evolugao de estruturas secretoras multicelulares teria se dado a partir de
estruturas ndo glandulares originando dois grupos: a) coléteres e estruturas

secretoras de mucilagem resina ou 6leo e b) glandulas secretoras de néctar.

Os coléteres encontrados na base dos ferofilos, profilos, catéfilos e
primordios foliares da conflorescéncia de E. neonitida sdo uma caracteristica
comum aos representantes de Myrtales Juss. ex Bercht. & J. Presl (Weberling,
2000; Stevens, 2001; APG Ill, 2009). Coléteres sdo estruturas secretoras
multicelulares especializadas na secrecdo de uma substancia viscosa constituida
por uma mistura de mucilagem, substancias lipofilicas e/ou proteinas (Kronestedt-

Robards & Robards, 1991). As mucilagens podem desempenhar diferentes
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fungcbes nas plantas, entre elas protecdo de estruturas ou 0Orgdos em
desenvolvimento, retencdo de agua, reserva de carboidratos, reducdo da
transpiracdo, protecao contra radiacao dispersando ou refletindo a luz e protecao
contra herbivoria (Fahn, 1979; Gregory & Baas, 1989; Roshchina & Roshchina,
1993; Clifford et al., 2002, Martini et al. , 2003). Estruturalmente os coléteres
podem se apresentar como escamas, tricomas secretores, emergéncias ou
glandulas encontradas em estipulas, peciolos, lamina foliar, bracteas, brectéolas,
cdlice e corola; tendo como provavel funcdo resguardar o desenvolvimento

meristematico, caulinar e floral. (Thomas, 1991).

Vérios trabalhos (Thomas, 1991; Endress & Bruyns, 2000; Renobales et al.,
2001; Schwarz & Furlan, 2002; Klein et al., 2004; Barreiro & Machado, 2007)
revelam a importancia taxondmica da presenca, localizacdo, morfologia, ultra-
estrutura e composicdo da secrecdo dos coléteres. Uma extensa revisdo sobre
aspectos estruturais, funcionais e filogenéticos de coléteres foi apresentada por
Thomas (1991) em sessenta familias de Eudicotileddneas sem, no entanto,
referéncia para a familia Myrtaceae. A primeira mencao de tais estruturas so foi
feita por Carrucan & Drinnan (2000) em Astartea heteranthera C.A. Gardner, uma
espécie pertencente ao sub-grupo “Baeckea” — grupo “Chamelaucium” - (Wilson,
2005) restrito principalmente a Australia, com poucos representantes na Asia e
Nova Caledbnia. Os dados obtidos por Lopes (2008) para E. uniflora constituem
0S primeiros registros da ocorréncia de coléteres na tribo Myteae e as primeiras
descricdes anatdmicas e analises histoquimicas da secrecdo de tais estruturas

para a familia.

Em E. neonitida os coléteres apresentam origem exclusivamente
protodérmica e estrutura semelhante a registrada por Lopes (2008) em E. uniflora.
Além da protoderme, células do meristema fundamental e do procambio podem
estar envolvidas na formacéo dos coléteres, sendo mais raros aqueles originados
exclusivamente de células portodérmicas (Thomas, 1991). Coléteres deste tipo
foram relatados por Rocha et al. (2002) e Rocha (2004) nas estipulas e nos eixos
vegetativo e reprodutivo em desenvolvimento de Hibiscus tiliaceus L. e H.
pernambucensis Arruda (Malvaceae) e por Paiva e Machado (2006) nas estipulas

de Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne (Fabaceae). Na fase secretora, 0s
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coléteres de E. neonitida desenvolvem espacos intercelulares o0s quais
apresentam-se preenchidos por secrecdo. A formacéo dos referidos espacos se
da por dissolucdo da lamela média e afastamento celular, a semelhanca das
registradas por Appezzato-da-Gloria e Estelita (2000) nos coléteres de Mandevilla
illustris (Vell.)Woodson e M. velutina (Mart ex Stadelm.) Woodson (Apocynaceae)
e por Rezende e Morretes (2003) em Caryocar brasiliense Camb.

(Caryocaraceae).

Em toda conflorescencia foram observadas cavidades secretoras de 0leo
originadas a partir de células protodérmicas, cujo processo de formacdo é
esquizdgeno. A presenca de cavidades secretoras de 6leo é uma caracteristica
marcante em Myrtaceae (APG lll, 2009; Stevens, 2001) e sua estrutura tem valor
taxondmico para a familia, sendo apontada por Gomes e colaboradores (2009)
como fonte promissora de caracteres para utilizacdo em estudos com abordagem
cladistica. Segundo os autores, caracteres anatdbmicos tém sido utilizados na
andlise taxon6mica e evolutiva de Myrtaceae, mas poucos representantes da flora
neotropical estdo incluidos nestas analises, notadamente aqueles pertencentes a
tribo Myrteae. A presenca ou auséncia de cavidades secretoras de 6leo em
diferentes oOrgdos de espécies do género Eucalyptus L'Hér tém sido utilizada
como um carater util na identificacdo destas, inclusive em material herborizado
(Carr & Carr, 1969).

Em Fabaceae, pontuacdes translucidas foliares e florais relacionadas ou
ndo com a secrecao de Oleo, tém sido relatadas para o género Lonchocarpus
Kunth (Teixeira et al., 2000; Teixeira & Gabrielli, 2000). Dentre as espécies de
Lonchocarpus estudadas, os autores observaram que algumas delas estdo
relacionadas a existéncia de cavidades secretoras de 6leo, enquanto outras, se
referem a espacos ndo secretores. Estes dados foram comparados aos obtidos
para as cavidades secretoras de 6leo em duas espécies de Dahlstedtia Malme
por Teixeira & Rocha (2009), que concluiram que a ocorréncia, o padrdo de
distribuichio e a frequéncia das cavidades secretoras apresentam valor
taxondmico para a tribo Millettieae Miq.
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Em Myrtaceae, o estudo da natureza quimica da secrecdo produzida nas
cavidades desperta maior interesse no contexto da divisdo atual da familia. A tribo
Psiloxyleae (Croizat) A.J. Scott, Kew Bull. apresenta cavidades que ndo secretam
6leo divergindo do restante da subfamilia Psiloxyloideae e de toda Myrtoideae
(sensu Wilson et al. 2005). Os dados obtidos a este respeito para E. neonitida

estao de acordo com os relatados para os representantes Myrtoideae.

Estudos ontogenéticos das cavidades secretoras da familia Myrtaceae
foram realizados por diversos autores. Gomes et al., 2009 estabeleceram a
origem das glandulas oleiferas em Myrtaceae a partir de células protodérmicas
sem a participacdo de meristema fundamental. Divisbes periclinais originam
células mais internas, as quais se dividem e se diferenciam no tecido epitelial da
cavidade secretora semelhante ao descrito para Eugenia uniflora (Lopes, 2008).
Processo de formacao esquizolisigeno foi relatado para as cavidades secretoras
presentes nas folhas, caules e flores de Myrtus communis L. (Myrtaceae)
(Cicarelli et al., 2003, 2008) e nas flores de Eugenia uniflora (Lopes, 2008).
Formacdo esquizogena foi descrita em diversas espécies de Eucalyptus (Carr &
Carr, 1970) e em Myrtus communis (Kalachanis & Psaras, 2005). Os processos
esquizdgeno e esquizolisigeno ndo sdo bem estabelecidos na formacdo das
cavidades das folhas de Melaleuca alternifolia Cheel. (Myrtaceae) (List et al.,
1995). De acordo com Turner (1999) o processo de formagédo de cavidades que
envolve lise pode referir-se a artefatos de preparacdo. No entanto recentemente
Paiva e Machado (2006) registraram, em um estudo anatdmico e ultra-estrutural,
a ocorréncia do processo liségeno na formacéo do lume dos canais de Hymenaea
stigonocarpa. Os autores relatam ainda, a importancia de estudos ontogenéticos

na determinacéo do processo de origem das cavidades.

As analises realizadas na conflorescéncia de E. neonitida revelam que a
formacdo do lume das cavidades ocorre pela dissolucdo da lamela média e
posterior afastamento de células, caracterizando o processo esquizégeno.
Ontogénese a partir de células protodérmicas foi descrita por Carr e Carr (1970),
Turner (1986), Knight et al. (2001) e Paiva e Machado (2006), sendo a referida

origem a mais comumente registrada.
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Ao redor das células epiteliais das cavidades de E. neonitida foi registrada
uma bainha de células parenquimaticas. A presenca desta bainha tem sido
associada a producdo de novas células epiteliais, possibilitando a renovacéo
celular do epitélio, o alargamento do lume e a manutencdo da atividade secretora
(Monteiro et al., 1995, 1999; Machado e Carmello-Guerreiro, 2001; Rodrigues,
2008). Estudos mais detalhados a respeito da funcéo das células da bainha de E.

neonitida sdo necessarios para analises conclusivas.

A presenca de diferentes classes de substancias quimicas na secrecéo,
conforme identificada nas cavidades de E. neonitida, & de fundamental
importancia nas interagdes bidticas e abidticas. Terpenos e substancias fendlicas
sdo relatadas como substéncias de grande importancia anti-microbiana e
protecdo contra herbivoros (Harbone, 1993; Carmello et al., 1995).
Polissacarideos, por apresentarem propriedades hidrofilicas, estdo relacionados
com a manutencdo do potencial hidrico (Sawidis, 1998; Clifford et al., 2002;
Martini et al. , 2003).

A andlise do desenvolvimento floral através de classes de tamanho n&o
evidenciou uma correlacdo entre qualquer fase e a largura dos botbées como em
E. uniflora em relacdo ao comprimento (Lopes 2008). Entretanto, como nesta,
parece haver uma sincronia entre a esporogénese e a gametogénese masculinas

e femininas.

A filotaxia oposta decussada do eixo vegetativo da familia (Briggs &
Johnson, 1979) mantida ao longo do eixo reprodutivo permitiu acompanhar e
identificar com facilidade todos os apéndices produzidos e assim também orientar
as seccOes anatdbmicas em relacdo ao par de carpelos, situados no mesmo plano
gque o de ferdfilos. Em E. neonitida, a sequéncia de desenvolvimento dos
verticilos a partir das sépalas, com a iniciacdo dos carpelos logo ap6s a das
pétalas e o androceu diferenciando-se por Ultimo na regido entre a corola e o
gineceu é semelhante ao encontrado em espécies de Agonis (A.P. de C.) Sweet,
Leptospermum Forst.& Forst. f., Kunzea Reichenbach e outras seis espécies do
sub-grupo informal “Baeckea” (Carrucan & Drinnan, 2000; Drinnan & Carrucan,

7

2005). A projecdo do gineceu no centro do botdo floral é interpretada por
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Carrucan & Drinnan (2000) como sendo uma invaginagdo no meristema apical
convexo com 0s estames surgindo, entdo, nos bordos deste meristema. No
entanto, em E. neonitida foi observada a divisdo das células da camada L2
elevando a protoderme e a continuacdo do desenvolvimento do meristema no

interior do gineceu, em um eixo.

A conformacgao do meristema floral e a vascularizagao do gineceu tém sido
utilizadas para tipificar a origem do ovario infero em diversas familias (Kaplan
1967; Soltis & Hufford, 2002; Costello & Motley, 2004). Ovarios inferos podem ser
tipificados de duas maneiras, segundo sua formacdo: a) receptacular, quando
ocorre o desenvolvimento do tecido receptacular ap6s a organogénese do
perianto e o meristema apical permanece convexo b) apendicular, resultante do
crescimento da periferia da regido apical durante a organogénese dos apéndices
conferindo ao meristema apical, que se inicia convexo, um contorno céncavo. O
ovario receptacular € caracterizado pela presenca de feixes condutores que
sobem pelo hipanto até os verticilos florais e, a partir dai, descem invertidos até
0s oOvulos. Na maioria das familias com ovario infero, este possui origem
apendicular, caracterizada pelo sistema vascular sempre ascendente, nao
havendo a inverséo dos feixes (Kaplan, 1967). Estudos sobre a origem do ovario
infero em Saxifragaceae Juss. corroboram a idéia de que a conformacdo do
meristema apical durante o desenvolvimento do botéo floral pode fornecer indicios

guanto a natureza apendicular ou receptacular (Soltis & Hufford, 2002)

Para Myrtaceae ndo ha registros sobre a ontogénese do ovario, no entanto,
algumas evidéncias apontam para a o tipo receptacular. Em E. neonitida a
semelhanca do observado em E. confusa DC. (Schmid, 1972) e E. uniflora
(Lopes, 2008), os vérios feixes placentarios se originam em diferentes niveis do
tubo floral, penetram nos bordos carpelares fundidos e se unem na sua maior
parte, formando dois grandes feixes compostos que descem, invertidos, até a
placenta. Nesta regido formam um plexo que consiste em uma massa sélida de
xilema e floema, a partir de onde seguem os feixes ovulares. No entanto, no caso
de E. neonitida, cujo meristema apical permanece concavo até a formacdo do
gineceu, esse nao parece ser um bom parametro para inferéncias sobre a

natureza do ovario infero se for levada em conta a vascularizacdo da placenta.
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by

Esta inadequacdo pode estar ligada a diferenciacdo anterior do gineceu em
relacdo ao androceu, 0 que remete a interpretacdo do gineceu de Myrtaceae
como sendo uma invaginagao no meristema convexo (Carrucan & Drinnan, 2000).
Dada a complexidade da questdo, mais estudos a cerca do assunto sao

necessarios nesta e em outras espécies da familia.

Em relacdo ao numero de carpelos, ndo h& informacdes exatas em
Myrtaceae, pela caréncia de estudos relativos a ontogénese do ovario. Lopes
(2008) estabeleceu o gineceu de E. uniflora como sendo formado por dois
carpelos nos quais os bordos fusionados se dilatam no sentido distal originando o
estilete e no sentido proximal dando origem as regides apical e mediana do septo
ovariano onde uma fenda seria formada pela auséncia de fusdo nesta porcdo. A
esta porcdo, denominada de compito, € atribuida a funcdo de regido de
emergéncia dos tubos polinicos e seu direcionamento para as lojas (Carr & Carr,
1961; Williams et al., 1993). Namero de carpelos igual e estrutura semelhante
foram encontrados em E. neonitida, diferindo pela auséncia de fusdo no apice,
regido em que se formam as papilas estigmaticas. A funcdo do compito é
evidenciada na bifurcacdo existente no tecido transmissor até os loculos

ovarianos logo acima da regido de insercao da placenta.

Em E. neonitida a placenta é peltada e parte de um unico ponto na metade
superior do septo. A placenta tem sido tipificada na familia em geral como axial, e
em alguns casos como parietal (Bentham, 1869; Landrum, 1988 e Lucas et at.,
2007). Lucas et al. (2007) relatam que em tdxons com placentacdo axial como
Psidium L. ha por vezes dificuldade de definicdo dos estados deste carater, por
haver uma variacdo gradual da placentacdo nao peltada para a peltada. Estes
autores interpretam a placentagcéo axial como néo significativamente diferente da
parietal em Myrteae, 0 que leva ao pressuposto de uma origem carpelar marginal
da mesma. Estes dois tipos de placentacdo estariam associados a variacdes no
grau de desenvolvimento do septo e a condi¢do unilocular observada nos géneros
Rhodamnia Jack e Neomyrtus Burret seria produto do desenvolvimento septal

incipiente (Bentham, 1869).
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Estudos filogenéticos revelaram que a placentagdo ancestral em Myrteae €
bi ou multisseriada em placentas planas, recobrindo pelo menos parte do septo.
Placentas peltadas ou projetadas de outra maneira surgiram independentemente
em diferentes clados e, aparentemente, houve uma transicao subsequente para o
arranjo dos évulos em um Unico ponto do septo no género Eugenia (Lucas et at.,
2007). Esta transicao parece expressar-se em E. neonitida, pois apesar de presa

a um unico ponto a placenta é peltada com évulos bem projetados.

A insercao da placenta na metade superior do ovario esta de acordo com o
descrito por Lucas e colaboradores (2007) para o grupo informal “Eugenia”, que
se distingue dos outros clados com mesmo tipo de placentagdo, pelo
posicionamento da referida estrutura no septo, que se da na metade superior, em
“Eugenia” e abaixo do ponto mediano, nos demais clados. Neste contexto, os
autores consideram que esta distincdo € ténue, face as diferencas maiores
desconsideradas, como ovarios uniloculares x bi ou multiloculares. Assim, 0s
autores véem a natureza da placentacdo pouco informativa como caréater definidor

de grupos em Myrteae, 0 que requer analises do desenvolvimento do gineceu.

Lopes (2008) fornece uma interpretacao diferente da placenta em Eugenia
uniflora, também evidenciada em E. neonitida. A origem da placenta
independente dos carpelos, a partir de um meristema central residual interno ao
verticilo carpelar aponta para sua natureza caulinar, constituindo uma
interpretacdo mais acurada da categoria axial empregada de forma geral na
literatura da familia. Diverge da pressuposta natureza carpelar, implicita no
trabalho de Lucas e colaboradores (2007) o que leva a inferéncia de que a
placentacdo axial (sensu Lucas) em Myrteae é de natureza caulinar e nédo

carpelar marginal.

Neste contexto, como em E. uniflora (Lopes, 2008), o septo apresenta trés
regides distintas do ponto de vista anatémico e funcional. O eixo onde se localiza
a placenta, juntamente com o0s bordos carpelares aos quais se funde,
corresponde a base do septo ovariano. O apice desta estrutura corresponde ao

conjunto formado pelo estilete deprimido e os bordos carpelares fusionados
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enguanto a regido mediana, onde o eixo caulinar encontra o estilete deprimido, é

caracterizada pela presenca do compito.

Durante todo o desenvolvimento dos o6vulos em E. neonitida foram
observados dois tegumentos, o que esta de acordo com o apontado para Eugenia
pela literatura (Schmid, 1980). Ovulos unitegmos em Myrtaceae até entio
estavam restritos ao género Syzygium Gaertn., do qual apenas sete espécies
foram analisadas sob este aspecto (Biffin et. al. 2006). Porém em E. uniflora os
ovulos, inicialmente bitegmos, tornam-se unitegmos na maturidade (Lopes, 2008).
Esta variacdo encontrada no numero de tegumentos de Eugenia requer mais
investigacdes relativas a ontogénese dos 6vulos nas espécies do género. A
documentacgéo do desenvolvimento do gineceu em linhagens de eudicotiledoneas
tem grandes implicacdes para o melhor entendimento da diversidade floral nas

angiospermas (Soltis et al., 2003).

Na maioria das Myrtaceae estudadas até 0 momento o primoérdio estaminal
tem inicio diretamente sobre o apice floral. Excecdes foram encontradas por
Orlovich e colaboradores (1999) em Melaleuca L. e em algumas espécies de
Callistemon R.Br. onde os estames surgem a partir de protuberancias pré-
estaminais antepétalas. Androceu iniciando por apenas um primérdio estaminal
por pétala foi descrito para Leptospermum brevipes F. Muell., Leptospermum
lanigerum (Sol. ex Aiton) Smith, Leptospermum myrsinoides Schldl., Baeckea
imbricata (Gaertn.) Druce, Micromyrtus ciliata (Sm.) Druce e Calytrix tetragona
Labill. (Carrucan & Drinnan, 2000; Drinnan & Carrucan, 2005), mas apenas em
Baeckea imbricata estes se posicionam alternadamente com as pétalas como em
E. neonitida. No entanto ndo parece haver correlacdo entre a posicdo dos
primérdios estaminais nestas espécies, muito embora, uma correlacdo entre a
localizacdo inicial e a comparacdo no arranjo final dos estames seja dificultada
pelo fato de, por exemplo, em B. imbricata os cinco primérdios estaminais serem
0s Unicos formados, enquanto em E. neonitida os quatro primordios iniciais dao

inicio a uma série de cerca de duzentos estames.

Carrucan & Drinnan (2000) afirmam que o numero total de estames

produzidos é influenciado pelo tempo de producdo dos primordios estaminais e
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que a forma com que o hipanto se expande determina o arranjo final dos estames
na flor madura. Se o botdo amplia algumas areas mais que outras, 0s estames se
posicionam de forma diferente em torno da flor. Segundo os autores, mudancas
sutis em quaisquer destes fatores durante o desenvolvimento resultam em
morfologia de flor significativamente diferente. Este fato pode explicar as
diferencas encontradas entre as espécies acima citadas, cujos estames variam
em numero de 5 a 40 e geralmente formam um Gnico anel com arranjos variados,
e E. neonitida, onde os estames ocupam toda a por¢cao do hipanto ao redor do
estilete. Padrao semelhante a este ocorre em E. uniflora (Lopes 2008), o que
permite supor uma forma de desenvolvimento semelhante entre ambas, exceto
pela diferenca no niumero de estames (cerca de 50 em E. uniflora e 200 em E.
neonitida). Tal forma pode estar relacionada a maior expansao do hipanto em E.
neonitida, o que talvez refleta a diferenga no didmetro total das flores,
aproximadamente 16 mm para E. unilora e 26 mm para E. neonitida (Silva e
Pinheiro, 2007). Em relacdo a antera, a cavidade secretora encontrada na regiao

apical do conectivo, constitui uma sinapomorfia para a familia (Stevens2001).

Os vacuolos nucleares evidenciados durante a microsporogénese de E.
neonitida e em um individuo de E. uniflora (Lopes 2008) estdo associados com a
finalizagdo do complexo sinaptonémico, relacionado ao crossing over, durante a

préfase meidtica (Sheffield et al; 1987).

As anomalias registradasem E. neonitida durante a fase final da meiose -
na formacéo das paredes dos microsporos ainda nas tétrades - levando a lojas
com praticamente todos os gréos abortados estdo relacionadas a esterilidade
masculina. Alteragdes na microsporogénese e no tapete tém sido estudadas em
espécies de diversas familias - Poaceae Barnhart, Liliaceae Juss.,
Chenopodiaceae Vent., Ranunculaceae Juss., Brassicaceae Burnett, Rosaceae
Juss., Fabaceae Lindl., Linaceae DC. ex Perleb, Onagraceae Juss., Apiaceae
Lindl., Apocynaceae Juss., Solanaceae Juss., Cucurbitaceae Juss. (Laser &
Lersten 1972); Cactaceae Juss (Strittmatter et. al., 2006); Euphorbiaceae Juss.
(Liu et. al., 2007); Cleomaceae Bercht. & J. Presl (Gama, 2009) - . Uma constante

€ a degradacado do tapete como primeiro indicio do processo de aborto, uma vez
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gue este fornece enzimas para dissolucdo das paredes de calose e matéria prima

para a formacao da parede dos gréaos de pélen.

Em Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (Brassicaceae), genes de expressao
precoce — MYB33 e MYB65, EMS1/EXS, TPD1, SERK1/2 e ROXY1/2 e FAT
TAPETUM - estédo relacionados a diferenciacdo do tapete e o gene DYT1 a
formacdo do pdélen (Chaudhury, 1993; Sanders et al., 1999; Yang et al., 2003;
Xing & Zachgo, 2008). Embora a entrada na meiose possa ocorrer na auséncia de
um tapete normal, varios mutantes com tapete defeituoso exibem um fendtipo
macho-estéril pela degeneracdo dos micrésporos. Recentemente Xu e
colaboradores (2010) analisando o gene ABORTED MICROSPORES (AMS)
verificaram que o0 mesmo é um regulador central do desenvolvimento pés meiotico
masculino em A. thaliana, com ac¢ao sobre a inducéo e secrecdo dos precurssores
da parede do pdlen e possivelmente do desenvolvimento do tapete, além de

facilitador da morte celular programada.

Em Cleomaceae, familia irmad de Brassicaceae, nas flores pistiladas de
Cleome rosea Vahl ex DC. (Gama, 2009), a meiose masculina é também a etapa
critica a partir da qual tem inicio a divergéncia que determina a esterilidade
masculina. A autora sugere um papel relevante no estabelecimento da
esterilidade masculina a um alelo mutante do gene FAT TAPETUM observado no

mutante fat tapetum de A. thaliana.

Em E. neonitida, as alteracdes no tapete e no polen, assim como o fato de
ocorrerem, por vezes, em uma Unica loja da antera parecem indicar que nado
estejam ligadas diretamente a expressao ordinaria de tais genes. Os graos de
pbélen com varias estruturas circulares que se coram mais intensamente com o0
Azul de Toluidina. foram também observados por Lopes (2008) em E. uniflora. Por
se assemelharem a nucleos, o autor apontou as referidas estruturas como sendo,
de fato, nucleos. O mesmo foi observado em anteras de um hibrido de Solanum
L. (Solanaceae) cultivado in vitro, (Ramanna, 1974). Sao necessarios estudos
mais aprofundaddos destas estruturas para esclarecer seu significado biolégico

em E. neonitida e outras espécies.
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Fatores como a acéo de patdgenos também necessitam ser investigados.
Lopes (2008) levanta a possibilidade de que as anomalias observadas em E.
uniflora possam ser resultado de um fenémeno denominado castracao parasitaria
a distancia. Neste conceito o ataque por insetos pode potencialmente reduzir o
crescimento das plantas e o processo de reprodugcao (Wolfe,1997). Pode ser
citado o caso de Crepis bienens Bercht. & J. Pres| (Asteraceae), cujas raizes sao
atacadas por um coledptero (Lixus punctiventris) que induz alteragcbes nas

inflorescéncias, levando a esterilidade (Ross 1932 apud Dreger-Jauffret &
Shorthouse, 1992).

Estudos ontogenéticos mais aprofundados sobre o desenvolvimento floral
na tribo Myrteae e em Myrtaceae de uma forma geral sdo necessérios para que,
segundo Lucas et al., (2007), caracteres desta natureza possam ser melhor
utilizados em estudos filogenéticos e auxiliem a esclarecer os caminhos evolutivos

do gineceu do grupo.
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5 CONCLUSOES

A partir da hipétese de que Eugenia neonitida compartilha alguns dos

estados de caracteres estabelecidos por Lopes (2008) para E. uniflora, tais como:

a presenca de coléteres protegendo o meristema de inflorescéncia, o niumero de

carpelos igual a dois, os évulos unitegumentados e a placentacdo axial basal,

pbde-se concluir que alguns destes estados sao, de fato, compartilhados entre as

espécies,

no entanto existem diferencas que apontam para uma maior

diversidade estrutural dentro do grupo, o que evidencia a necessidade de mais

estudos estruturais e de desenvolvimento em Myrtaceae.

Assim como em E. uniflora o meristema da inflorescéncia é protegido
por coléteres. Somado a isso também foram encontrados coléteres

protegendo os meristemas florais e vegetativos.

As alteracbes no tapete e no pdélen, assim como o fato de ocorrerem,
por vezes, em uma Unica loja da antera indicam semelhancas com E.

uniflora.

O numero de carpelos é igual a dois, a semelhanca do que foi descrito

para E. uniflora.

Diferente do que ocorre em E. uniflora, os 6vulos de E. neonitida

possuem dois tegumentos durante todas as fazes do desenvolvimento.
A placentacdo embora se desenvolva a partir de eixo de origem caulinar

como em E. uniflora, difere desta pela insercdo na porcao superior do

ovario e pela formacao de projecdes onde se formam os 6vulos.
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6 PERSPECTIVAS

Schoénenberger & Balthazar (2006) descrevem a importancia de trabalhos
morfologicos e anatbmicos para auxiliar em estudos filogenéticos, principalmente
dentro do clado rosid -Eudicotiledonea core- (APG IIl, 2009), no qual Myrtaceae
estd inserida. As analises moleculares que trouxeram novas contribuicdes a
compreensao da histéria evolutiva das plantas (Friedman et al., 2004 e APG III,
2009) tém sido acompanhadas, nos ultimos anos, por reavaliagdes morfologicas
de grupos-chave que vém permitindo reconstru¢des de caracteres ancestrais e

apontando aqueles filogeneticamente informativos.

Dados importantes para os estudos filogenéticos de Myrtaceae incluem
caracteres estruturais relacionado ao gineceu (Johnson & Briggs, 1984 e Wilson
et al., 2001) e estruturas secretoras (Gomes et al., 2009). Dentro deste contexto
uma analise da evolucdo dos caracteres relacionados as estruturas secretoras, a
placentacdo, a vascularizagcdo do ovario e aos tegumentos dos évulos e seus
estados pode ser informativa do ponto de vista filogenético auxiliando a
elucidacdo das relacdes dentro de Myrteae, 0 que nos estimula a estabelecer

propostas como:

1. Analisar os grdos de pélen anomalos em microscopia Otica com utilizacdo de
fluorocromos especificos para DNA e acompanhar detalhadamente sua

formagao em microscopia eletronica de transmissao.

2. Descrever a ontogénese e a anatomia do gineceu e das estruturas secretoras

associadas de outras espécies da tribo Myrteae.

3. Levantar em representantes da tribo Myrteae, os estados de caracteres
estruturais relativos ao gineceu como: namero de carpelos, origem do ovario
infero e do septo ovariano, presenca ou nao de compito, tipo de placentacao,
vascularizacao floral, nimero de tegumentos dos o6vulos e a ocorréncia

distribuicdo, morfologia e ontogénese dos coléteres e cavidades secretoras.
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4. Investigar ultra-estruturalmente as células secretoras, correlacionando com as
diferentes classes de substancias quimicas secretadas, com 0s mecanismos

celulares de secrecdo e com o processo de formacgéo do lume das cavidades.

5. Mapear os caracteres acima na filogenia de Lucas et al. (2007), para a tribo
Myrteae.
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