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Resumo

A estrutura floral de Maytenus obtusifolia apresenta caracteres cujos estados muitas vezes
estdo em acordo com a literatura, como diferenciacéo centripeta dos verticilos, auséncia de
indumento floral, abundancia de idioblastos de conteddo fendlico, traco dos estames
formado por um anel central circundado por por¢des de floema, estilete curto, fusdo pos-
genital dos carpelos com feixes no local de fusdo, angiospermia do tipo 4, septo apical,
extremidade do cOmpito com tricomas, dois tegumentos com mais de dois estratos
celulares, presenca de endotélio e nucelo delgado. Em alguns casos difere da literatura, por
apresentar gineceu bicarpelar, tegumento externo mais espesso que o0 interno, 6vulos
antitropos; e auséncia de drusas de oxalato, idioblastos de mucilagem, estdmatos, papilas
ou indumento. Em virtude da inexisténcia de uma filogenia robusta para Celastraceae, da
presenca de trés linhagens diferentes em Maytenus, da reduzida presenca de dados
anatdmicos e ontogenéticos para as espécies amostradas nestes trabalhos, dentre as quais
M. obtusifolia ndo se inclui, & impossivel estabelecer correla¢cdes consistentes entre os
dados obtidos e os de géneros aparentados. Neste contexto, as flores do género asiatico
Euonymus séo as que mais se assemelham aquelas de M. obtusifolia. Do ponto de vista da
funcionalidade dos verticilos reprodutivos, os dados obtidos corroboram aqueles
provenientes da biologia reprodutiva, apontando para a existéncia de esterilidade
citoplasméatica masculina e de um sistema sexual ginodioico. Os resultados mostram que a
esterilidade masculina, resultando em plantas femininas, exclusivamente com flores
pistiladas, € pré-meiética. Sugerem, ainda, que a ocorréncia de sinérgides hipertrofiadas
com citoplasma desorganizado esteja relacionada ao aborto dos 6vulos em algumas flores

perfeitas das plantas hermafroditas da populacdo estudada.
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Abstract

The floral structure of Maytenus obtusifolia encompasses characters whose states are in
accordance with the literature, such as centripetal differentiation of whorls, absence of floral
indumentum, abundance of idioblasts of phenolic content, stamens traces formed by a
central ring surrounded by phloem, short style, post-genital fusion of carpels with bundles in
the site of fusion, type 4 angiospermy, apical septum, compitum end with trichomes, two
integuments with more than two cell layers, endothelium and thin nucellus. In some cases
there are differences such as bicarpelar ginoecuim, outer integument thicker than the inner,
antitropous ovules and absence of oxalate druses, mucilage idioblasts, stomata, papilae and
indument. Due to the absence of a robust phylogeny for Celastraceae, the presence of three
different lineages in Maytenus and the paucity of anatomical and ontogenetic data for the
species sampled in these works - among which M. obtusifolia is not included - it is impossible
to establish consistent correlations between the data obtained and the related genera. In this
context, the flowers of the Asian genera Euonymus are the most similar to those of M.
obtusifolia. From the point of view of reproductive whorls functionality, the data obtained
corroborate those of reproductive biology pointing to the existence of male cytoplasmic
sterility and of a gynodioecious sexual system. The results show also that male sterility is
pre-meiotic, resulting in female plants, exclusively with pistilated flowers. They suggest also
that the occurrence of hypertrophied synergids with disorganized cytoplasm may be related
to the ovule abortion in some perfect flowers of hermaphroditic plants in the studied

population.
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Introducéo

1. INTRODUCAO

Celastraceae é sub-cosmopolita, possui 98 géneros e cerca de 1211 espécies;
encontra-se distribuida nas regides tropical e temperada, ausente nas regifes articas e €
mais diversificada nos trépicos e subtrdpicos (Simmons, 2004a). O género Maytenus Juss. €
composto por arvores ou arbustos, eretos, glabros ou raramente pubescentes, com folhas
alternas, inteiras ou serradas. As inflorescéncias sdo axilares, cimosas, fasciculadas,
raramente racemosas, ou apresentam flores solitarias. As flores sdo unissexuais ou
bissexuais, tetrameras ou pentameras, as anteras possuem deiscéncia longitudinal, o ovario
possui dois ou trés I6culos, évulos ortétropos, um ou dois por l6culo (Simmons, 2004a).
Maytenus pertence a subfamilia Celastroideae (Simmons, 2004a), tendo sido considerado
polifilético em analises filogenéticas morfolégicas e moleculares (Simmons et al. 2001a,
2001b, 2008), Simmons et al. (2008), reconheceram trés linhagens oriundas da Africa, do
Pacifico Austral e do Novo Mundo. As espécies sul-americanas analisadas foram M. boaria
e M. disticha (irmas) e M. floribunda, posicionada em um clado irmdo que inclui Moya
spinosa (irma desta) e Tricerma texanum, tradicionalmente incluida em Maytenus. Assim,
trabalhos adicionais para re-circunscrever este género sdo ainda necessarios (Simmons,
2004a).

A familia Celastraceae €, assim como Celastrales, bem suportada por caracteres
relacionados a morfologia floral (Stevens, 2007; Matthews & Endress, 2005). No entanto,
estudos do desenvolvimento floral em Celastraceae sdo poucos (Matthews & Endress, 2005;
2006; Endress & Matthews, 2006; Tobe & Raven,1993). A embriologia em Celastraceae foi
analisada em muitas espécies por Simmons (2004a) e Tobe & Raven (1993). Nao ha
informacdes relativas ao desenvolvimento floral para o género Maytenus. As potenciais
sinapomorfias anatémicas da familia sdo a presenca de drusas de oxalato de calcio em
tecidos florais e o ovario com septo apical (Matthews & Endress, 2005; Zhang & Simmons,
2006). As anteras sdo tetrasporangiadas, com endotécio fibroso, estratos parietais
comprimidos e tapete com células polinucleadas. Na meiose a citocinese é simultanea,
formando tétrades tetraédricas e ou decussadas. O grdao de p6len maduro possui duas ou
trés células (Brewbaker, 1967). Os Ovulos sdo anatropos, bitegmos, crassinucelados ou
tenuinucelados, com a formagdo de um saco embriondrio do tipo polygonum. (Adatia &
Gavde, 1962; Brizicky, 1964a). Berkeley (1953), ao estudar a vascularizac&o das flores de
Celastrus, Euonymus e Paxistima, concluiu que Celastraceae possui tubo floral e o disco
nectarifero € homoélogo aos estames. Em Celastrus os tragos vasculares do disco divergem
dos tracos do estame e da pétala. Em Euonymus e Paxistima, ndo ha tracos vasculares

irrigando o disco nectarifero.



Introducéo

A ordem Celastrales - composta por Celastraceae, Lepidobotryaceae e
Parnassiaceae — é um grupo razoavelmente suportado pela morfologia, anatomia e
histologia florais, embora sinapomorfias estruturais ainda ndo tenham sido estabelecidas
(Matthews & Endress, 2005). Os taxons analisados compartilham pétalas com
desenvolvimento néo retardado nos estadios finais do desenvolvimento, gineceu tricarpelar,
cOmpitos com tricomas longos e tecido transmissor com varias camadas, 6vulos com dois
tegumentos em geral com mais de dois estratos celulares e indumento floral ausente ou
esparso (Simmons et al., 2001b; Simmons, 2004a).

O sub-clado de rosidea denominado COM, no qual Celastrales se insere juntamente
com Oxalidales e Malpighiales, € bem caracterizado pelas estruturas florais (Matthews &
Endress, 2005, 2006). O carater de maior destaque é a estrutura do 6vulo, no que diz
respeito & espessura do nucelo — em geral delgado — e a presenca de endotélio (Endress &
Matthews, 2006). Outro carater interessante € o tegumento interno mais espesso que o
externo, compartilhado pelo clado COM e as rosideas Il (malvideas). A presenca de células
de mucilagem, concentradas nas rosideas, especialmente nas rosideas | (fabideas),
presentes em todas as ordens do clado fixador de Nitrogénio e no clado COM, nao foi até o
momento registrada em Celastrales (Matthews & Endress, 2006; Endress & Matthews,
2006).

Estudos estruturais sdo muito necessérios na ordem Celastrales para futuras
andlises filogenéticas e a caracterizacao da flor das rosideas (Endress & Matthews, 2006).

No que diz respeito a anatomia de Maytenus, ha poucos trabalhos, que tratam em
sua maior parte da folha (Sebsebe, 1985; Ciqiu et al., 1986; Muller, 1995; van Wyk & Archer,
1987; Machado, 1945 e Joffily & Vieira, 2005). Joffily & Vieira, (2005), estudaram espécies
de Maytenus ocorrentes no Estado Rio de Janeiro, dentre elas M. obtusifolia, tendo os
autores concluido que a grande plasticidade morfolégica nos 6rgdos vegetativos contrasta
com a enorme semelhanga anatdmica dos mesmos (Jofilly & Vieira, 2005).

Flores de Celastrales sao bissexuais ou funcionalmente unissexuais, neste caso
apresentando o verticilo do sexo néo funcional apenas levemente reduzido, podendo ter sido
consideradas erroneamente como bissexuais (Matthews & Endress 2005). Ha registros de
dioicia, em Celastrus, (Ding Hou, 1955, apud Matthews & Endress, 2005) e de trioicia e
ginodioicia em Euonymus europaeus, (Darwin 1877 e Webb 1979, apud Matthews &
Endress, 2005), todas Celastraceae.

As espécies de Maytenus em geral sdo referidas como hermafroditas, raramente
poligamas ou didicas (Simmons, 2004). Em algumas espécies, apesar de estarem presentes
os dois verticilos reprodutivos, apenas um deles é funcional, como no caso de M. ilicifolia, M.

evonymoidis e M. patens (Carvalho-Okano, 1992). Também ocorrem espécies com flores
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Introducéo

unissexuais no sudeste dos Estados Unidos (Brizicky, 1964b) e na Africa, onde flores
pistiladas apresentam estaminddios e flores estaminadas apresentam pistilodios (Sebsebe,
1985). Provavelmente, a reducao dos 6rgdos, ora do androceu, ora do gineceu, em algumas
espécies de Maytenus, indica uma tendéncia da bissexualidade para a unissexualidade das
flores e dos individuos (Carvalho-Okano, 1992). Lourteig & O’ Donell (1955, apud Carvalho-
Okano, 1992) relatam que M. boaria apresenta flores estaminadas e pistiladas em plantas
diferentes.

Este trabalho integra uma pesquisa sobre a biologia reprodutiva de M. obtusifolia,
conduzida pelo grupo de pesquisa “Reproducgao Vegetal’, do Museu Nacional, que objetiva
esclarecer o sistema sexual da espécie, associando estudos sobre a ontogénese, biologia
floral e produtividade de frutos/sementes na populacdo da restinga da APA de Marica.

Os resultados iniciais revelaram que M. obtusifolia apresenta sistema sexual
ginodidico - plantas com flores perfeitas e plantas com flores pistiladas — numa razéo sexual
de 2,8 : 1, respectivamente. O sucesso reprodutivo dos individuos femininos é de 41%, ao
passo que nos individuos hermafroditas varia de 0 a 15%. O estudo da morfologia externa
das flores perfeitas revelou variagéo intra-plantas no tamanho do gineceu, embora os évulos
fossem aparentemente normais, mesmo nas flores com gineceu reduzido. A hip6tese de que
a maior proporcdo de flores com gineceu plenamente desenvolvido num individuo esta
relacionada com a capacidade de produzir mais frutos vem norteando os estudos. No que se
refere ao androceu, observou-se, ainda, grande variacdo na viabilidade polinica dos
individuos (2 a 99%), mantida inalterada em trés floracdes subsequentes (Benevides, tese
em desenvolvimento).

Neste contexto o projeto se propOs a realizar estudo ontogenético comparativo das
flores pistiladas e perfeitas de M. obtusifolia, com énfase no androceu e gineceu. Os
resultados obtidos séo os primeiros dados sobre a anatomia e ontogénese floral para o
género e contribuirdo para futuras andlises filogenéticas. Além disso, o estudo citolégico
comparativo do micrdésporo e microgametéfito das flores perfeitas e do megasporo e
megagametodfito das flores pistiladas e perfeitas poderdo elucidar a caracterizagdo da
expressao sexual de M. obtusifolia.

A partir dos dados disponiveis foram formuladas as seguintes hipoteses: 1) As flores
perfeitas e as pistiladas apresentam as caracteristicas anatdbmicas indicadas como
sinapomorfias para os diferentes niveis hierarquicos; 2) As flores perfeitas e pistiladas néo
apresentam as células de mucilagem referidas como sinapomorfias para o clado COM e
ausentes em Celastrales; 3) O baixo sucesso reprodutivo das flores perfeitas esta
relacionado a alteracdes citologicas do gineceu; 4) Alteragdes citoldgicas dos gréos de polen

causam viabilidade variavel entre as plantas com flores perfeitas.



Métodos

2. METODOS

Botdes florais e flores coletados em varios estadios de desenvolvimento e
provenientes de individuos de populagdes naturais da Area de Protecdo Ambiental (APA) de
Marica, municipio de Maric4, Rio de Janeiro (fig. 1a), situada a aproximadamente 60 Km a
leste do centro da cidade do Rio de Janeiro, entre os distritos de Barra de Marica e
Itaipuacu, sob as coordenadas 22° 56’ — 22° 58’ S — 42° 49’- 42° 54’ W. Para este estudo
foram selecionadas flores de cinco plantas de Maytenus obtusifolia Mart. (tabela 1), uma
planta feminina constituida somente por flores pistiladas — M12 (fig. 1e) e quatro plantas
hermafroditas: M08 e M09 (fig. 1d) - com flores que apresentam alta viabilidade polinica
(98%), estilete e estigma reduzidos e taxa de frutificagdo quase zero, que foram tratadas
como perfeitas com baixa taxa de frutificagdo (HBF); e M14 e 521 (fig. 1c) — com flores que
apresentam viabilidade polinica baixa (33%), variagdo no tamanho do estilete e estigma,
mas com taxa de frutificagdo de 11%, que foram tratadas como perfeitas com alta taxa de
frutificacdo (HAF). As amostras foram fixadas em solugéo de formaldeido 4% + glutaraldeido
2,5% em tampdo fosfato de sodio 0,056M pH 7,2 (Gahan, 1984) e submetidas a baixa
pressdo. Para o estudo anatdmico os botdes foram mensurados, quanto ao comprimento,
agrupados em classes de tamanho e, juntamente com as flores, foram desidratados em
série etilica e emblocados em glicolmetacrilato (Historesina Leica®). Seccdes seriadas de 1-
3um de espessura, obtidas com navalha de vidro em micrétomo rotativo Spencer, foram
coradas com Azul de Toluidina O 0,05% (Gahan, 1984).

Os testes histoquimicos foram realizados em material fixado em &alcool 70% e
emblocado, seccionado em micr6tomo manual de Ranvier e rotativo, respectivamente.
Foram utilizados os seguintes reagentes: Sudan IV (Johansen, 1940) para compostos de
natureza lipofilica; Lugol (Johansen, 1940) para graos de amido; dicromato de potassio 10%
(Gabe, 1968) para compostos fendlicos; reagente de Fehling (Purvis et al., 1964) para
aclcares redutores; vermelho de ruténio (Jensen, 1962) para substancias pépticas; Acido
periddico/Reagente de Schiff (PAS) para polissacarideos neutros (Cortelazzo, 1992, Taboga
& Vilamaior, 2001, Amaral et al., 2001). Foi aplicado tratamento controle para os testes
histoquimicos de acordo com a indicacdo dos respectivos autores acima citados.

Para observacdo de calose, o material foi corado com Azul de Anilina (0,1%) em
K2HPO4, 0,15 M (Martin, 1959), mantido sob refrigeracdo por cerca de 2 horas e
observadas sob luz UV, em microscépio de fluorescéncia Olympus BX-51.

Foram confeccionadas e depositadas no Herbario do Museu Nacional (R) excicatas

com material botanico correspondente a cada individuo analisado.



Métodos

A documentacéo e as observacdes foram realizadas utilizando-se os equipamentos
Leitz Orthoplan e Olympus BX-51 com sistema de captura composto por camera Q color 5 e
software Image-Pro Express. As imagens foram editadas no software Photoshop 6.0 e as
pranchas montadas utilizando o CorelDRAW X5.

Tabela 1: Individuos de Maytenus estudados e informac&es de voucher.

Individuo Morfo Coletor /voucher Data coleta N° de registro (R)
MO8 [2F1 1. V.N. Haddad 001 (R)  24/1X/2010 210889
M09 [$4] 1. V.N.Haddad 002 (R)  24/1X/2010 210890
M12 ? . V. N. Haddad 003 (R)  24/1X/2010 210891
M14 [2F1 1. V.N.Haddad 004 (R)  24/1X/2010 210892
521 [24] 1. V. N. Haddad 005 (R)  24/1X/2010 210893




Resultados

3. RESULTADOS

3.1. Inflorescéncias e flores

Maytenus obtusifolia apresenta habito subarbustivo (fig. 1b) a arbustivo e
inflorescéncias em racemos de dicasios (fig. 2a, b). Os primérdios apicais encontram-se
protegidos por duas bracteas laterais (fig. 2b) enquanto os laterais por apenas uma bractea
localizada externamente a eles (fig. 2a). Posicionados entre os botdes florais e as bracteas
(fig. 4a) encontram-se longos coléteres (fig. 4c), inseridos na base das bracteas e medindo
aproximadamente metade do comprimento destas.

Os botbes apresentam formato globoso e coloracdo esverdeada (fig. 1c). As flores
sdo pequenas, também esverdeadas, porém com as pétalas apresentando variacdo de
amarelada a esverdeada, pouco Vvistosas, actinomorfas, pentameras com calice
gamossépalo e corola dialipétala (fig. 1f). Os estames sdo alternipétalos com filete de cor
verde e anteras amarelas, bitecas, com deiscéncia rimosa. As flores apresentam um disco
nectarifero entre o androceu e o gineceu, este constituido por estilete largo e ovario infero,

bilocular e tetraovulado.

3.2. Bractea

As bracteas sdo revestidas por epiderme uniestratificada, com células de contorno
globoso na face adaxial e retangular na face abaxial. Em ambas as faces a maioria das
células epidérmicas apresenta conteddo fendlico. O mesofilo apresenta de trés a sete
camadas parenquimaticas, com poucos e pequenos espacos intercelulares. Os dois estratos
adjacentes a face abaxial reagem fortemente para compostos fendlicos (fig. 4a). Esclereides
dispbem-se aleatoriamente ao longo do mesofilo, em maior concentragdo nos bordos (fig.
2a, b, e).

3.3. Coléter

Os coléteres (fig. 4c) sdo claviformes, constituidos por aproximadamente oito séries

de células com paredes delgadas, citoplasma denso, pequenos vacuolos e ndcleo evidente.
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3.4. Organogénese floral

O surgimento dos verticilos florais é centripeto e sequencial, iniciando com as
sépalas e posteriormente pétalas, estames e gineceu. O domo meristemético floral (fig. 2c)
da origem a primérdios das sépalas de &pice agudo que logo acumulam compostos
fendlicos no parénquima em diferenciacéo (fig. 2d, e, f). A medida que estes primérdios se
alongam e o numero de estratos do mesofilo aumenta (fig. 3a), 0 meristema inicia a
formacdo de projecbes correspondentes aos primordios das pétalas (fig.3b-e).
Paralelamente observa-se a presenca de placas metafasicas em células da L3 e do
meristema em costela (fig. 3d) indicando o alongamento do eixo floral acompanhado pelo
estabelecimento do précambio (fig. 3c).

Os estames iniciam-se a partir do aumento no tamanho de algumas células da L1 e
posteriores divisdes anticlinais, enquanto as camadas L2 e L3 do meristema iniciam divisdes
(Fig. 3f, g). Este processo leva ao estabelecimento de uma regido afilada, que dara origem
ao filete, e uma regido que dara origem a antera.

Os primérdios de carpelos iniciam sua emergéncia a partir do alongamento de
algumas células protodérmicas, acompanhadas por divisbes anticlinais das mesmas e
divisbes periclinais e anticlinais das camadas L2 e L3 (fig. 3g, h). Divisbes sucessivas
produzem o aumento em espessura e altura das folhas carpelares, levando ao encontro de
seus apices (fig. 3h) e, em seqiiéncia, a fusdo de suas margens, (fig. 16b). Posteriormente,
no local da fusdo ocorre a diferenciacdo do procambio e divisbes celulares promovem a
intruséo dessas margens e formacdo de um septo estabelecendo dois l6culos (fig.16g). Na
regido basal do septo inicia-se a diferenciacdo da protoderme das folhas carpelares em
tricomas (fig. 16f-h). A seguir estigma e estilete diferenciam-se e divisdes periclinais e

anticlinais nas paredes do ovério elevam o nimero de estratos.

3.5. Verticilos protetores

Sépalas (fig. 4b) e pétalas (fig. 4d) s@o constituidas de epiderme uniestratificada com
contetdo fendlico, em maior concentracdo nas pétalas (fig. 5a), mesofilo parenquimético
onde ocorre a presenca de idioblastos de contetudo fendlico dispostos aleatoriamente, nas
sépalas concentrando-se duas camadas adjacentes da face abaxial e nas pétalas
concentrando-se uma camada adjacente da face adaxial. Esclereides sdo observados em

diferentes estadios de desenvolvimento.
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3.6. Nectéario

A espécie apresenta um disco nectarifero posicionado entre o androceu e o gineceu.
O disco é revestido por uma epiderme uniestratificada, com idioblastos de contetudo fendlico
e estdbmatos localizados no nivel epidérmico (fig. 5¢). O parénquima nectarifero possui
células ricas em graos de amido e idioblastos de contelddo fendlico se concentram nas

camadas subepidérmicas (fig. 5d). N&o ha vasculariza¢do no disco nectarifero.

3.7. Androceu

Apos a diferenciagéo das regifes do filete e antera inicia-se a maturacéo do estame.
No filete ocorre a diferenciagdo do procAmbio, enquanto na antera ocorre o estabelecimento
de uma epiderme rica em conteudo fendlico - exceto na regido que dara origem ao estdomio -
duas camadas médias, tapete e tecido esporogénico. Inicialmente o tapete esta
representado por células pouco diferenciadas, com nlcleo proeminente e pequenos
vacuolos. As células do tecido esporogénico tém nucleo proeminente, citoplasma denso com
pequenos vacuolos (Fig. 6a, b, c).

Neste estadio, ocorre a divergéncia no desenvolvimento do estame das flores
perfeitas e pistiladas.

3.7.1. Flor perfeita HBF

Nas anteras férteis ocorre aumento no tamanho das lojas, o que provoca o
esmagamento da camada média e gera espacos entre as células mae dos micrdsporos.
Nesse estadio as células do tapete encontram-se binucleadas ou polinucleadas e com o
citoplasma denso (fig. 6d). A microsporogénese é do tipo simultanea, os meiécitos sofrem a
primeira divisdo da meiose dando origem as diades (fig. 6d) e, apés a segunda divisao as
tétrades tetraédricas (fig. 6e, f). Ap0s a meiose ocorre a deposicdo da parede de calose,
isolando os micrésporos (fig. 6g, h).

Concomitantemente as células do tapete iniciam processo de vacuolizacéo (fig. 6g),
seguido de retracdo citoplasmética (fig. 7a, b). Os micrésporos livres apresentam um
formato irregular, citoplasma denso e um nucleo central (fig. 7a), posteriormente ocorre a
formacéo da parede do micrésporo (fig. 7b) e surgimento de grdos de amido no citoplasma
(Fig. 7c, d). As células do tapete por fim se encontram intensamente vacuoladas iniciando o

processo de degradacdo. Neste momento ocorre 0 espessamento em barra nas paredes
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das células do endotécio. O micrésporo sofre mitose gerando gréos de polen bicelulares,
formados por uma célula vegetativa e uma generativa (fig. 7d, e).

Ocorre degradacédo das células do septo interlocular, gerando a unido das lojas (fig.
7f, g) e colapso das células do estdbmio, fazendo com que haja a liberagdo dos gréos de
polen (fig. 7h).

Em grande parte dos grdos de pélen ocorre uma projecao citoplasmética da célula
vegetativa através das aberturas (Fig. 7e). Em seguida a célula generativa sofre uma mitose
dando origem aos dois gametas (fig. 7e).

Na flor em antese, o filete apresenta epiderme uniestratificada com conteludo
fendlico, mesofilo parenquimatico com idioblastos de contetdo fendlico e um feixe vascular
central (fig. 8d), a parede da antera é constituida por uma epiderme rica em conteudo
fendlico, endotécio e restos celulares provenientes da degeneragdo da camada média e

tapete (fig. 8a, b), e ocorre a degeneracao do feixe vascular na regido do conectivo (fig. 8c).

3.7.2. Flor perfeita HAF

As anteras deiscentes sdo constituidas por epiderme; endotécio; uma faixa de restos
celulares, provenientes da degeneracao das células do septo interlocular, tapete e camada
média; e grdos de poélen (fig. 8e). Aproximadamente metade destes grdos de podlen
apresentam o citoplasma colapsado (fig. 8f).

3.7.3. Anomalias no desenvolvimento dos graos de pélen

Algumas lojas nas anteras das flores perfeitas HBF e HAF apresentaram anomalias
durante o desenvolvimento dos grdos de pdélen. Em algumas lojas ocorre a degeneracao
prematura do tapete e o colapso dos micrésporos o que resulta em uma deposic¢ao irregular
da parede dos microsporos (fig. 8g). Em outras, ndo ha a separagdo dos micrésporos nas

tétrades, o que resulta no colapso dos mesmos (fig. 8h).

3.7.4. Flor pistilada

O estabelecimento da esterilidade masculina esta relacionado a alteragbes na
diferenciacdo do tapete e tecido esporogénico.

As células do tecido esporogénico tém nucleo proeminente e citoplasma denso,
assim como nas flores perfeitas (fig. 6b, ¢). No entanto, surgem pequenas estruturas

globosas densamente coradas (fig. 9a). Neste estadio surgem numerosos pequenos
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vacuolos nas células do tapete (fig. 9b, c), seguido de sua degeneracéo (fig. 9d), formando
uma faixa de restos celulares (fig. 9e, f, g), em algumas lojas ha a diferenciagédo das células
méae dos microsporos (fig. 9d) em outras o tecido esporogénico permanece (fig. 9¢). Em
ambas ocorre o0 surgimento de pequenos ou grandes vacuolos relacionados ao inicio do
processo de degeneracao dessas células (fig. 9f, g). As anteras deiscentes séo constituidas
por epiderme, endotécio e uma faixa de restos celulares (fig. 9h).

3.8. Gineceu

Variag6es morfoldgicas distinguem o gineceu das flores pistiladas e perfeitas HBF. O
maior desenvolvimento do carpelo nas flores pistiladas (fig. 17a) resulta em um maior
comprimento do estigma, estilete e ovario, em relagéo as flores perfeitas HBF (fig. 17b). O
maior comprimento promove diferenca na posicao do ovario entre os tipos florais, nas flores
pistiladas é caracterizado como semi-infero enquanto nas perfeitas HBF é infero.

Anatomicamente, o estigma é formado por uma epiderme composta por células
justapostas de contorno quadrangular (fig. 17c, d) e algumas com contetdo fendlico. Nas
flores pistiladas (fig. 17c), a regido estigmatica apresenta maior sinuosidade que nas flores
perfeitas HBF, as camadas adjacentes apresentam espacos intercelulares, onde ocorre o
acumulo da mucilagem proveniente do tecido transmissor. O estilete tem contorno
aproximadamente circular, revestido por epiderme uniestratificada com algumas células
ricas em conteudo fendlico. O mesofilo é parenquimatico com poucos espacos
intercelulares, havendo uma concentracdo de células com contetdo fendlico nos trés
estratos subepidérmicos. Dois feixes vasculares colaterais ocorrem em posi¢do oposta. Na
regido central do estilete ocorre a diferenciacdo do compito (fig. 16c), isto €, a reunido de
tecido transmissor de cada carpelo (fig. 16d, €) e que na regido basal do septo apresenta
tricomas (fig. 17a, b). A parede do ovéario é constituida de uma epiderme externa
uniestratificada, mesofilo com doze a quatorze estratos de parénquima e idioblastos de
conteudo fendlico, em especial nas trés camadas subepidérmicas da face abaxial. Ocorrem
feixes vasculares e a epiderme na face adaxial é uniestratificada e rica em células com
conteudo fendlico (fig. 17f).

A placenta tem origem na base dos carpelos, exibindo dois 6vulos por loculo. A
diferenciacdo do Ovulo inicia-se com o surgimento do nucelo através de divisdes anticlinais
da protoderme e periclinais e anticlinais das demais células da placenta. Posteriormente ha
o alongamento seguido da divisdo periclinal de algumas células da epiderme nucelar

iniciando a formacdo do tegumento interno (fig. 10a) e em sequéncia a formacdo do
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tegumento externo, apls sucessivas divisbes (fig. 1le). Concomitantemente ha a
diferenciacdo de uma célula arquesporial (fig. 10a; 11e) no estrato hipodérmico que se
divide periclinalmente dando origem a uma célula parietal voltada para o p6lo micropilar e
uma célula esporogénica para o calazal (fig. 10b, c). A diferenciacdo desta em
megasporocito € marcada por um alongamento seguido da deposi¢cdo da parede de calose
(fig. 10d-f). A célula parietal sofre degeneragdo. A formagdo da diade se da através de
divisdo desigual (fig. 10g, h; 11a, f). A partir desde estagio nédo foi detectada a presenca da
parede de calose. A meiose Il € assincrbnica e forma tétrades lineares (fig.11b, g), cuja
célula micropilar inicia a segunda divisdo da meiose antes, geralmente no sentido periclinal,
embora também tenha sido observada a formacgao de tétrades em “T” (fig. 11c, h), através
da divisdo anticlinal da célula micropilar. Os megdasporos préximos a micrépila sofrem
processo de degeneracgdo, restando funcional o megéasporo calazal (fig. 11d). Este apos
sucessivas mitoses da origem ao saco embrionario. Nao foi possivel a tipificacdo do saco
embrionario, devido a auséncia de caracterizagdo da megagametogénese, sendo observado
apenas 0 saco embrionario maduro, constituido de sinérgides, oosfera e célula média, sem
antipodas.

Na flor em antese, os Ovulos sao antitropos, tenuinucelados, compostos por
tegumento externo, com trés a cinco estratos sendo 0 mais externo rico em compostos
fendlicos, e tegumento interno, composto por quatro a sete camadas, a camada mais interna
diferenciada em endotélio com células com o nucleo ocupando a posi¢ao central e vacuolos
preenchidos com composto fendlico (Fig. 12a, b). A micrépila é em zigue-zague, formada
por ambos os tegumentos (fig. 17e) e o feixe vascular percorre o funiculo e se esgota na
altura da calaza (fig. 14c). Em todos os tipos florais, foi observada a proliferagdo de células
do tegumento interno em diregdo ao saco embrionério (fig. 14b, d). Em algumas flores
perfeitas HBF, os 6vulos parecem estar atrofiados, o que leva ao surgimento de um espaco
entre os tegumentos (Fig. 13c).

A divergéncia no desenvolvimento do saco embrionario nos diferentes tipos florais
ocorre apés a megagametogénese. O desenvolvimento pode seguir duas diferentes vias:

Uma primeira, considerada padrdo, € encontrada em todos os individuos. Esta
diferencia sinérgides com citoplasma denso (figs. 12c; 13d-f), polarizado (figs. 12e; 13a, b;
14a), no qual o vacuolo esta voltado para a calaza e o citoplasma esta voltado para a
micropila, com aparato fibrilar evidente (figs. 12d; 13h; 14a) e ndcleo proeminente; uma
oosfera polarizada com citoplasma voltado para calaza e vacuolo voltado para micropila e
nucleo evidente (fig. 13h); e uma célula média com um grande vacuolo ocupando quase

toda a célula e um nucleo polar (fig. 12f).
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E uma segunda, encontrada em algumas flores perfeitas HBF e HAF. Nesta ha o
inicio de um processo de vacuolizacdo (fig. 14e, f), embora ndo tenha sido observada a
presenca de vacuolo nos estadios seguintes, e hipertrofia das sinérgides (fig. 14g; 15a),
esses processos resultam em sinérgides com menor densidade citoplasmatica (fig. 14h;
15b) e em um citoplasma desorganizado (fig. 15d, e); apesar de ainda conter um aparato
fibrilar evidente (fig. 15c) e uma oosfera polarizada (fig. 15g) com nucleo proeminente (fig.
15f), assim como a via padrao.

3.9. Vascularizagao floral

A vascularizagéo floral se da através de um anel de feixes vasculares (fig. 5e) que
percorre o pedicelo até a regido do hipanto, onde se distribuem dando origem a tracos para
as sépalas, pétalas, estames e gineceu (fig. 5f). O gineceu é irrigado por quatro feixes
vasculares, dois dorsais provenientes da nervura central da folha carpelar e dois ventrais,
correspondentes a fuséo dos feixes carpelares marginais, estes bifurcam-se na altura na

placenta dando origem aos tracos que irrigam os ovulos (fig. 5b).
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Figura 1 - a - Area de Protecdo Ambiental (APA-Marica); b - f - Maytenus obtusifolia. b - Habito; ¢ —
Visitante floral; d — Aspecto geral das flores de um individuo hermafrodita; e - Aspecto geral das flores de
umindividuo feminino; f— Flores perfeitas HBF, flores perfeitas HAF e flores pistiladas.
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Figura 2 - Organogénese floral. Secgdes longitudinais. a, b — Inflorescéncias; c — Domo meristematico; d,
e, f—Domo meristematico com primérdio de sépala.
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Figura 3 - Organogénese floral. Secgdes longitudinais. a, b — Iniciagao as pétalas; ¢, d — Iniciagao dos
estames; e, f— Diferenciagao dos estames; g— Iniciagao dos carpelos; h —Diferenciagao dos carpelos.

15



Resultados

Figura 4 - Verticilos protetores e coléter. a - c— Secgodes longitudinais. a— Bractea; b— Sépala; c— Coléter;
d —Secgao transversalda pétala.
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Figura 5 - Verticilos protetores, vascularizagao floral e nectario. a-d — Secgdes longitudinais. a—Pétala; b
— Vascularizagao floral; ¢, d — Nectario; e, f — Secgdes transversais. e — Feixe vascular na altura do
pedicelo; f— Distribui¢cao dos feixes vasculares.
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Figura 6 - Microsporogénese das flores perfeitas. Secgdes transversais. a - c— Tecido esporogénico; d —
Meiose | na metafase; e - Final da meiose Il; f— Diades envolvidas por calose; g — Tétrades; h— Tétrades
envolvidas por calose.
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Figura 7 - Microgametogénese das flores perfeitas. Secgdes transversais. a — Micrésporos livres; b, c —
Processo de degeneragao do tapete; d — Mitose do micrésporo; e — Diferenciagdo dos gametas; f, g —
Degeneracao do septo interlocular; h— Degeneragao das células do estémio.
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Figura 8- Androceu das flores perfeitas HAF e anomalias no desenvolvimento. a, b, c,d, e, f, h—Secgoes
transversais. a, b — Antera deiscente; ¢ — Colapso do parénquima do conectivo; d — Filete em seccao
longitudinal; e, f— Graos de pdlen; g —Loja com micrésporos viaveis e loja com micrésporos colapsados;
h—Tétrade andémala. 20
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Figura 9 - Androceu nas flores pistiladas. Secgdes transversais. a — Alteragao na diferenciagao do tecido
esporogénico; b, ¢ — Vacuolizagao do tapete; d — Contragao do tapete; e — Colapso do tapete; f —
Vacuolizagao do tecido esporogénico; g — Vacuolizagdo dos meidcitos; h — Antera deiscente sem graos
de pdlen.
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Figura 10 - Diferenciagao dos évulos das flores pistiladas. Secgdes longitudinais. a — Célula arquesporial
e inicio da formagao do tegumento interno; b, ¢ — Célula parietal, célula esporogénica e inicio da
formacgao dotegumento externo; d, e— Célulaesporogénica; f—Meidcito; g, h—Meiose |.
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Figura 11 - Diferenciagao dos évulos das flores pistiladas e perfeitas. Secgodes longitudinais. a — d —
Flores pistiladas. a - Meiose I; b, c — Meiose II; d — Megasporo funcional. e — h — Flores perfeitas. e —
Célula arquesporial; f— Célula esporogénica e célula parietal; g—Meiose |; h —Meiose |l.
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Figura 12 - Ovulos das flores pistiladas. Secgdes longitudinais. a — Saco embrionario: Sinérgides; b —
Saco embrionario: Oosfera; ¢ — Sinérgides e nucleo da oosfera; d — Aparato fibrilar das sinérgides; e —
Sinérgides; f— Nucleo polar da célulamédia. CM - Célula média; S - Sinérgide; AF - Aparatofibrilar.
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Figura 13 - Ovulos das flores perfeitas HBF. Secgdes longitudinais. a — Saco embrionario: Sinérgides; b —

Aparato fibrilar; ¢ , d — Nucleo polar da célula média; e, f — Sinérgide e oosfera; g, h— Sinérgide e oosfera
polarizada. CM - Célula média; S - Sinérgide; O - Oosfera; AF - Aparato fibrilar.
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Figura 14 - Ovulos das flores perfeitas HBF. a - h — Secgdes longitudinais. d - f — Secgdes transversais. a—
Sacoembrionario: Sinérgides; b — Proliferagao celular na regido da calaza; c— Feixe vascular na alturada
calaza; d — Proliferacao celular naregiao da calaza; e, f— Sinérgides; g, h— Sinérgides hipertrofiadas. CM
- Célula média; S - Sinérgide; O - Oosfera; AF - Aparato fibrilar.
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Figura 15 - Ovulos das flores perfeitas HAF. Secgdes longitudinais. a - ¢ — Sinérgides hipertrofiadas e
nucleo da oosfera; d, e — Sinérgides com desorganizagao citoplasmatica; f — Sinérgide e nlcleo da
oosfera; g—Oosfera polarizada. CM - Célula média; S - Sinérgide; O - Oosfera; AF - Aparato fibrilar.
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Figura 16 - Diferenciagao dos carpelos. a — ¢ — Secgdes longitudinais. d — h — Secgdes transversais. a —
Alongamento dos carpelos; b — Fusao carpelar; ¢ - e — Diferenciagao do tecido transmissor; f — h —
Diferenciagado do compito.
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Figura 17 - Gineceu. Secgoes longitudinais. a — Gineceu das flores pistiladas; b — Gineceu das flores
perfeitas; c — Graos de pdlen no estigma das flores pistiladas; d — Germinagao do grao de pélen no

estigma das flores perfeitas; e —Micrépilaem zigue-zague; f—Parede do ovario.
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Discusséao e Conclusdes

4. DISCUSSAO E CONCLUSOES

4.1. Estrutura floral

A estrutura floral da ordem Celastrales (APG, 1998, 2003) é pouco explorada,
provavelmente porque suas flores parecem ser morfologicamente simples e de facil
compreensdo (Matthews & Endress, 2005). Da mesma forma, estudos de desenvolvimento
floral sdo quase inexistentes (Matthews & Endress, 2005; Tobe & Raven,1993). O extenso
trabalho de Matthews & Endress (2005) destaca-se pelo estudo comparativo da morfologia,
anatomia e histologia florais de representantes das trés familias da ordem - Celastraceae,
Parnassiaceae e Lepidobotryaceae. Segundo os autores, todas as trés familias apresentam
pétalas sem atraso de desenvolvimento apo0s a iniciagdo no botéo, gineceu tricarpelar,
fendas ventrais dos carpelos seladas por células epidérmicas longas e tecido transmissor
com varios estratos celulares, os dois tegumentos em geral com mais de dois estratos
celulares e indumento esparso ou ausente. Celastraceae compartilha com Parnassiaceae
um gineceu completamente sincarpico com lobos estigmaticos comissurais, no qual ha o
desenvolvimento intenso de feixes vasculares no local da comissura, e redugéo dos feixes
carpelares medianos; O6vulos fracamente crassinucelados ou incompletamente
tenuinucelados com endotélio; sépalas e pétalas parcialmente franjadas e estames
fusionados ao ovério. As flores sao bissexuais protandricas e hercogamicas, gracas ao
movimento dos estames e a abscisdo das anteras (Matthews & Endress, 2005). Com
Lepidobotryaceae, Celastraceae compartiliha poucos caracteres, tais como flores
pseudohermafroditas e estames unidos pelas bases formando um colar em torno do gineceu
(Matthews & Endress, 2005).

Maytenus obtusifolia segue o padréo da ordem em relacdo a diferenciacao centripeta
dos verticilos florais. As pétalas iniciam a diferenciacdo pouco apés a emissdo dos
primérdios das sépalas cujo desenvolvimento reduzido, associado a auséncia de retardo no
desenvolvimento da corola faz desta a principal prote¢cdo do botdo. O mesmo ocorre em
outras ordens de rosideas, como Vitales (Gerrath & Posluszny, 1988), Myrtales
(Schénenberger & Conti, 2003) e Sapindales (Ronse de Craene & Haston, 2006; Bachelier &
Endress, 2009). A extremidade do compito com tricomas, a presenc¢a de dois tegumentos
com mais de dois estratos celulares, assim como auséncia de indumento floral sdo também
comuns a ordem. Por outro lado, a espécie difere das demais estudadas da ordem, por
apresentar gineceu bicarpelar e néo tricarpelar.

Em Celastraceae e Parnassiaceae, comumente ha o desenvolvimento de feixes

vasculares no local de fusdo dos carpelos e reducéo dos feixes carpelares medianos. Em M.
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obtusifolia, ha a diferenciagdo de dois feixes vasculares no local de fusdo dos carpelos, no
entanto ndo ha reducao dos feixes carpelares medianos. A vascularizacdo do gineceu se da
através de quatro feixes vasculares, dois provenientes da fusé@o carpelar, responsaveis pela
irrigagéo da placenta em conjunto com feixes oriundos do pedicelo, e dois provenientes dos
feixes medianos das folhas carpelares, que percorrem a parede do ovario em dire¢cdo ao
estigma.

Matthews & Endress (2005) apontam Celastraceae como uma familia bem suportada
pela estrutura floral, e consideram as caracteristicas drusas de oxalato nos tecidos florais e
I6culos ovarianos com a face dorsal distendida, formando o septo apical, possiveis
sinapomorfias. M. obtusifolia difere pela auséncia de drusas ou cristais de oxalato de calcio,
porém se assemelha pela presenca de septo apical. Este, porém, € mais desenvolvido e se
estende até a base do ovario. O tecido transmissor conspicuo, também considerado
potencial sinapormorfia para Celastraceae pelos autores € reduzido em M. obtusifolia.

A comparagéo da flor de M. obtusifolia com aquelas dos géneros de Celastraceae
analisados por Matthews & Endress (2005) exclui a Unica espécie de Maytenus amostrada,
M. emarginata pelo fato de sua estrutura interna néo ter sido estudada em detalhe, havendo
men¢do apenas a estrutura do gineceu. Verificou-se que 0s lobos estigmaticos sao
comissurais e a fronteira entre o estilete e estigma € constrita. M. obtusifolia, assim como M.
emarginata, apresenta lobos estigmaticos comissurais, no entanto ndo foi observada
constricdo entre o estilete e estigma.

M. obtusifolia assemelha-se a muitas espécies da familia pela a auséncia de
tricomas e a abundéancia de idioblastos de contetdo fendlico nos diversos 6rgaos florais. No
entanto, nao apresenta idioblastos de mucilagem e os estdmatos ndo ocorrem nas sépalas e
pétalas como € comum em Celastraceae, se restringindo ao disco nectarifero. O traco
vascular nos estames é formado por um feixe central circundado por por¢des de floema,
como em diversas Celastraceae, divergindo, no entanto, pela auséncia de vascularizagédo
nos nectarios. Na maioria dos tdxons a vascularizacdo destes é feita por numerosos e
pequenos feixes floematicos. No disco nectarifero, caracteristicamente posicionado entre o
androceu e o gineceu, 0s estdbmatos encontram-se ao nivel epidérmico compativel com a
auséncia de um padrao sistematico na familia.

As sépalas, como em Celastrales, apresentam uma base larga com um apice
arredondado. No entanto, ndo apresentam a variacdo encontrada em algumas Celastraceae
em relagdo a espessura entre sépalas e pétalas, estas divergindo somente no comprimento.

O androceu é haplostémone e, assim como descrito em outras espécies do género,
ocorre senescéncia das anteras ap0s a antese masculina, provavelmente devido a presenca

de um conectivo delgado e auséncia de um endotécio sustentando a regido, que apés a
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liberacdo dos grdos de podlen inicia um processo de degeneracdo. Nos géneros de
Celastraceae com flores bissexuais (Denhamia, Euonymus, Matthews & Endress, 2005;
Maytenus, Robson et al., 1994) as anteras senescem na fase final da antese masculina. O
conectivo € geralmente delgado e o endotécio ndo é continuo sobre o conectivo (Matthews
& Endress, 2005).

A estrutura do gineceu é relativamente uniforme na familia (Simmons, 2004a). M.
obtusifolia tem estilete curto, como a maioria das Celastraceae e o estigma difere por ndo
possuir papila ou indumento. O gineceu bicarpelar e sincarpico com vascularizacdo que
difere da maioria dos géneros de Celastraceae (Matthews & Endress, 2005) por se estender
até a altura do estilete. Em Celastroideae — sub-familia a qual pertence a espécie estudada -
0 gineceu é sinascidiado, ou seja, cada carpelo é congenitamente fechado e unido aos
demais, pelo menos na base do ovario. Pode variar desde ovarios quase completamente
simplicados a quase completamente sinascidiados, caso de Euonymus e Lepidobotrys.

Em M. obtusifolia a fusdo é pds-genital como em cerca de dezessete géneros de
Celastraceae (Simmons, 2004a). Em todos os taxons de Celastrales, analisados por
Matthews & Endress (2005), a angiospermia corresponde ao tipo 4 (sensu Endress &
Igersheim, 2000), que consiste na fusdo pés-genital sem secrecdo, em oposicao aquela
somente por meio de secrec¢ao (tipo 1), predominante nas angiospermas basais. Dois tipos
intermediarios apresentam uma combinacgdo entre fusdo por secrecdo e fusdo pds-genital,
predominantes em varias ordens de rosideas.

M. obtusifolia apresenta distingdo em relacdo a posi¢do do ovario nos diferentes tipos
florais. Em flores pistiladas o ovario € semi-infero diferindo das flores hermafroditas, cujo
ovario é infero. No género, a variacdo em relagdo a posicdo do ovario - de supero a infero -
em uma mesma espécie ou individuo, foi primeiramente observada por Carvalho-Okano
(1992). Segundo a autora, provavelmente as flores que apresentam ovario completamente
infero sao funcionalmente estaminadas, tal fato pode explicar, em parte, o grande nimero
de flores produzidas e o baixo nimero de frutos formados, de acordo com o observado por
Benevides (dados ndo publicados).

Em M. obtusifolia, o compito se estende ao longo de toda a zona simplicada, desde o
estigma até a base do septo onde a epiderme estd diferenciada em tricomas, como é
comum nas especies de Celastraceae com placentacdo axial. No entanto, sua placentacéo
é parietal marginal basal. Nos taxons de Celastraceae com placentagéo parietal, o cémpito
se restringe ao estilete sendo visivel desde o estigma até a regido da placenta com varios
estratos celulares (Matthews e Endress, 2005). Em Celastraceae, a placenta esta situada
em parte ou completamente na zona sinascidiada assim como em M. obtusifolia, Euonymus,

Siphonodon e Stackhousia, ou esta restrita a zona simplicada (Perrottetia e Salacighia).
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A espécie analisada apresenta dois 6vulos bitegmos e antitropos por carpelo e a
curvatura se da em direcdo oposta a do ovario; com ambos os tegumentos lobados, tal
como em todos os téxons da familia analisados por Matthews & Endress (2005). Em
Celastraceae, os 6vulos séo, principalmente, anatropos, no entanto a curvatura se da em
direcdo a do ovério (Endress, 1994), raramente antitropos (Endress, 1994), ou pleur6tropos
(Mauritzon, 1936a apud. Matthews & Endress, 2005). Tegumento interno mais espesso que
o externo foi encontrado na maioria das Celastraceae (Matthews & Endress, 2005). Este
carater é referido como sinapomorfia para o clado COM — composto por Celastrales,
Oxalidades e Malpighiales - e as rosideas Il (malvideas), estando ausente em M. obtusifolia.
Celastrales e diversas Celastraceae, incusive M. obtusifolia, caracterizam-se por apresentar
tegumento externo maior que o interno e micrépila formada por ambos os tegumentos e em
zigue-zague. Nos Ovulos de M. obtusifolia o feixe vascular se esgota na calaza, tal como
observado em grande parte das Celastraceae (Matthews & Endress, 2005). M. obtusifolia
apresenta endotélio diferenciado na camada mais interna do tegumento interno, estando,
nas flores em antese, diretamente em contato com o saco embrionario.

O acompanhamento da ontogénese dos oOvulos de M. obtusifolia revelou que a
divisdo da célula arquesporial sempre origina uma célula parietal no estrato hipodérmico. No
entanto a célula parietal ndo foi observada apos a diferenciacdo do megaspordécito, o que
sugere que seja efémera. Além disso, a espécie também apresenta potencial de divisdo em
diferentes planos durante a megasporogénese e formacao das tétrades assincrénica.

Diversas possibilidades na diferenciacdo do megasporécito foram observadas por
Fernando & Cass (1996) em Butomus umbellatus. Um Gnico arquesporo diferencia-se no
estrato hipodérmico do megasporangio, este se divide originando uma célula esporogénica e
uma parietal, tal divisdo pode ocorrer em diferentes planos e, ocasionalmente, originar uma
Unica célula parietal no estrato hipodérmico, seguida da diferenciacdo da célula
esporogénica em megasporocito. Este mantém a capacidade de divisdo em diferentes
planos, podendo levar a formagéo de diferentes tipos de tétrades (linear, decussado e em
“").

Pozner (2001) descreve diferentes vias na diferenciagdo do megasporocito, levando
em consideracéo a ceélula precursora do megasporoécito e as demais células nucelares nos
diferentes tipos de nucelo. Em M. obtusifolia, a diferenciacdo do megasporocito difere em
alguns aspectos do modelo “Extended meiosis with central-acropetal gradient, partial meiotic
selection of GMCs and postmeiotic selection of spores” apresentado pelo autor e encontrado
em Casuarina montana (Swamy, 1948). Pozner (l.c.) interpreta que em 6&vulos
crassinucelados ha células, localizadas duas camadas abaixo do epitélio nucelar, capazes

de divisdo. Estas iniciam divisbes mitéticas em um gradiente centro-acropetalar,

33



Discusséao e Conclusdes

diferenciando centralmente uma célula parietal, voltada para o pélo calazal, e uma célula
esporogénica, voltada para o polo micropilar, esta retém o potencial se diferenciando em
megasporaocito e posteriormente iniciando a divisdo meidtica.

Em Ovulos tenuinucelados o megaspordcito se desenvolve diretamente a partir de
uma célula arquesporial. Nos crassinucelados, a célula arquesporial se divide formando um
megasporocito e uma ceélula parietal. O conceito, introduzido por Van Tieghem (1898),
baseia-se na formagdo do megasporocito: se este deriva-se diretamente ou indiretamente
da célula arquesporial. De acordo com Takhtajan (1991) um évulo crassinucelado
caracteriza-se pela separacdo do megaspordécito do epitélio nucelar por células parietais.

Em M. obtusifolia, a diferenciacdo da célula esporogénica ocorre no estrato
hipodérmico do nucelo; com inversdo da posi¢do entre a célula esporogénica e da célula
parietal em relacdo ao apresentado em Casuarina montana. A existéncia desta caracteriza
um nucelo crassinucelar; porém a posterior degeneragdo da célula parietal produz um
nucelo tenuinucelar derivado. Desta forma, ha uma variagdo em relagdo ao namero de
estratos nucelares nas diferentes etapas de diferenciacdo do megasporécito. Além disso,
também foi encontrada variagdo durante a megasporogénese, tal fato sugere que possa
haver uma variacdo entre os diferentes tipos de nucelo na espécie e faz com que a espécie
ndo se enquadre nas tipificacdes de nucelo existentes. Em Celastraceae e Parnassiaceae,
0os Ovulos sao quase sempre fracamente crassinucelados ou incompletamente
tenuinucelados (Matthews & Endress, 2005). Nestes Ovulos com um nucelo relativamente
delgado, o endotélio € muitas vezes presente na epiderme interna do tegumento interno,
como observado em Euonymus (Andersson, 1931; Naumova, 1970 apud. Matthews &
Endress, 2005), Hippocratea (Matthews & Endress, 2005), Maytenus (Andersson, 1931
apud. Matthews & Endress, 2005).

Relacionando a tipificacdo de nucelo apresentada por Matthews e Endress (2005)
com o observado em M. obtusifolia, esta apresenta variagdo em diferentes tipos de nucelo
durante o desenvolvimento do megaspordcito. Enquanto célula arquesporial, os 6vulos sédo
incompletamente tenuinucelados, por esta estar recoberta somente pela epiderme; durante
a diferenciacdo da célula esporogénica, os 6vulos sdo fracamente crassinucelados, por ter
havido divisédo da célula arquesporial levando a formacéo de uma célula parietal no estrato
subepidérmico; no entanto, esta parece degenerar, visto que, s6 foram observados
megasporocitos recobertos somente pela epiderme, caracterizando 6vulos incompletamente
tenuinucelados.

O género Maytenus revelou-se polifilético nas duas filogenias em que foi amostrado
— para a familia Celastraceae e para a tribo Celastrae (Simmons et al., 2001b, 2008).

Distribuido em trés grandes linhagens - Austral-pacifico, Africana e Novo Mundo, esta ultima
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composta por M. boaria, M. disticha e M. floribunda - necessita recircunscricdo. Face a
auséncia de M. obtusifolia nas analises filogenéticas existentes consideramos a mesma
compartilhando o clado em que se localizam as demais espécies de Maytenus do Novo
Mundo. Em razdo de ndo haver dados referentes a estrutura floral para as referidas
espécies, buscou-se a comparacdo com espécies do clado irmao. Neste, o género asiatico
Euonymus foi o melhor analisado do ponto de vista da estrutura floral e apresenta
semelhangas na estrutura do évulo, como a presenca de tegumentos lobados, o tegumento
externo mais espesso que o interno, micrdpila formada por ambos o0s tegumentos e a
extincdo do feixe vascular na regiao da calaza.

A filogenia proposta por Simmons et al. (2001b) baseada em andlises moleculares e
morfoldgicas revelou Celastraceae como um grupo polifilético cujos limites foram ampliados
no APG Il (2009). Simmons et al. (l.c.) apontam quatro sinapomorfias morfolégicas em
Celastraceae: numero de estames e estaminddios igual ao niumero de pétalas, filetes
inseridos na margem externa do disco, presenca de estiletes conados, e dois O6vulos por
loculo. As observacdes morfologicas e estruturais evidenciaram a ocorréncia destas
caracteristicas em M. obtusifolia. Posteriormente, Matthews & Endress (2005) e Zhang &
Simmons (2006), baseados em analises estruturais e moleculares, respectivamente,
propuseram duas potenciais sinapormorfias anatbmicas nas flores de Celastraceae: a
presenca de drusas de oxalato de calcio e um ovario com septo apical. Dentre estas, em M.
obtusifolia ocorre somente a presencga de um septo apical no ovario.

No sub-clado COM, de rosids, dentre as sinapomorfias apontadas (Endress &
Matthews 2006), destaca-se a estrutura do 6vulo, no que diz respeito a espessura do nucelo
— em geral delgado — e a presenca de um endotélio, ambos os caracteres observados em M.
obtusifolia.

Os dados estruturais da flor de M. obtusifolia acrescentam informagdes valiosas em
um grupo carente de resultados estruturais e podem contribuir em futuras analises

filogenéticas.
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4.2. Funcionalidade dos verticilos reprodutivos e a expressao da ginodioicia

Na restinga de MaricA Maytenus obtusifolia € ginodioica; a populacdo apresenta
plantas de dois morfos sexuais distintos: um feminino, com flores exclusivamente pistiladas,
e outro hermafrodita, com flores perfeitas. A dificuldade na caracterizacdo do sistema sexual
de espécies do género e da familia, anteriormente registrada por diversos autores (Brizicky,
1964; Sebsebe, 1985; Matthews & Endress, 2005), foi também percebida ao longo da
pesquisa de Benevides (tese em desenvolvimento), principalmente em funcdo de uma
continua plasticidade de caracteres morfoldgicos (tamanho do gineceu, sinuosidade da
superficie estigmética) e reprodutivos (viabilidade polinica, porcentagem de frutificacao),
intra e interplantas hermafroditas.

O morfo feminino mostrou-se invariavel com relacdo a morfologia floral e ao
desenvolvimento das estruturas reprodutivas. Nas flores pistiladas ndo ha a producdo de
gréos de pdlen. O estudo ontogenético destas flores revelou que alteragdes estruturais nas
células do tapete — vacuolizagéo e contragdo citoplasmatica - associadas ao surgimento de
estruturas densamente coradas no citoplasma das células esporogénicas sdo os primeiros
indicios de esterilidade masculina e caracterizam uma morte celular precoce nestes tecidos.
Somente apds a total degradacdo das células do tapete, o tecido esporogénico e/ou
meidcitos iniciam um processo de vacuolizagao resultando na degradacéo dessas células.

O tapete é fundamental no desenvolvimento do grao de pélen, é a camada de tecido
esporofitico que estd em contato direto com o microgametofito em desenvolvimento (Papini
et al., 1999; Shivanna et al., 1997), produz substancias - como esporopolenina, proteinas e
lipidios — essenciais ao desenvolvimento e maturagdo do grdo de pdlen (Jin et al., 1997,
Taylor et al., 1998; Ma, 2005). Nas anteras férteis, o tapete sofre degradacdo nos estadios
finais do desenvolvimento dos gréos de poélen, ap6s a formacdo das paredes (Papini et al.,
1999; Wu & Cheung, 2000). A eliminacado seletiva de células indesejaveis, desnecessarias,
ou que tiveram sua funcéo esgotada € um processo fisioldgico denominado morte celular
programada (Ellis et al., 1991; Pennell & Lamb, 1997). A morte prematura das células do
tapete causa o aborto do grdo de pdlen e pode estar relacionada a atividade de genes
nucleares, muitos destes identificados em mutantes de Arabidopsis thaliana (Chaudhury,
1993; Yang et al., 2003).

A esterilidade masculina associada a degradacgéo pré-meidtica das células do tapete
das flores pistiladas de M. obtusifolia parece também ocorrer em Sorghum, Aegilops ovata
(Poaceae) e Beta (Chenopodiaceae) (Laser & Lersten, 1972; Bhandari, 1984; Sawhney &

Shukla, 1994) e contrasta com o observado na maioria dos sistemas de esterilidade, nos
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quais o aborto do micrésporo ocorre apés a meiose e antes do final da matura¢éo do grao
de pélen.

A esterilidade masculina pode ser com frequéncia determinada por genes
mitocondriais e estar associada ao fenoétipo de esterilidade dos graos de pélen (Chase,
2006). Muitas espécies ginodioicas estudadas apresentam determinacdo sexual nuclear-
citoplasmética (Charlesworth, 1981; Bailey & Delph, 2007a,b). Neste caso, a esterilidade
citoplasmética masculina (ECM), pode ser suprimida por genes nucleares conhecidos como
“genes restauradores da fertilidade masculina” (Rf) (Kaul, 1988; Chase, 2006). Sistemas
ginodioicos podem conter multiplos alelos para ECM, cada um requerendo seu préprio modo
de restauracdo (McCauley & Bailey, 2009). Na maioria das vezes, os individuos femininos
sdo aqueles que apresentam genes ECM ndo restaurados, enquanto os hermafroditas
apresentam ECM suprimida por determinados alelos Rf. Alguns dos fenétipos relacionados
a ECM sdo a degeneracdo de estames, anteras ou tapete, ou ainda problemas no
desenvolvimento ou funcionalidade dos graos de pdélen. Na maioria dos casos, as plantas
gue apresentam ECM séo fenotipicamente normais em todos os aspectos, exceto quanto a
fertilidade masculina (Chase, 2006).

No morfo hermafrodita de M. obtusifolia, os individuos apresentam uma variacao
continua na viabilidade dos gréos de pdlen (2 a 99%) e nas porcentagens de frutificacdo (0 a
15%). As taxas de viabilidade e de frutificacdo por individuo sdo mantidas em sucessivas
floracbes (C. Benevides, tese em desenvolvimento). Os resultados aqui apresentados
mostraram que, apds a microsporogénese, ocorre degeneracdo de uma fracdo maior ou
menor de graos, resultando em viabilidade polinica variavel. Situacdo semelhante também
foi registrada em outras espécies ginodioicas como Plantago lanceolata (Haan et al., 1997),
Lobelia siphilitica (Bailey, 2002) e Beta vulgaris (Dufay et al., 2008) e interpretada como
resultado de um custo na restauracdo da fertilidade masculina no morfo hermafrodita
(Koelewijn & Van Damme, 1995; Bailey, 2002; Chase, 2006). Este custo afeta primariamente
a funcdo masculina (Bailey & Delph, 2007a, b) e tem sido associado a ginodioicia controlada
por heranga nuclear-citoplasmatica (Koelewijn & Van Damme, 1995; Bailey & Delph, 2007a,
b; Dufay et al., 2008; Case & Caruso, 2010).

Considerando a hipétese ECM em M. obtusifolia, a variagdo nas taxas de viabilidade
polinica aponta para a presenca, nos graos de polen, de diferentes combinages de genes
nucleares restauradores interagindo com os mesmos genes de esterilidade citoplasmatica
das mitocondrias herdadas da planta m&e. Nas anteras jovens, o tecido esporogénico
diferencia células mées que, apés a meiose, formam cada qual, quatro micrésporos
geneticamente diferentes. Estes, por mitoses, produzem individuos hapléides — os

gametoéfitos masculinos. Assim, o0 conjunto de grdos de pdlen gerados numa antera
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corresponde a um pool de genotipos nucleares com diferentes combinagfes de alelos de
genes restauradores nos nucleos das células de cada grdo de pdlen. No citoplasma de
todos os graos, as mitocondrias, herdadas da planta méae, carregam os genes determinantes
de esterilidade, idénticos em todos os gréos e na planta méae, incluindo as células do tapete.
Pode-se hipotetizar que, se genes Rfs sdo expressos no pélen, permanecem viaveis 0s
gréos que apresentam alelos de restauradores capazes de suprimir funcionalmente os
genes ECM mitocondriais promotores da esterilidade citoplasmatica. Ao contrario, outros
graos de pdlen que ndo apresentam 0s genes restauradores necessarios iniciam um
processo de degeneracéo.

Embora os dados estruturais de M. obtusifolia sugiram uma ginodioicia controlada
por heranca nuclear-citoplasmatica, para uma perfeita caracterizagdo da esterilidade
citoplasméatica tornam-se necessarias analises ultra-estruturais e genéticas, a fim de
identificar a ocorréncia de alteragdes mitocondriais e dos genes envolvidos nesse processo.

Embora andlises da biologia reprodutiva tenham evidenciado grande variagdo na
producéo de frutos entre os individuos hermafroditas da populacdo estudada, os resultados
obtidos mostraram que o desenvolvimento dos évulos é semelhante em todas as flores
perfeitas. Da mesma forma, ndo foram apontadas diferencas anatdbmicas entre as flores
pistiladas e de plantas hermafroditas com alta frutificacdo (HAF) e com baixa frutificacdo
(HBF). Nos trés casos o numero de estratos do tecido transmissor é igual, o cdmpito é
desenvolvido e o estigma € seco e nado papiloso; entretanto observou-se variagdo na
sinuosidade da superficie estigmatica, maior nas flores pistiladas, leve nas flores perfeitas
de plantas HAF e quase imperceptivel nas flores perfeitas de plantas HBF. Estudos para
avaliacdo da germinacédo de tubos polinicos podem esclarecer se as varia¢cdes na superficie
estigmatica influenciam a capacidade de frutificacdo do morfo hermafrodita.

Por outro lado, as sinérgides hipertrofiadas (com baixa densidade citoplasmatica e
auséncia de vacuolo) observadas em algumas flores de individuos hermafroditas podem
estar relacionadas a um suposto aborto dos sacos embrionarios levando a impossibilidade
de frutificacdo em algumas flores perfeitas. Estruturalmente as sinérgides caracterizam-se
por apresentarem citoplasma polarizado, ntcleo e maior parte do citoplasma voltado para o
poélo micropilar e um Unico e grande vacuolo no pélo calazal. O citoplasma é rico em
ribossomo, plastideo, mitocondria, reticulo endoplasmético e complexo de Golgi, o que
sugere uma alta atividade metabdlica nessas células (Willemse & van Went, 1984; Huang &
Russell, 1992). A baixa densidade citoplasmatica observada nas sinérgides hipertrofiadas de
algumas flores perfeitas de M. obtusifolia pode representar uma deficiéncia em

determinadas organelas e sugerir uma menor atividade metabdlica.
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Por outro lado, em M. obtusifolia, a presengca de um aparato fibrilar evidente, tanto
nas sinérgides das flores perfeitas, hipertrofiadas ou ndo, como nas das pistiladas, indica
que a esterilidade ndo deve estar relacionada a impossibilidade de penetracdo do tubo
polinico, j& que o aparato fibrilar das sinérgides é importante na atracéo e recepcao do tubo
polinico (Willemse & van Went, 1984; Huang & Russell, 1992; Higashiyama, 2002). Na
maioria das espécies, apos ser penetrada pelo tubo polinico, a sinérgide inicia um processo
de degeneragdo, no qual o citoesqueleto se reorganiza e forma duas “coronas” de actina.
Estas formam o caminho no qual os gametas masculinos vao percorrer até a oosfera e
célula média. Portanto o citoesqueleto desempenha um papel importante no transporte dos
gametas (Russell, 1993, 1996). A presenca de um citoplasma aparentemente desorganizado
nas sinérgides hipertrofiadas de algumas flores perfeitas de M. obtusifolia sugere também
problemas na reorganizagdo do citoesqueleto necessaria a fusdo gamética, inviabilizando a
fecundacéo.

Levando-se em conta o papel fundamental das sinérgides no processo de recepgao
de tubo polinico e redirecionamento dos gametas masculinos para a oosfera e a célula
média, podemos supor que sua hipertrofia pode levar a perda de funcionalidade e
consequente reducdo da producdo de sementes levando a um menor sucesso reprodutivo
nos individuos hermafroditas. A hipertrofia das sinérgides observada tem poucos registros
na literatura (cf. Maheshwari, 1950 e Johri 1984) é até 0 momento, associadas apenas a
formacao de embrides apomiticos em arroz (Mu et al., 2010).

Benevides (dados ndo publicados) estabeleceu uma relacdo direta entre a
esterilidade do verticilo feminino em flores perfeitas com o menor tamanho do estilete e do
estigma. Entretanto, os resultados ora apresentados ndo permitiram estabelecer uma
relacdo direta entre presenca de sacos embrionarios com sinérgides hipertrofiadas e flores
perfeitas com estilete e estigma menores. Para tal seria necessario um ndmero maior de
flores amostradas nos estudos anatdomicos. Até 0 momento, sugere-se que a esterilidade
feminina em M. obtusifolia pode estar relacionada a um conjunto de altera¢des sutis no
carpelo como: estigma com superficie reduzida e pouco sinuosa, estilete e ovario
encurtados e sacos embrionarios com sinérgides hipertrofiadas.

Os dados reprodutivos e de estrutura floral de M. obtusifolia revelaram uma ampla
variagdo em diversas caracteristicas morfologicas, anatbmicas e embriolégicas que, se
associadas a extrema variedade na forma e no tamanho observadas nas folhas de M.
obtusifolia (Joffily & Vieira, 2005) evidenciam uma grande plasticidade fenotipica na espécie.

As hipéteses cujo estudo realizado objetivou testar, reavaliadas a luz dos resultados

obtidos, leva as seguintes conclusées:
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1)

2)

3)

4)

As flores perfeitas e pistiladas ndo apresentam todas as caracteristicas
anatdémicas indicadas como sinapomorfias para os diferentes niveis hierarquicos.

As flores perfeitas e pistiladas ndo apresentam as células de mucilagem referidas
como sinapormorfias para o clado COM e ausentes em Celastrales.

O baixo sucesso reprodutivo das flores perfeitas esta relacionado a alteracdes
morfoldgicas e citolégicas do gineceu.

Entre as plantas com flores perfeitas, as alteragBes citolégicas dos graos de

polen causam viabilidade variavel.
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Perspectivas

5. PERSPECTIVAS:
a) Andlise ultra-estrutural das mitocondrias nas células do tapete.
b) Andlise anatdmica com amostragem significativa de flores, a fim de avaliar a possivel

correlagdo entre comprimento do estilete, area estigmatica e vias de desenvolvimento do
saco embrionario com a fertilidade nas flores perfeitas HBF e HAF.
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