MusEw MNACIOMAL
Rio pe |aNEIRD

~ UNIVER FEDERAL D(

useu Naciona
- Programa de Pés-Graduacao em Ciéncias Biol¢

Prc
das estrut
(Myrta

, > 9
gia Dolo S. Fernande
ildo F 0 Rocha




Universidade Federal do Rio de Janeiro
Museu Nacional
Programa de P6s-Graduacao em Ciéncias Bioldgicas (Botanica)

Prospeccdo da diversidade do gineceu e das estruturas secretoras
associadas em Myrteae (Myrtaceae): inferéncias sobre a evolucdo de
caracteres.

Orientadores: Dra.Lygia Dolores R. S. Fernandes
Dr. Joecildo Francisco Rocha

Rafael Ribeiro Pimentel
2013



Universidade Federal do Rio de Janeiro
Museu Nacional
Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas (Botanica)

Prospeccdo da diversidade do gineceu e das estruturas secretoras
associadas em Myrteae (Myrtaceae): inferéncias sobre a evolucédo de
caracteres.

Rafael Ribeiro Pimentel

Tese de Doutorado apresentada ao
Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias
Biologicas (Botéanica), Museu Nacional, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro,
como parte dos requisitos necessarios a
obtencao do titulo de Doutor em Ciéncias

Biologicas (Botanica).

Orientadores: Dra. Lygia Dolores Ribeiro de Santiago Fernandes

Dr. Joecildo Francisco Rocha

Rio de Janeiro
2013



Universidade Federal do Rio de Janeiro

Museu Nacional
Programa de Pos-Graduacao em Ciéncias Bioldgicas (Botanica)

Prospeccao da diversidade do gineceu e das estruturas secretoras
associadas em Myrteae (Myrtaceae): inferéncias sobre a evolucdo de
caracteres.

Rafael Ribeiro Pimentel

Aprovada por:

At -‘\ [ RAY A ‘,k- \

&

.‘1 "_, - £ ‘..l.,—'
Dra. Lygia Dolores @b&iro de Santiago Fernandes (Presidente)

// ’.'

/

Y/ ' |
‘%': = [ | X & ¢ 'f’/ e <+

Dra. Silvia Rodrigues Machado

(t( Lnauaboe (e

Dra. Alessandra Ike Coan

-

/ Qv bee. '/ P/ozm , ’Z)C.f-«t

/ Dra. Claudia Petean Bové—

t/ ., -~/ . .'" .I ) .
N ,"1_' /‘C {‘3{' C'\*L,-- C ’({, ;"i _:.’ CAAALAL "\(
h r o, .
Dra. Barbara de Sa Haiad

Rio de Janeiro
2013



FICHA CATALOGRAFICA

P644

Pimentel, Rafael Ribeiro.

Prospeccdo da diversidade do gineceu e das estruturas secretoras
associadas em Myrteae (Myrtaceae): inferéncias sobre a evolugcéo de
caracteres / Rafael Ribeiro Pimentel. Rio de Janeiro: UFRJ/MN, 2013.

xiv, 141 f.: il. color. ; 30 cm.

Orientadores: Lygia Dolores Ribeiro de Santiago Fernandes e Joecildo
Francisco Rocha.

Tese (Doutorado) — Dissertacéo (mestrado) — Universidade Federal do Rio
de Janeiro, Museu Nacional, Programa de Pés-Graduagéo em Botanica, 2013.

Inclui bibliografia.

1. Myrtaceae. 2. Myrteae. 3. Gineceu. 4. Botanica - Anatomia. I.
Santiago-Fernandes, Lygia Dolores Ribeiro de. Il. Rocha, Joecildo
Francisco. lll. Universidade Federal do Rio de Janeiro. IV. Museu
Nacional (Brasil). Programa de P6s-Graduacdo em Botanica. V. Titulo.

CDD 583.42




Vi

A minha mée Rosa,
a minha esposa Samara
e ao meu filho Pedro.



vii

AGRADECIMENTOS

Aos meus orientadores, Profa. Dr2. Lygia Dolores Ribeiro de Santiago
Fernandes e Prof. Dr. Joecildo Francisco Rocha, pela paciéncia, pela dedicacéo e
respeito demonstrados durante todo o curso.

A Lygia, por nunca desistir de me tornar mais objetivo, enquanto me
instigava sempre a pensar mais alto e além, e por me ensinar que na natureza
nem tudo € tao certo quanto parece.

Ao Joel, por nunca desistir de me tornar mais abrangente, enquanto me
instigava sempre a colocar os pés no chdo, e por me ensinar que se uma coisa
parece certa, é por que é certa.

A dupla Lygia & Joel. Por serem as melhores referéncias que eu poderia ter
em matéria de carater, ética, inteligéncia e sabedoria. Cada um na medida exata
contribuiu para minha formacao académica, profissional, para a minha percepgéo
do mundo, para 0 mosaico que compde minha atual gama de conhecimentos.
Suas preocupacdes nunca foram apenas com o orientado Pimentel, R.R., mas
também com a pessoa Rafael e seu bem estar. Além do mais, que outra dupla
poderia ter realizado um sonho da minha infancia?

A Dr2. Barbara de Sa Haiad, pela eterna coorientacéo “honoris causa”, pela
companhia nas viagens e por algumas fotografias das inflorescéncias.

Ao Dr. Vidal de Freitas Mansano do Instituto de Pesquisa Jardim Botanico
do Rio de Janeiro, pelo acompanhamento desde a selecdo do projeto até a
revisdo desta tese.

Ao Dr. Marcelo da Costa Souza pela identificacdo das espécies estudadas,
pelas informagdes e pela parceria nos trabalhos presentes e futuros.

A Dr2 Silvia Rodrigues Machado, pelo acolhimento e pela atencéo
dispensada durante a parte do trabalho desenvolvida na UNESP de Botucatu e
por tornar possiveis as sessfes de Microscopia Eletronica de Varredura.

Ao MSc. Daniel Leal, pelo companheirismo, querido irméo de todas as
horas boas e mas.

A Nathane Cardin, por ser meu braco direito, peca fundamental neste
trabalho e por me aturar mesmo quando fui rabujento e por sorrir sempre nestes
momentos.

A Diego Spala e Natalia Barreira pela parceria e troca de informacées

durante todo o desafiador trabalho com as Myrtaceae.



viii

A Raiza, Patricia, Rosa, Pamela, pela confeccdo das laminas.

A Isabella Haddad, Max Barbosa, pela amizade e momentos de trabalho e
risadas.

A coordenacdo do Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas
(Botanica) pela eficiéncia.

Ao Museu Nacional, pela oportunidade.

Aos funcionarios do Museu Nacional, pela presteza.

Ao Departamento de Botanica da UFRuralRJ, por ter permitido que parte
desta pesquisa fosse realizada em suas instalacoes.

Ao Centro de Microscopia Eletronica do Instituto de Biociéncias da UNESP,
Botucatu-SP, pelo apoio nas sessdes de microscopia eletrénica de transmissao.

A CAPES, pela Bolsa de Doutorado e pelo auxilio PROAP para o
desenvolvimento do trabalho.

A Rosa Maria Ribeiro Pimentel, por ser a melhor mde que alguém poderia
ter.

A Samara dos Santos Pimentel, pela cumplicidade na vida e por ser o
sustento em cada momento dificil.

Ao Pedro dos Santos Pimentel, por ser minha nova fonte de inspiragéo.

Aos meus Irmaos, pelo apoio e incentivo.

A todos aqueles que cumprem seu papel. Os que fazem o que deve ser
feito. Nao falo dos que superam as espectativas e fazem além do necessario, se
entregando de corpo e alma ao trabalho. Dirijjo-me aos que tdo somente honram
com seus deveres, cientes do seu papel na sociedade e da importancia que é
estar no local que ocupam. Falo de boa vontade, ética e compromisso. Falo ao
qgue, conhece seu oficio e a conveniéncia de se saber do que esta falando. Em
especial aqueles que hdo de mudar a cara do servico publico no Brasil, eu
agradeco pelo palho de luz lancado sobre a penumbra da ineficiéncia e por me
incentivarem a seguir confiante na diregcdo de um horizonte que ja se vislumbra,

onde o publico pertence a todos, ao invés de a ninguém.



RESUMO

A identificacdo das espécies de Myrteae € considerada dificil devido a
semelhanca de seus caracteres morfolégicos. Caracteres do gineceu sao
considerados potencialmente relevantes para a sistematica de Myrtaceae. No
entanto, na literatura atual, apenas dois destes caracteres foram analizados a
partir de uma abordagem evolutiva. A presenca de coléteres é uma sinapomorfia
de Myrtales. No entanto, ndo h& descricbes morfologicas e histoquimicas de tais
estruturas para as espécies de Myrtaceae. Analisamos aqui a ontogenia e
anatomia do gineceu combinadas com a ontogenia, anatomia, ultraestrutura e
histoquimica das estruturas secretoras de doze espécies de Myrteae e dois
representantes do grupo externo, a fim de mapear seus estados no cladograma e
compreender a evolucao destes caracteres na tribo. Nossas descobertas podem
ajudar a elucidar a histéria evolutiva dessa tribo produtora de frutos carnosos que
sdo importantes para a manutencao do equilibrio ecolégico nas florestas tropicais.
A anatomia, ontogénese floral e das estruturas secretoras foram analisadas
usando microscopias de luz e eletrbnica de varredura. Foram realizadas analises
histoquimicas e ultraestruturais das estruturas secretoras. Para mapear 0s
caracteres foi utilizado o critério de parcimbnia através do programa Mesquite
versao 2.71. Os caracteres estruturais aqui analisados fornecem uma visao geral
da evolucdo do gineceu e das estruturas secretoras das Myrteae sul-americanas,
bem como sinapomorfias para os clados Plinia + Myrcia e Pimenta + Eugenia.
Detectamos duas possibilidades de origem para a placenta: caulinar ou carpelar.
Esta variacdo é apresentada pela primeira vez para a familia assim como a
correlacdo inesperada entre a ocorréncia de coléteres e a vascularizagdo da
placenta. Os dados relativos a diversidade estrutural do gineceu da tribo Myrteae
lancam um novo olhar sobre suas flores morfologicamente uniformes. Do ponto
de vista reprodutivo, a presenca de dois tegumentos protegendo os 6vulos, além
de esclereides e coléteres protegendo o gineceu e o fruto jovem, garantem o
sucesso da tribo nas florestas tropicais onde seus frutos carnosos sao
componentes importantes da dieta de passaros e mamiferos assegurando a

manutenc¢ao do equilibrio ecoldgico destes ambientes.



ABSTRACT

Identification of Myrteae species is considered difficult because many
morphological characters are similar among species. Characters of the gynoecium
are considered potentially relevant for the systematics of Myrtaceae. However,
only two such characters have been addressed from an evolutionary perspective.
Colleter presence is a synapomorphy of Myrtales. However, no morphological and
histochemical descriptions of such structures have been done in Myrtaceae. Here
we analyzed the ontogeny, anatomy, ultrastructure, and histochemistry of the
colleters, combined with analysis of the ontogeny and anatomy of the gynoecium,
to study the evolution of these characters and map their states in the Myrteae
phylogenetic tree. Our findings may help elucidate the evolutionary history of this
tribe of fleshy-fruit producers so relevant towards maintaining ecological balance in
the rainforest. Floral anatomy and ontogeny were analysed using light microscopy.
Secretor structures samples were processed using standard methods for light and
transmission electron microscopy. The main metabolites in the secretor structures
were detected via histochemistry. To map character states the program Mesquite
version 2.71 was used. The morphological characters here analysed provide an
overview of the evolution of gynoecium characters and secretor structures of the
South American Myrteae, as well as synapomorphies for the clades Plinia +
Myrcia and Eugenia + Pimenta. We detected two possibilities of origin for the
placenta—cauline or carpellate—and also found an unexpected correlation among
colleters and placenta vasculature. Our findings regarding gynoecium structural
diversity of the tribe Myrteae give a new insight on their morphologically uniform
flowers. The presence of two integuments protects the ovules. Sclereids and
colleters protect the gynoecium and the young fleshy fruit assurring the efficient

dispersal of their seeds.
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Introducéo

1 Introducéo

Myrtaceae Juss. apresenta distribuicdo geografica pantropical e abrange
132 géneros e 5.774 espécies tendo como principais centros de diversidade a
Ameérica Tropical, a Australia e o sudeste da Asia (Wilson et. al., 2001; Govaerts
et al.,, 2011). As espécies de Myrtaceae sdo consideradas um dos principais
componentes das florestas tropicais, onde desempenham importante papel na
cadeia alimentar produzindo frutos carnosos que sao consumidos por muitos
grupos de animais como passaros, raposas, morcegos, roedores, e macacos
(Lughadha & Proenca, 1996).

Os representantes de Myrtaceae (sensu Wilson et al.,, 2005) possuem
tronco esfoliante, folhas opostas ou alternas, inteiras com glandulas que podem
ou ndo conter 6leos volateis - em geral terpenos. As inflorescéncias sao do tipo
panicula ou reducgdes desta que levaram a formacdo de racemo, dicasio ou uma
anica flor (Briggs & Johnson, 1979; Wilson 2011). As flores s&o uni ou bissexuais
(Wilson et. al., 2005; Wilson 2011) com calice imbricado e corola frequentemente
caduca (Stevens, 2001). Os estames sdo geralmente numerosos com anteras
tetra ou biloculares (Wilson et. al., 2005), apresentando uma cavidade secretora
apical (Stevens, 2001). O ovario varia de infero a semi-infero com évulos bi ou
monosporados apresentando respectivamente saco embrionario do tipo Allium ou
Polygonum (Wilson et. al., 2005; Wilson 2011). Os frutos sdo carnosos, capsulas

ou secos indescentes. (Wilson 2011).

As espécies de Myrtaceae sdo comumente utilizadas na industria
madereira (Eucalyptus - “eucalipto”), na fabricacdo de cosméticos (Melaleuca
alternifolia - “arvore do cha”), na medicina popular (Psidium guajava - “goiaba”) ou
consumidas como especiarias (Syzygium aromaticum - “cravo-da-india”), sucos,
doces, chas ou frutas in natura (Syzygium jambos - “macga rosa”, Plinia cauliflora -
‘jaboticaba”, Eugenia uniflora - “pitanga”) (Francis,1990; Priest,1999; Banerjee et.
al.,2006; Souza & Morim, 2008; Fortes et. al. 2011).

No Brasil ocorrem 24 géneros e 927 espécies de Myrtaceae,

caracterizando-se como uma das familias mais representativas na flora do pais,
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estando presente nos dominios Amazobnia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica,
Pampa e Pantanal (Sobral et al., 2011). As espécies brasileiras de Myrtaceae
pertencem a tribo Myrteae DC. e formam um grupo filogeneticamente coeso
(Souza et al., 2007).

Apesar de bem delimitada, Myrtaceae apresenta problemas na
circunscricdo de grupos infrafamiliares. 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 loculo. Esta
classificacdo, com pequenas variacdes, permaneceu vigente até o final do século
XX guando Kausel (1956, 1966 apud Lucas et al. 2007) propés uma divisdo de
Myrtaceae (sensu Candolle) em dois grupos: 1- Leptospermaceae, contendo as
espécies subordinadas por Candolle as tribos Leptospermeae , Chamelaucieae e
parte de Myrteae e 2- Myrtaceae, abrangendo apenas as espécies atualmente
pertencentes a tribo Myrteae e divididas em dois grupos e cinco subfamilias, com
base no tipo de germinagdo. Em 1979, Johnson & Briggs propuseram a divisao
em duas subfmilias — Myrtoideae e Leptospermoideae-, com subdivisbes em
aliancas e subaliancas baseadas em caracteres florais. Neste trabalho os autores
apresentam a primeira proposta para as relacées filogenéticas dentro da familia.
A classificacdo mais amplamente aceita até o inicio do século XXI, foi proposta
por Niedenzu (1898 apud Wilson et al. 2005) e divide Myrtaceae em duas
subfamilias. Leptospermoideae, com frutos secos e distribuicdo paleotropical e
Myrtoideae com frutos carnosos e com a maioria das espécies ocorrendo na
América do Sul (Briggs & Johnson, 1979; Schmid, 1980; Wilson et al. 2001, 2005;
Lucas et al. 2005, 2007).

O primeiro estudo filogenético realizado para a familia foi apresentado por
Johnson & Briggs (1984), utilizando caracteres morfolégicos e anatdomicos. No
século XXI, dados morfolégicos e moleculares combinados em analise cladistica
(Wilson et al. 2001) levaram ao reconhecimento do monofiletismo da familia e a
proposicao de redefinicdo dos taxons infrafamiliares, dada a inconsisténcia dos
caracteres tradicionalmente utilizados nas delimitacdes. O fruto carnoso teve

revelada sua origem em trés momentos distintos da evolugdo da familia, deixando
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de ser, portanto, confiavel como carater taxonémico (Wilson et al., 2001). Na
proposta mais recente (Wilson et al,. 2005), os 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 sl., dividida em duas subfamilias: Myrtoideae com quinze tribos e

Psiloxyloideae com duas tribos (Quadro 1).

A tribo Myrteae teve sua circunscricdo e monofiletismo estabelecidos por
Wilson et al. (2005). Posteriormente, Lucas e colaboradores (2007)
estabeleceram as relacdes infratribais. Estes autores indicaram, para o0s
representantes sul-americanos da tribo, a presenca de seis clados
correspondentes aos grupos informais “Plinia”, “Myrcia”, “Myrceugenia’,
“Myrteola”, “Pimenta” e “Eugenia” (Anexo A). No momento, ha a tendéncia entre
especialistas do grupo de sinonimizar alguns géneros estruturalmente
semelhantes, separados apenas por um ou dois caracteres morfolégicos dentro
destes grupos (Marcelo da Costa Souza, comunicacdo pessoal). No clado
“Myrcia”, recentemente, analises moleculares indicaram a reunido dos géneros
componentes (Gomidesia, Marlierea e Calyptranthes), que passaram a ser
considerados como linhagens de “Myrcia sl.” (Lucas et al. 2011). Os especialistas
da familia apontam para um quadro semelhante no grupo Plinia e no grupo

Eugenia. (Marcelo da Costa Souza, comunicagao pessoal).

O trabalho de identificacdo das espécies de Myrteae é considerado dificil e
tedioso, além de requerer muita coragem (Benthan 1869) em razdo da maioria de
seus caracteres se mostrarem semelhantes na maioria das espécies (McVaugh,
1963; Kawasaki, 1989; Proenca, 1990). Barroso & Peixoto (1995) atribuiram as
referidas dificuldades taxon6micas nao apenas ao que denominam de “forte
paralelismo filogenético”, mas também as diferentes interpretacées morfolégicas
dos caracteres e as colecbes pouco representativas em relacdo a variabilidade e
a distribuicdo geografica das espécies. As analises moleculares que trouxeram
novas contribuicdes a compreenséao da historia evolutiva dos seres vivos em geral
(Palmer et al., 2004) e das plantas em patrticular (Friedman et al., 2004; APG I,

2009) tém sido acompanhadas, nos ultimos anos, por reavaliacdes morfologicas
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de grupos-chave que vém permitindo reconstrugcdes de caracteres ancestrais e
apontando aqueles filogeneticamente informativos. A homoplasia dos caracteres
morfolégicos em Myrtaceae tem sido relacionada a rapida e recente diversificacao
da familia (Landrum, 1981; Wilson, 2001). Andlises biogeogréaficas apontam para
a ocorréncia da diversificacdo das linhagens basais australianas entre 80 e 30
milhdes de anos atras, tendo o grupo Myrtoid passado por uma rapida radiacéo
h& cerca de 56 milhdes de anos tanto na América do Sul como na Australasia
(Sytsma et al., 2004).

Schonenberger & Balthazar (2006) descrevem a importancia da utilizacao
de caracteres morfolégicos e anatdbmicos para auxiliar em estudos filogenéticos,
principalmente no clado Rosid - Eudicotiledénea core - (APG lll, 2009), no qual
Myrtales esté inserida. Como exemplos deste tipo de abordagem, para andlises
do eixo reprodutivo de integrantes da ordem, podem ser citados os estudos do
desenvolvimento floral em Vochysiaceae A. St.-Hil. (Myrtales) (Litt & Stevenson,
2003 a, b) que ajudou a esclarecer os caminhos evolutivos do gineceu e do
androceu nesta familia; o estudo da diversidade morfolégica das anteras no
género Verticordia DC. (Myrtaceae) (Ladd et al.,1999) gerando hipéteses sobre a
evolucdo destas estruturas, as investigacbes sobre a estrutura do pistilo de
Leptospermum myrsinoides Schltdl. e L. continentale J. Thompson (Myrtaceae)
(O’brian, 1994); e a ontogenia do évulo em representantes do grupo “Eucalypt’
(Myrtaceae) (Bohte & Drinnan, 2005). Merece destaque o fato de que nestas
analises poucos representantes da flora neotropical foram incluidos, notadamente

os da tribo Myrteae (Gomes et al., 2009).

Aproximadamente quinze caracteres estruturais do gineceu sao
considerados importantes para os estudos filogenéticos de Myrtaceae (ver Tab.
1), No entanto apenas dois, o numero de Ovulos e a placentacdo, foram
estudados levando-se em consideracdo as relacdes evolutivas entre as espécies
(Lucas et al., 2007). Tendo em vista os indicios de que h&d muito mais variagdo do
gue a registrada na literatura, o gineceu em especial, dado o carater epigino da
flor, requer uma analise detalhada, de modo a se estabelecer o nimero de
carpelos, a natureza da placentacdo, o padrao da vascularizacdo e o tipo de

ovario. A andlise da evolucdo destes caracteres pode ser relevante para a
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compreensao das relagdes dentro de Myrteae e Myrtaceae.

Além do gineceu, a organizacao anatémica das estruturas secretoras (Judd
et al.,, 2009), associada ao estudo da composicdo quimica da secrecado e aos
aspectos do desenvolvimento e da ultraestrutura das suas células vem sendo
utilizada para auxiliar a compreenséao das relacdes entre as angiospermas (Fahn,
1979, 1988; Thomas, 1991; Machado, 2000; Judd et al., 2009).

Os dados anatomicos de Lopes (2008) e Pimentel (2010) revelaram a
presenca de coléteres do tipo filiforme protegendo os meristemas vegetativos e
florais de Eugenia neonitida e E. uniflora. Nestas espécies o0s coléteres tém
origem e estrutura semelhantes. Os autores descrevem ainda processos
diferentes de formacdo do lume para as cavidades secretoras das espécies.
Processos esquizdégeno e esquizolisigeno sdo atribuidos a E. neonitida e E.
uniflora respectivamente. Estes registros recentes e escassos da ocorréncia de
coléteres em representantes de Myrteae e a ocorréncia de diferentes processos
de formacdo do lume das cavidades secretoras indicam a necessidade de uma
investigagdo mais detalhada da evolugéo das estruturas secretoras na tribo.

Neste trabalho foram analisadas a ontogenia e a anatomia do gineceu,
combinadas & ontogenia, anatomia, ultrastrutura, e histoquimica das estruturas
secretoras de representantes da tribo Myrteae a fim de eleger caracteres
potencialmente informativos do ponto de vista evolutivo e mapear suas variagdes
sobre a arvore filogenética da tribo. Este estudo pretende auxiliar na
compreensao da historia evolutiva desta tribo de frutos carnosos, tdo importante
para a manutencao do equilibrio ecologico nas florestas tropicais.

Dados da literatura (Lopes, 2008 e Pimentel 2010) e resultados
preliminares do estudo da anatomia floral de espécies de Myrteae sugerem que,
devido a variagcdes encontrdas, alguns caracteres podem ser valiosos para a
formulagc&o de andlises filogenéticas com maior sustentagéo e contribuir para um
cenario diferente do referido na literatura. Dentre estes caracteres estdo como o
namero de tegumentos do oOvulo, o tipo de vascularizagdo da placenta, a
composicdo do septo, o tipo de placentacdo e a presenca e morfologia das

estruturas secretoras
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Neste contexto o presente trabalho visa ampliar os estudos relativos a
estrutura floral de representantes sul-americanos de Myrteae através do
mapeamento de caracteres do gineceu e estruturas secretoras associadas sobre

analises filogenéticas.



Quadro 1: Quadro sindptico das mudancas na sistematica de Myrtaceae

Subdiviséo
Autor Familia Subfamilias Tribos (t)/Aliancas (a) Caracteres
Myrteae (t)
Candolle (1828) Myrtaceae Leptospermeae (t) Tipo de fruto
Chamelaucieae (t)
Niedenzu (1898) * Myrtaceae Myrteae () Tipo de fruto
Leptospermeae (t)
Kausel (1956) Myrtaceae Tipo de germinagéo
Leptospermaceae
Myrcia (a)
Myrtoidea Myrtus ()
Cryptorhiza (a)
Osbornia (a :
I_ (@) Anatomia e
Johnson & Briggs Meterosideros (a) morfologia do eixo
(1979) Myrtaceae Heteropyxis (a) vegetativo e
_ Backhousia (a) reprodutivo
Leptospermoideae  Eucalyptopsis (a)
Eucalyptus (a)
Leptospermum (a)
Chamelaucium (a)
Myrtoidea
_ Leptospermoideae Principalmente
Schmid (1980) ) anatomia e
Myrtaceae Chamaelaucoideae morfologia floral
Psiloxyloideae
Myrteae (t)
Xanthostemoneae (t)
Lophostemoneae (t)
Osbornieae (t)
Melaleuceae (t) _
Kanieae (t) Wilson et al.(2001)
. Moleculares e
Backhousieae (t) L
. . morfolégicos de
Myrtoideae Metrosidereae (t) :
Wilson et al. (2001,  wyrt Tristanicae (t Johnson & Briggs
. , yrtaceae ristanieae (t) (1979)

2005)

Syzygieae (t)
Eucalypteae (t)
Syncarpieae (t)
Lindsayomyrteae (t)
Leptospermeae (t)
Chamelaucieae (t)

Psiloxiloideae

Psiloxyleae (t)

Heteropyxideae(t)

Wilson et al.(2005)
Moleculares de
plastideo

*divisdo tradicionalmente usada por mais de dois séculos



Tabela 1: Caracteres do gineceu utilizados em estudos filogenéticos

Carater

Referéncia

Ovério estipitado

Johnson & Briggs, 1984

Desenvolvimento posterior exagerado da porcéo

livre do ovario sobre a porcéo fixa

Johnson & Briggs, 1984

Vascularizacao transeptal do ovario

Johnson & Briggs, 1984

Reducéo do estilete

Johnson & Briggs, 1984

Lobo estigmatico exagerado

Johnson & Briggs, 1984

Lobo estigmético reduzido

Johnson & Briggs, 1984

Auséncia do afundamento da base do estilete

Johnson & Briggs, 1984

Placenta peltada

Johnson & Briggs, 1984

Placentacéo

Lucas et al., 2007

Insercéo do évulo

Johnson & Briggs, 1984

Numero de évulos por ovario

Lucas et al., 2007

Reducédo do nimero de fileiras de 6vulos na

placenta

Johnson & Briggs, 1984

Reducdo do numero de 6vulos

Johnson & Briggs, 1984

Modificagdo na condi¢cédo anatropo dos évulos

Johnson & Briggs, 1984

Ovuldides

Johnson & Briggs, 1984
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2. Diversidade estrutural do gineceu na tribo Myrteae DC.

2.1 Introducéo

Espécies brasileiras de Myrtaceae estdo subordinadas a tribo Myrteae
(Souza et al. 2007), que abrange 49 géneros e 2.500 espécies de ocorréncia
predominantemente neotropical (Lucas et al., 2007) e est4 representada por
arvores ou arbustos com folhas opostas e tricomas simples ou ocasionalmente
em forma de “T”. A inflorescéncia € axilar, por vezes paniculada; o perianto é livre
ou com o calice formando uma caliptra e os estames, livres e numerosos,
apresentam anteras versateis de deiscéncia rimosa. O ovario € infero, bi ou
trilocular com vascularizagdo transeptal, placentacdo axial e Ovulos com
disposicdo radial, as vezes pendular. Os frutos sdo indeiscentes e carnosos
(Wilson et al., 2005) cujo aparecimento e evolucdo estdo relacionados a
excepcional riqueza de espécies da tribo nas florestas tropicais (Biffin et al., 2010)
por possibilitarem a dispersdo das sementes por animais (Lughadha e Proenca
1996).

Paralelamente aos avancos da filogenia molecular, estudos das estruturas
florais continuam sendo importantes para a compreensdo das relacbes em
diversos grupos de plantas (O’Leary et al., 2012; Xi et al. 2012). Xi et al., (2012)
reconhecem doze caracteres florais filogeneticamente informativos em
Malpighiales. Em Verbenaceae caracteres do androceu (par de estames adaxiais
férteis ou estéreis- e do gineceu) (base do estilete larga ou delgada) séo
reconhecidos como sinapomorfias para grupos infrafamiliares (O’Leary et al.,
2012). Em Myrtaceae, dados como o numero de carpelos, o tipo de
vascularizacdo do ovario, a insercado e morfologia da placenta e a disposi¢cdo dos
Ovulos ao longo desta séo considerados importantes para os estudos filogenéticos
(Johnson & Briggs, 1984, Wilson et al., 2001, Lucas et al. 2007).

A tipificacdo morfologica da placenta, em geral, como axial e, em alguns
casos, como parietal (Bentham, 1869; Landrum, 1988 e Lucas et at., 2007) é

controversa. Em taxons com placentacdo axial como Psidium ha por vezes
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dificuldade de definicdo dos estados deste carater, onde ocorre uma variacao
gradual da placentagcéo nao peltada para a peltada (Lucas et al., 2007). Mc Vaugh
(1968) aponta para a inadequacao de caracteres como placentacédo na separagao
de géneros em Myrteae. Neste trabalho, o autor discorda da proposta de elevacéo

de um grupo de espécies de Psidium a categoria de género com base na

semelhanca de caracteres ovarianos.

Lucas et al., (2007) interpretam a placentagcdo axial como néo
significativamente diferente da parietal em Myrteae, o que leva ao pressuposto de
gue a placenta tem sua origem exclusivamente nas margens dos carpelos. Ambas
representariam uma condicdo homoplasica que surge mais de uma vez em
funcdo de variagGes no grau de desenvolvimento do septo. A condi¢do unilocular
com placentacéo parietal observada em Rhodamnia e Neomyrtus seria produto de
seu desenvolvimento incipiente (Bentham, 1869), que teria ocorrido em momentos
diferentes nos géneros em questdo, visto que ndo sdo filogeneticamente

relacionados.

A placentacdo ancestral em Myrteae € bi ou multisseriada em placentas
planas, recobrindo pelo menos parte do septo (Lucas et at., 2007). Placentas
peltadas ou projetadas de outra maneira surgiram independentemente no grupo
“Australasiano” e nos grupos “Myrteola” e “Pimenta” além do género Myrcianthes.
Aparentemente houve uma transicdo subsequente para o arranjo dos 6vulos em
um anico ponto no septo de forma independente no género Eugenia e na
associagao entre o grupo “Plinia” + Algrizea + grupo “Myrcia” — que corresponde
ao clado L do trabalho de Lucas et al. (2007) (ver anexo A) com pelo menos uma
reversao parcial ao estado bi ou multiseriado em parte do septo, como observado
em Neomitranthes e Siphoneugenia. Neste contexto, os autores consideram que
esta distingdo é ténue, face as diferencas maiores desconsideradas, como ovarios
uniloculares x bi ou multi loculares. Assim, os autores consideram a natureza da
placentacdo pouco informativa como carater definidor de grupos em Myrteae,
podendo fornecer sinapomorfias potenciais apenas se a ocorréncia de um nimero
alto e improvavel de reversdes e paralelismos for assumida, o que requer analises

do desenvolvimento do gineceu similares aquelas realizadas por Bothe & Drinnan
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(2005) que descrevem a ontogenia e anatomia dos 6vulos de representantes do
grupo “Eucalypt” (sensu Wilson et al. 2005).

Resultados relativos ao projeto de analise estrutural da flor de espécies sul-
americanas de Myrteae realizado pela equipe do Laboratério de Anatomia Vegetal
do MN/UFRJ forneceram uma interpretacdo diferente da placenta em Eugenia
uniflora (Lopes, 2008) e E. neonitida (Pimentel, 2010). A origem da placenta
independente dos carpelos, a partir de um meristema central residual interno ao
verticilo carpelar, constituiu uma interpretacdo mais acurada da categoria axial
empregada de forma geral na literatura da familia. Essa nova interpretacdo
diverge da pressuposta natureza carpelar, implicita no trabalho de Lucas et al.
(2007) o que leva a hipdtese de que a placentacdo axial em Myrteae (sensu

Lucas) é de natureza caulinar e ndo carpelar marginal.

Ainda no ambito do referido projeto, dados preliminares relativos a
Gomidesia fenzliana O.Berg, pertencente ao clado L do grupo “Myrcia”, também
fornecem indicios de que a placenta tem origem caulinar e sua vascularizacéo,
diferentemente do observado nas espécies de Eugenia, tem origem, pelo menos
em grande parte, no proprio eixo caulinar (Diego Spala, comunicacdo pessoal). A
origem caulinar da placenta também € perceptivel nas figuras de espécies de
Eugenia e Syzygium analisadas no trabalho de Schmid (1972 a,b,c), onde
espécies que originalmente pertenciam a Eugenia foram transferidas para o

género Syzygium, com base na vascularizacéo transeptal.

A vascularizacdo do gineceu tem sido utilizada para tipificar a origem do
ovario infero em diversas familias. A natureza receptacular € caracterizada pela
presenca de feixes condutores que sobem pelo hipanto até os verticilos florais e,
a partir dai, descem invertidos até os 6vulos. Na maioria das familias com ovéario
infero, o hipanto possui origem apendicular, caracterizada pelo sistema vascular
sempre ascendente, ndo havendo a inversao dos feixes (Kaplan, 1967). Para
Myrtaceae ndo ha registros sobre a natureza do ovario infero. Em E. neonitida e
E. uniflora (Lopes, 2008; Pimentel, 2010) algumas evidéncias apontam para a

origem receptacular. A semelhanca do observado em E. confusa (Schmid, 1972c¢),
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os varios 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 solida de xilema e floema
de onde seguem os feixes ovulares.

O numero de tegumentos dos 6vulos em Eugenia é apontado na literatura
(Schmid, 1980) como dois, porém em E. uniflora, os Ovulos, inicialmente
bitegmos, tornam-se unitegmos na maturidade (Lopes, 2008) evidenciando a
necessidade da investigacdo da extensdo do desenvolvimento da unitegmia na
tribo Myrteae.

Neste contexto o presente trabalho objetiva descrever a ontogénese e a
anatomia do gineceu de doze espécies de cinco dos seis grupos sul-americanos
da tribo Myrteae e de dois representantes do grupo externo a fim de levantar os
estados dos seguintes caracteres florais relativos ao gineceu na tribo Myrteae:
namero de carpelos, origem do ovario infero, origem do septo ovariano, tipo de

placentacdo, vascularizacao floral e o nUmero de tegumentos dos évulos.
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2.2 Material e métodos

Foram selecionadas para o estudo doze espécies representantes de cinco
dos seis clados sul-americanos da tribo Myrteae, e dois representantes do grupo
externo (tab. 1). N&o foi possivel localizar as espécies isoladas apesar do esforgo
empreendido para a coleta das plantas nas areas indicadas nos registros de
herbéario. O grupo Myrteola ndo esta representado neste trabalho em virtude da
dificuldade de acesso as espécies do grupo Myrteola (Roraima e paises do norte
da América do Sul).

As espécies foram selecionadas com base nos critérios de representacdo
especifica ou genérica na filogenia de Lucas et al. (2007) (Anexo A). As amostras
foram coletadas em popula¢gdes naturais ou cultivadas de diferentes localidades
do estado do Rio de Janeiro (Fig. 1). O material coletado foi identificado pelo Dr.

Marcelo da Costa Souza, especialista do grupo.

A tipificacdo das inflorescéncias foi feita com base em Briggs e Johnson,
(1979). Para descricdo anatomica os botdes florais e flores foram coletados em
varios estadios de desenvolvimento, fixados em solugdo composta por
formaldeido 4% + glutaraldeido 2,5% em tampéo fosfato de s6dio 50mM pH 7,2
(Gahan, 1984), mensurados, desidratados em série etandlica e emblocados em
Historesin® (Leica). Seccdes seriadas de 1-3um de espessura, obtidas com
navalha de vidro em microtomos rotativos Spencer e Leica 2255, foram coradas
com Azul de Toluidina (Feder & O'Brien, 1968). A analise do material foi realizada
em microscopio 6tico Olympus BX-51 com sistema de captura composto por
camera Q color 5 e software Image-Pro Express. As imagens foram editadas no
software Corel Photo-Paint ® 13 e as pranchas montadas utilizando o Corel
DRAW® 13.

Para identificar as diferentes classes de compostos quimicos e a natureza
das paredes celulares foram utilizadas sec¢cdes de material recém coletado, néo
fixado e/ou fixado em alcool 70%, as quais foram tratadas com Sudan IV
(Johansen 1940) para deteccéo de lipideos em geral; dicromato de potassio 10%

(Gabe 1968) para compostos fendlicos; Lugol (Johansen 1940) para amido; acido
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aceético e 4cido cloridrico (Howart & Horner 1959) para identificacdo de cristais de
oxalato de calcio; floroglucinol em acido cloridrico (Sass 1951) para lignina. Foi

aplicado tratamento controle para todos os testes histoquimicos.
Para o acompanhamento morfolégico da ontogénese floral, as amostras,

fixadas como descrito acima foram desidratadas em série etanolica, levadas ao
ponto critico de CO2 (Robards 1978) e metalizadas com ouro - paladium (Silveira,
1998). As observacdes e a documentacdo do material foram realizadas em
microscopio eletrénico de varredura JEOL JSM - 5800, do Departamento de
Invertebrados do Museu Nacional / UFRJ.
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Tabela 1: Espécies, local de coleta, origem, habitat e voucher

Clado
(Lucas et al.,2007)

Espécie

Localidade

Origem e habitat

Coletor e voucher

Myrciaria floribunda
(H.West ex Willd.)
0O.Berg

Brasil, RJ, Restinga
da Marambaia

Espontanea / mata sobre

duna

R.R.Pimentel 7 (R)

Neomitranthes obscura

Brasil, RJ, APA de

Espontanea / vegetacdo

o o o ) ) B.S4 216 (R)
Plinia (DC.) N.Silveira Marica arbustiva de restinga
Plinia grandifolia ] ] Sub-esponténea / zona
Brasil, RJ, Guaratiba Souza 644(RB)
(Mattos) Sobral rural
Plinia edulis (Vell.) ] . Sub-esponténea / area
Brasil, RJ Guaratiba Souza 643(RB)
Sobral rural
Myrcia racemosa Brasil, RJ, APA de Espontdnea / regido .
. o ) ] . B.Sa 207 (R)
(O.Berg) Kiaersk. Marica inundavel de restinga
Myrcia - - - -
Myrcia selloi (Spreng.)  Brasil, RJ, Horto do Cultivada /  Horto )
- ) A B.S4 217 (R)
N.Silveira Museu Nacional botanico
] Myrceugenia myrcioides  Brasil, RJ, PARNA Espontanea / borda de .
Myrceugenia B . R.R.Pimentel 9 (R)
(Cambess.) O.Berg da Tijuca florasta ombrofila densa
Brazil, RJ, PARNA Espontdnea / regido

Pimenta

Psidium cattleianum

Afzel. ex Sabine

da  Restinga de

inundavel de restinga

Curso tax.

Myrtaceae 05 (R)

Jurubatiba
Psidium guineense Sw. Brasil, RJ, Pirai Esponténea / area rural R.R.Pimentel 10 (R)
Eugenia punicifolia Brasil, RJ, Restinga Espontanea / mata sobre )
) R.R.Pimentel 8 (R)
(Kunth) DC. da Marambaia duna
) ) Brasil, RJ, Jardim Cultivada /  Horto
) Eugenia sulcata Spring ) ] . .
Eugenia Boténico do Rio de botanico R.R.Pimentel 11 (R)
ex Mart. )
Janeiro
ia selloi Brasil, RJ, Restinga Espontanea / mata sobre .
Eugenia selloi _ R.R.Pimentel 5 (R)
B.D.Jacks. da Marambaia duna
Syzygium jambos (L.) Brasil, RJ, llha da Cultivada/ restinga
) Souza 999 (R)
Alston Marambaia
Grupo externo ] Brasil, RJ, Jardim Cultivada /  Horto
Syzygium malaccense i . .
Boténico da boténico R.R.Pimentel 12 (R)
(L.) Merr. & L.M.Perry
UFRuralRJ
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2.3 Resultados

Caracteristicas morfologicas gerais

Os tipos de inflorescéncias encontrados nas espécies estudadas foram:
paniculas em Myrcia racemosa e M. selloi (Fig. 2A e B); racemos em Syzygium
jambos (Fig. 2C); dicasios em Psidium guineense (Fig. 2D); fasciculos em
Myrciaria floribunda (Fig. 2E), Neomitranthes obscura (Fig. 2F) , Plinia grandifolia,
P. edulis, Myrceugenia myrcioides (Fig. 3A) e Eugenia punicifolia (Fig. 3B);
racemo “stenocalyx” em Eugenia sulcata e E. selloi (Fig. 3C e D); glomérulos em
Syzygium malaccense (Fig. 3E); ménades em Psidium guineense e P. cattleianum
(Fig. 3F).

Todas as inflorescéncias sédo protegidas por feréfilos e préfilos (Fig. 4A e
B). A filotaxia oposta, encontrada no eixo vegetativo é mantida no eixo reprodutivo
(Fig. 4C e D). Cada um dos verticilos das inflorescéncias, desde os feroéfilos até os
carpelos (nas espécies com ovario bicarpelar), apresenta-se em pares opostos
decussados (Fig. 4C e D).

A forma dos botdes florais € obovada na maioria das espécies (Fig. 2C e
F), (Fig. 3B e E) podendo variar de globosa (Myrciaria floribunda e Eugenia selloi)
a uma forma onde ocorre uma constricdo entre o ovario e a extensao do hipanto
em Psidium guineense (Fig. 2D).

As flores sédo diclamideas, perfeitas com sépalas verdes (Fig. 4 E e F) e
pétalas brancas (Fig. 4E). Excecédo feita apenas a Syzygium malaccense, que
apresenta pétalas e estames com coloracao rosa (Fig. 4F).

O androceu esta representado por numerosos estames dispostos sobre o
hipanto e radialmente em relacdo ao estilete (Fig. 3 D e F), (Fig. 4E e F). Os
estames apresentam filetes filiformes e anteras bitecas de deiscéncia rimosa. O
hipanto apresenta superficie reta em Myrceugenia myrcioides, Psidium guineense
e P. cattleianum, Eugenia punicifolia, E. sulcata e E. selloi (Fig. 2D e 4E) e

apresenta uma expancao acima do ovario em Myrciaria floribunda, Neomitranthes
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obscura, Plinia grandifolia, P.edulis, Myrcia racemosa, M. selloi, Syzygium jambos
e S. malaccense (Fig. 2B e 4F).

O ovério é infero, bilocular, exceto em Myrciaria floribunda, com ovério
semi-infero, Psidium guineense e Myrceugenia myrcioides que apresentam, trés
|6culos e Psidium cattleianum que exibe quatro l6culos.

Quanto ao numero de oOvulos as espécies podem ser divididas em dois
grupos: um com dois oOvulos por I6culo, tendo como representantes Myrciaria
floribunda , Neomitranthes obscura, Plinia grandifolia, P. edulis, Myrcia racemosa
e M. selloi e outro grupo com ovarios pluriovulados, representado por
Myrceugenia myrcioides, Psidium cattleianum, P. guineense, Eugenia punicifolia,

E. sulcata, E. selloi, Syzygium jambos e S. malaccense.

Organogénese floral e estabelecimento do gineceu

A organogénese floral tem inicio com o estabelecimento do domo do
meristema floral, protegido pelos primérdios dos proéfilos adjacentes (Fig. 5A - D).
Em algumas espécies como (Myrcia racemosa, Myrceugenia myrcioides, Psidium
guineense Eugenia selloi) essa protecdo recebe o incremento de tricomas
tectores e, de coléteres em Plinia grandifolia, P. edulis, Myrceugenia myrcioides,
Psidium cattleianum, P. guineense, Eugenia punicifolia, E. sulcata e E. selloi (Fig.
5D).

O primeiro verticilo a se diferenciar € o calice (Fig. 5E), seguido da corola
(Fig. 5F). A partir deste ponto, tem inicio a diferenciacdo do gineceu,
interrompendo desta forma o desenvolvimento centripeto dos verticilos.

Os primordios carpelares tém bases adnatas e apices livres (Fig. 6A) e
assim permanecem dando origem a fenda do estigma (Fig. 6B). Na maioria das
espécies os primordios carpelares sdo em numero de dois (Fig. 6C e D). Em
Psidium guineense e Myrceugenia myrcioides sao trés e em Psidium cattleianum
quatro (Fig. 6A).
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Desenvolvimento do gineceu

Estabelecimento do eixo central

Nas espécies bicarpelares surge um eixo entre os primérdios carpelares
(Fig. 7A — C) a partir do meristema caulinar residual na base da camara localizada
entre os carpelos. O desenvolvimento deste eixo s6 ndo foi evidente em Psidium

cattleianum (Fig. 7D), P. guineense e Myrceugenia myrcioides (Fig. 7E).

O épice do eixo é formado por células meristematicas e a porcdo basal
apresenta um grande numero de células em divisdo periclinal promovendo o
alongamento desta estrutura (Fig. 7A). Nas espécies onde esse eixo nao foi
observado, é a superficie interna dos carpelos que exibe células com
caracteristicas meristematicas (Fig. 7D e E). As células da face interna dos
carpelos das espécies bicarpelares exibem citoplasma denso, ndcleos conspicuos
e vacuolos pequenos (Fig. 7A). Esse tecido dard origem ao tecido transmissor
(Fig. 7B).

Desenvolvimento do eixo central e da placenta

Na maioria das espécies, o apice do eixo central forma proje¢des (Fig. 8A),
que dardo origem a placenta em um anico ponto (Fig. 8A — D). O procambio que
daré origem a vascularizagdo da placenta e dos 6vulos encontra-se estabelecido
(Fig 8B, C e E). Em Myrceugenia myrcioides, Psidium cattleianum e P. guineense,
a placenta se origina ao longo dos bordos carpelares (Fig. 8E e F, 9A - C). Os
ovulos penetram livremente nos loculos ovarianos de forma involuta (Fig. 9B e C).
Nas espécies com dois carpelos, os mesmos se encontram fusionados pelos
bordos (Fig. 9 D e E), exceto em um ponto mais ou menos central do septo, onde

ocorre a comunicagéo entre os dois loculos ovarianos (Fig. 9D e F).
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Primérdios dos 6vulos

Durante o surgimento dos primordios dos ovulos (Fig. 10A — F) pode-se
observar o inicio da diferenciacdo dos tegumentos (Fig. 10 E). Em alguns
primérdios de Ovulos, notam-se tracos vasculares em fase procambial (Fig. 10A—
C). Nas espécies com dois Ovulos por léculo (Plinia grandifolia, P. edulis,
Myrciaria floribunda, Myrcia racemoso e M. selloi), o eixo caulinar é pouco

desenvolvido (Fig. 10A) quando comparado com as pluriovuladas (Fig. 10B).

Estabelecimento do megaspordcito

Encontra-se estabelecido um tegumento nas espécies de Syzygium (Fig.
11A) e dois tegumentos nas demais espécies (Fig. 11B — D). Esta fase € marcada
pela diferenciacdo do megasporécito (Fig. 11B — F) e o0s Ovulos sao
crassinucelados (Fig. 11B — D). Todas as espécies apresentam sincronismo no

desenvolvimento dos 6vulos.

Meiose

Nesta fase ocorre a divisdo meidtica do megaespordcito e o
estabelecimento do megasporo funcional que inicia seu desenvolvimento (Fig.
12A-G) e posteriormente a gametogénese e a formacdo do saco embrionario. O
comprimento dos tegumentos e o grau de envolvimento do nucelo por estes séo
variaveis (Fig. 12A — D e G). Em algumas espécies o tegumento interno se
estende além do externo e ambos envolvem apenas parcialmente o nucelo (Fig
12A). Nos casos como o0 observado em Myrciaria floribunda e Syzygium
malaccense 0 nucelo esta totalmente envolvido por um dos tegumentos, em
alguns casos pelos dois tegumentos (Fig. 12B e C). Em outros casos 0S
tegumentos tém o mesmo tamanho e recobrem parcialmente nucelo (Fig. 12D).
Em Eugenia selloi o nucelo estende-se além dos dois tegumentos e o tegumento

interno se alonga além do tegumento externo (Fig. 12G).
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O gineceu maduro

O ovario encontra-se totalmente fusionado ao receptaculo (Fig. 13 A e B).
A excecao ocorre em Myciaria floribunda onde o grau de fusédo € variavel (Fig.
13C - F). Embora as substancias fendlicas estejam presentes em praticamente
todos os tecidos, nota-se uma concentracdo maior destas substancias nas
primeiras camadas celulares do hipanto (Fig. 14A e B) e naquelas que circundam
o ovario (Fig. 14C — E) onde ocorrem também cristais de oxalato de calcio do tipo
drusa (Fig. 14C). Nas espécies de Syzygium esta camada pode apresentar
cavidades secretoras (Fig. 14E) e encontra-se envolvida por paréngquima formado
por células ricas em compostos fendlicos de formas e tamanhos irregulares,
delimitando grandes lacunas (Fig. 14D — F).

A regido estigmatica € papilosa (Fig. 15A) e o tecido transmissor é formado
por células estreitas (Fig. 15B) e muito alongadas (Fig. 15C — E), de parede
delgada, citoplasma denso, nucleos alongados e pouco vacuolizadas.
Comumente o tecido transmissor e 0 parénquima a ele adjacente sdo ricos em
graos de amido (Fig. 15F). Ocorre neste tecido uma fenda na regido de contato
entre os carpelos, ao longo de todo o estilete (Fig. 16 A —C). O tecido transmissor
se estende até a regido de comunicacao entre os léculos (Fig. 16D — F; 17A - F),
sendo maior nas espécies com dois évulos por Iéculo (Fig. 17C e D). Nesta regido
do septo ndo ha fusdo entre a porcao apical do septo (originada da intrusao da
face adaxial do apice carpelar) e a porcdo que teve origem da fusdo do eixo
caulinar com os bordos dos carpelos (Fig. 17A - F). Desta forma, na maioria das
espécies o septo ovariano é formado pela fusdo da porcao apical com as margens
dos carpelos e o eixo central (Fig. 17C e D). Myrceugenia myrcioides, Psidium
cattleianum e P. guineense ndo apresentam o eixo caulinar e ndo ha a formagéo
do septo na parte apical do ovario.

O saco embrionario é alongado (Fig. 18A). Em alguns casos, as células do
nucelo proximas ao saco embrionario sao ricas em graos de amido (Fig. 18A, B e
F). O aparato fibrilar é evidente apenas em Myrciaria floribunda (Fig. 18E e F)
onde foram observados esporadicamente mais de dois évulos por I6culo. Em M.
floribunda e Eugenia punicifolia foram registrados o6vulos com dois sacos

embrionérios (Fig. 19 A — F). As imagens sugerem gque mais de um megasporo se
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mantenha funcional (Fig. 19A) e que, em alguns casos, dois nucelos
compartilham os mesmos tegumentos (Fig 19 E e F).

A vascularizacdo floral em todas as espécies tem origem no cilindro
vascular do antopddio (Fig. 20A). Na base do hipanto esse feixe se divide em
numerosos pequenos feixes (Fig. 20B, C e F). Notadamente, nas espécies de
Psidium e Eugenia, destacam-se oito feixes de maior calibre que se dispdem em
um anel (Fig. 20D e E).

A placenta é vascularizada de duas formas distintas. Em Myrciaria
floribunda, Neomitranthes obscura, Myrcia racemosa, M. selloi, Syzygium jambos
e S. malaccense os feixes vasculares penetram o septo ovariano por baixo e
seguem em direcdo ascendente até a regido de insercdo da placenta, onde
divergem em diregdo aos Ovulos (Fig. 21A a F). Em Plinia grandifolia, P.edulis,
Myrceugenia myrcioides, Psidium cattleianum, P. guineense, Eugenia punicifolia,
E. sulcata e E. selloi varios feixes se originam em diferentes niveis do tubo floral,
penetram transversalmente nos bordos carpelares e em alguns casos descem
invertidos, até o ponto de insercdo da placenta (Fig. 22A —F). Neste ponto 0s
feixes transeptais de Eugenia e Plinia formam um plexo que consiste em uma
massa sélida de xilema e floema de onde seguem os feixes ovulares.

A vascularizacdo do estilete é variavel entre as espécies quanto ao
namero, ao tipo e ao posicionamento dos feixes condutores. O numero de feixes
varia de dois em Plinia edulis a quatorze em Psidium cattleianum. Estes feixes
podem estar arranjados em um Unico cilindro como em Myrcia racemosa (Fig.
23A) e Eugenia punicifolia (Fig. 23B) ou em dois cilindros concéntricos como em
Syzygium jambos (Fig. 23 C) e S. malacecense (Fig. 23D). Os feixes podem ser
tipicamente anficrivais ou, a exemplo de Eugenia punicifolia, anastomizados
formando um anel quase totalmente fechado que envolve o tecido transmissor.
Estas diferencas ocorrem entre espécies de um mesmo género. Em Syzygium
malaccense, por exemplo, o arranjo dos feixes é similar ao de S. jambos diferindo
pelo numero de feixes externos (Fig. 23 C e D).

Em Psidium cattleianum, P. guineense, Syzygium jambos e S. malaccense,
foram observadas células com paredes esclerificadas (Fig 24A - 1). Em P.
cattleianum e S. malaccense estas células estdo dispersas pelo parénquima do

hipanto (Fig 24A) e possuem formas variadas (Fig. 24F e H). Em S. jambos as
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esclereides ocorrem ao longo dos feixes vasculares do hipanto (Fig. 24B, D e E)
formando uma bainha em torno destes, sendo comuns os formatos mais
alongados (Fig. 24E e G). As esclereides de P. guineense envolvem o ovario (Fig,
24C) e apresentam formato anelar (Fig. 241). Quando jovens estas células exibem
citoplasma denso que se cora fortemente com o azul de toluidina (Fig. 24D).
Ocorre uma concentracdo destas células abaixo dos nectarios de Syzygium
jambos (Fig 24B).
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Figura 1: Locais de coleta. A- mapa do Estado do Rio de Janeiro mostrando os locais de
coleta, a-llha da Marambaia, b- Restinga da Marambaia, c- PARNA da Restinga de Jurubatiba,
d- PARNA da Tijuca, e- APA de Marica, f- horto do Museu Nacional, g- Jardim Botanico do RJ,
h-Pirai, i- Jardim Botanico da UFRRJ; j-Guaratiba; B - Restinga da Marambaia; C - PARNA da
Restinga de Jurubatiba; D - PARNA da Tijuca; E - APA de Marica.
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Figura 2: Inflorescéncias. A e B- panicula; A- Myrcia racemosa; B- M. selloi; C- racemo em
Syzygium jambos; D- dicasio em Psidium guineense; E e F- fasciculo; E- Myrciaria floribunda;
F- Neomitranthes obscura.
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Figura 3: Inflorescéncia Il. A e B fasciculo; A- Myrceugenia myrcioides; B- Eugenia punicifolia ; C
e D- racemo “stenocalyx”; C- Eugenia sulcata; D- E. selloi; E- glomérulo em Syzygium
malaccense; F- monade em Psidium cattleianum.
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Figura 4: Morfologia da inflorescéncia e da flor. A e B- inflorescéncias mostrando ferdfilos (fe) e
préfilos (pr); A- Desenho esquematico; B- Psidium guineense; C e D- Prefloracdo; C- diagrama
floral; D- microscopia eletrénica de varredura do botdo de Plinia grandilolia mostrando sépala
(se), pétalas(pe) e carpelos(ca); as setas idicam a direcdo das pecas; E- Psidium guineense; F-
Syzygium malaccense.
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Figura 5: Organogénese dos verticilos protetores. Seccdes longitudinais vistas em microscopia
de luzem A a C, E, F e microscopia eletrénica de varredura em D; A, E e F- Eugenia selloi; A a
D- domo formado pelo meristema floral B- Sygygium malaccense; C- Neomitranthes obscura;
D- Plinia grandifolia; E- inicio da diferenciacdo do célice; F- inicio da diferenciacdo da corola. co-
coléter; mf- meristema floral; fe- feréfilo; pe- pétala; pr- proéfilo; se- sépala; tr- tricoma tector.
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Figura 6: Estabelecimento do gineceu. A- primdrdio do gineceu de Psidium cattleianum com
guatro carpelos em microscopia eletrénica de varredura (MEV); B e C- sec¢des longitudinais do
gineceu bicarpelar observadas em microscopia de luz; B- Neomitranthes obscura; C- Eugenia
selloi; D- seccao longitudinal de Plinia grandifolia obsrvada em (MEV). ca- carpelo; es- estame;
pe- pétala; se- sépala.
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Figura 7: Eixo central. A, B, D e E- secg¢fes longitudinais obs
A- Eugenia selloi, notar células em divisao no sentido periclinal (cabeca de seta) promovendo
0 alongamento do eixo; B- Myrcia racemosa; C- Secgéo longitudinal de Eugenia punicifolia
observada em (MEV); D- Psidium cattleianum; E- Myrceugenia myrcioides. As setas amarelas
mostram o eixo central; as setas brancas indicam a regido basal entre os carpelos sem

evidéncias da formacéo de um eixo; ca- carpelo; tt- tecido transmissor.
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luz; A- Neomitranthes obscura ; B- Myrciaria floribunda destacando o contorno dos carpelos; C-
detalhe de B; D- Myrcia racemosa; E- Myrceugenia myrcioides, em destaque uma sec¢ao
transversal mostrando o plano de corte; F- Psidium cattleianum. ca- carpelo; ec- eixo caulinar;
ov- 6vulo; tt- tecido transmissor.
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Figura 9: Placentagdo. A, B, E, F- secgBes transversais observadas em microscopia de luz. C
e D- Seccdes longitudinais observadas em (MEV); A- primérdios dos 6vulos (setas brancas)
surgindo dos bordos dos carpelos em Myrceugenia myrcioides; B e C- 6vulos nos bordos dos
carpelos de Psidium cattleianum; D- dvulos inseridos em um Unico ponto em Eugenia
punicifolia, as linhas pontilhados mostram o plano de corte e altura aproximados das figuras E e
F; E- seccdo na regido de insercdo dos 6vulos em E. sulcata; F- seccdo na altura da regido de
comunicagao entre os léculos (base do “comptum”) de E. sulcata. As setas indicam o
direcionamento dos 6vulos. ov- 6vulos.
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Figura 10: Primdrdios dos 6vulos. A a E- secc¢bes longitudinais observadas em microscopia de
luz; A- Myrcia selloi; B- Syzygium jambos; C a E- primérdios de 6vulos; C- Syzygium jambos
mostrando primordio de évulo (seta amarela) com vascularizagédo procambial (seta branca); D-
Myrciaria floribunda; E- Psidium cattleianum. ec- eixo caulinar; te- tegumento externo; ti-
tegumento interno. ov- évulo.
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- seccles

Figura 11: Tegumentos e megasporocitos. A a D

em microscopia de luz. A- Syzygium jambos com tegumento Unico; B- Myrcia racemosa com

Psidium

D
E

tegumento externo;

tegumento externo demarcado em amarelo e interno em vermelho; C- Plina edulis;
guineense com tegumento externo demarcado em amarelo e interno em vermelho;

- Eugenia

ti-

to. nu- nucelo; te-

oci

sulcata; F- E. selloi. As setas indicam o megaspor

tegumento interno.
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Figura 12: Meiose e estabelecimento do megasporo funcional. A a G- Seccdes longitudinais
dos Ovulos em microscopia de luz; A- Myrcia selloi; B a D megasporécito (setas) de: B-
Myrciaria floribunda; C- Syzygium malaccense; D- Myrcia racemosa; E a G- Eugenia selloi. E-
megasporos; F- estabelecimento do megasporo funcional. md- megasporo degenerado; mf-
megasporo funcional; nu- nucelo; te- tegumento externo; ti- tegumento externo.
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Figura 13: Posisdo do ovario. A a C- seccdes longitudinais em microscopia de luz; A- ovario
infero em Eugenia sulcata; B- ovario infero em Myrcia racemosa; C a F ovario semi-infero em-
Myrciaria floribunda; D a F- Secgdes transversais em diferentes regides do ovario de M.
floribunda; D- apice; E- regido mediana; F- base. As linhas amarelas marcam a inser¢éo da
projecgédo do hipanto; hi- hipanto; ov-ovario.
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Figura 14: Parede do ovério. A, C a F- secc¢Oes longitudinais em microscopia de luz; A-
Myrciaria floribunda; B- seccao transversal do hipanto de Psidium guineense; C- detalhe das

drusas ao redor do ovério de Eugenia punicifolia; D a F- Syzygyum jambos; D e E- parede do
ovario; F- detalhe do aerénquima. As setas apontam as camadas ricas em compostos

fendlicos. dr- drusa; la- lacuna.
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Figura 15: Estigma e tecido transmissor. A- estigma papiloso de Plina grandifolia em
microscopia eletrénica de varredura; B a F- microscopia de luz; B e C- secc¢éo transversal do
apice do hipanto mostrando canal estilar (setas). B- Eugenia sulcata; C- Syzygium jambo; D e
E- seccbes longitudinais do apice do ovario; D- Myrciaria floribunda; E- Syzygium malaccense;
F- teste com reagente lugol no estilete de Myrcia selloi. an- antera; eg- estigma,; el- estilete; ov-
Ovulo; pe- pétala; tt- tecido transmissor.
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Figura 16: Fenda do tecido transmissor. A, B, D a F-Microscopia de luz; A- sec¢do transversal
do estilete de Myrcia selloi; B a F - sec¢des longitudinais; B- estilete de Eugenia selloi; C-
Psidium catlleianum em microscopia eletrénica de varredura; D- sec¢do perpendicular ao septo
de Myrcia racemosa; E e F- seccdo paralela ao septo; E- Eugenia sulcata; F- Syzygium
malaccense. As setas amarelas apontam a fenda do tecido transmissor e as brancas apontam
a comunicacao entre os loéculos do ovario. Em A e B a fenda do canal estilar esta preenchida
com mucilagem, que se cora de rosa quando submetida ao azul de toluidina.
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Figura 17: Comunicacao entre os léculos. A, C e E- microscopia de luz; B e D- microscopia
eletrdnica de varredura; A e B- seccdes longitudinais paralelas ao septo de Eugenia punicifolia;
C e D- seccdes longitudinais perpendiculares ao septo de Myrcia racemosa; E- seccdo
transversal do septo ovariano de Myrciaria floribunda;. F- seccao transversal do ovario de
Syzygium jambos observada na lupa (o contraste da imagem na regido dos carpelos foi
aumentado). As setas brancas apontam a comunicac¢do entre os loculos e a amarela mostra a
fenda do tecido transmissor. ec- eixo caulinar; ov- Ovulo; sa- septo apical; tt- tecido
transmissor.
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Figura 18: Saco embrionario. A a F- Secg¢bes obliquas de sacos embrionarios vistas em
microscopia de luz; A e B- Eugenia selloi; A- montagem permitindo visualizacdo total do saco
embrionéario (as imagens destacadas em amarelo foram obtidas em vérios planos do mesmo
6vulo); B- detalhe da oosfera; C- oosfera em Eugenia punicifolia; D- sinérgides em Plinia edulis;
E- sinérgides em Myrciaria floribunda; F- detalhe do aparato fibrilar em M. floribunda. af- aparato
fibrilar; an- antipodas; nm- nucleo da célula média; oo- oosfera; si- sinérgides.
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Figura 19: Ovulos com dois sacos embrionérios. A a F- sec¢des obliquas de dvulos vistas em
microscopia de luz; A a D- Dois sacos embrionarios envolvidos pelo mesmo nucelo em
Myrciaria floribunda; E e F- sacos embrionarios em nucelos distintos em um mesmo 6vulo de
Eugenia punicifolia. A seta indica a separacao entre dois nucelos de um mesmo 6vulo.
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Figura 20: Vascularizacdo do hipanto. A a F- secgbes transversais observadas em
microscopia de luz; A - antopodio de Eugenia punicifolia mostrando a origem dos feixes do
hipanto; B a F- hipanto; B- base do hipanto de Myrciaria floribunda; C- seccdo da regido
imediatamente abaixo do ovario de Eugenia punicifolia; D- seccdo da regido mediana do
ovario de Psidium cattleianum; E- seccdo do apice do ovario de Eugenia selloi; F- seccdo do
apice do ovario de Myrceugenia myrcioides. Os circulos amarelos destacam os feixes
condutores. fe- floema externo; fi- floema interno; xi- xilema.
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Figura 21: Vascularizagdo da placenta. A a F- Seccdes longitudinais obtidas a méo livre,
coradas com safranina e observada em microscopia de luz; A- Syzygium malacense; B- S.
jambos; C- Myrcia selloi; D- M. racemosa; E- Neomitranthes obscura; F- Myrciaria floribunda.
As setas amarelas indicam o ponto de insercédo dos 6vulos.
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Figura 22: Vascularizacdo da placenta / Feixes transeptais. A a F- Secc¢fes longitudinais
paralelas ao septo obtidas a méo livre, coradas com safranina e observada em microscopia de
luz; A- Eugenia selloi; B- E. punicifolia; C- Plinia edulis; D- P. grandifolia; E- Psidium guineense;
F- P. cattleianum. As setas amarelas indicam o ponto de insercéo dos 6vulos. As setas brancas
apontam as margens dos carpelos onde os 6vulos estao inseridos.
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Figura 23: Vascularizacdo do estilete. A a D- sec¢des transversais do estilete observadas em
microscopia de luz. A- Myrcia racemosa; B- Eugenia punicifolia; C- Syzygium jambos; D- S.
malaccense. Os circulos destacam os feixes vasculares. Circulos vermelhos destacam os
feixes mais internos.
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Figura 24: Esclereides. A a E e | sec¢des longitudinais do ovario; A a C e |- obtidas a méo livre
e coradas com safranina; A- Psidium cattleianum; B- Syzygium jambos; C- Psidium guineense;
D- esclereides jovens (cabeca de seta) em S. jambos; E- Esclereide de S. jambos ainda com
citoplasma; F a |- diferentes formatos de esclereides;F e H- P. cattleianum;G- S. jambos; I- P.
guineense. As setas indicas a localiza¢do dos esclereides.
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2.4 Discussao

O desenvolvimento floral em Myrteae revelou semelhancas entre as
espécies e uma grande diversidade estrutural do gineceu.

A sequéncia padrdo de desenvolvimento dos verticilos em todas as
espécies analisadas de Myrteae: sépalas— pétalas— gineceu— androceu, é
semelhante ao encontrado em espécies de Agonis, Leptospermum, Kunzea e
outras seis espécies do sub-grupo informal “Baeckea” (Carrucan & Drinnan, 2000;
Drinnan & Carrucan, 2005), todos representantes da tribo Leptospermeae, cujas
relacbes com as tribos Myrteae, Eucalypteae e Syncarpieae nao estao resolvidas
(Wilson et al. 2005).

Nossa analise do desenvolvimento floral em Myrteae revela que o ovario
infero forma-se pela elevacao inicial dos carpelos conferindo uma conformacao
cbncava ao meristema floral. A projecdo do ovéario no centro do botdo floral é
interpretada por Carrucan & Drinnan (2000), no sub-grupo Baeckea, como sendo
uma invaginacao no meristema convexo. A conformacdo do meristema floral e a
vascularizacdo do gineceu tém sido utilizadas para tipificar a formac¢do do ovario
infero em familias como Campanulaceae, Cactaceae, Saxifragaceae, Araliaceae
(Kaplan 1967; Soltis & Hufford, 2002; Costello & Motley, 2004). Nestas familias o
ovario infero pode ser tipificado de duas maneiras (Kaplan, 1967), segundo sua
formacdo: a) apendicular - o desenvolvimento do receptaculo se da antes da
organogénese do perianto, que se da pelo crescimento da periferia do meristema
apical convexo conferindo Ihe um contorno concavo. Os feixes vasculares séo
sempre ascendentes. Ocorre na maioria das familias com ovario infero, b)
receptacular, o desenvolvimento do receptaculo se da apds a organogénese do
perianto e 0 meristema apical permanece convexo. Este tipo é caracterizado pela
presenca de feixes condutores que sobem através do hipanto até os verticilos
florais e, a partir dai, descem invertidos até os ovulos. No entanto nossos
resultados demonstram que tanto nas espécies que apresentam vascularizacdo
sempre ascendente, como nas que apresentam feixes transeptais, o0 meristema
floral apresenta durante o desenvolvimento do perianto uma conformacéo

cbncava. Dessa forma, sugerimos que um dos caracteres (vascularizacdo da
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placenta e conformagdo do meristema floral), ndo € um bom parametro para
inferéncias sobre a natureza do ovario infero em Myrtaceae.

A caracterizacao das flores das espécies amostradas como inferovariadas,
excecdo feita a Myrciaria floribunda com ovério semi-infero, remete aos conceitos
de ovario infero e de hipanto, nem sempre claros na literatura. Segundo Soltis &
Hufford (2002), em um ovario infero os apéndices florais sdo inseridos no ovario.
Simpson (2010) € mais especifico ao definir que o perianto, o androceu e/ou o
hipanto estéo inseridos no apice do ovario. Quer (2001) conceitua o ovario infero
como concrescido ao receptaculo e o hipanto como a fusdo da parede do ovario
com o receptaculo, podendo ser um receptaculo simplesmente afundado onde
nao ha fusdo com o gineceu. Endress & Doyle (2009) tratam o hipanto como
proveniente da fusdo congenital de todas as partes florais externas.

Nos estudos em Myrtaceae, a definicAo de hipanto envolve conceitos
contraditérios que definem hipanto como sendo uma extensdo do receptaculo
formada pela fusdo de pétalas, sépalas e estames (Soltis & Hufford, 2002).
Enquanto a maioria dos trabalhos sobre a familia refere-se ao hipanto como
sendo o receptaculo fusionado aos carpelos e, usualmente, a fusdo da base das
sépalas é considerada um prolongamento do hipanto (Landum, 1986; Landrum &
Kawasaki, 1997; Carrucan & Drinnan, 2000; Belsham & Orlovich, 2003; Proenca
et al., 2006, Craven e Biffin 2010). Dahlgren & Thorne (1984) definem o hipanto
“verdadeiro” em Myrtales como uma extensao em forma de “taca” com origem no
tubo floral ou no receptaculo independentemente da posicdo do ovario. Este
conceito é inferido no trabalho de Lucas et al. (2011) e esta bem detalhado em
Simpson (2010) (Anexo B). Nesta interpretacdo hipanto e ovario infero séo
estruturas independentes, podendo ocorrer ovario infero sem a presenca do
hipanto e o hipanto pode estar presente em flores com ovario supero. Esta
abordagem permite mais clareza nas definicdes, melhora as descricdes, e parece
refletir com mais fidelidade o que ocorre na natureza, quando se trata de
variabilidade.

O ovario infero, predominante nas espécies estudadas, surgiu em
diferentes momentos durante a evolucdo das angiospermas, desde as
Nymphaeales até as Asterides (Endress 2011) estando presente em pelo menos
82 familias de angiospermas (Grant 1950). Em um mesmo género o ovario pode
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possuir um gradiente de posicionamento que vai de supero a totalmente infero
apresentando ainda estagios intermediarios como ¥ e % infero (Mort & Soltis,
1999).

O significado evolutivo do ovario infero tem sido atribuido a trés fatores: a)
maior protecdo aos ovulos das flores polinizadas por animais com aparelho bucal
potencialmente destrutivo (besouros, passaros), b) arquitetura mais econémica,
pois duas estruturas envolvidas com a protecao (parede do ovario e do tubo floral)
sdo combinadas em uma Unica e c) maior aporte de energia e sua distribuicdo
para os 6vulos devido a menor distancia percorrida pelos feixes vasculares até
atingir os 6vulos (Grant 1950; Stebbins 1974).

O ovério semi-infero observado em Myrciaria floribunda € uma
caracteristica relativamente recente associada aos membros da familia. Embora
tradicionalmente Myrtaceae apresente flores com ovario infero (Candolle, 1828;
Schmid, 1972a), na classificacdo mais atual (Wilson et al. 2005), além do ovario
infero a familia possui representantes com ovario semi-infero e supero (Belsham
& Orlovich, 2002; Wilson, 2011). Representantes superovariados estéo restritos a
subfamilia Psiloxyloideae (Wilson et al., 2005; Wilson, 2011) e a tribo
Xanthostemoneae pertencente a subfamilia Myrtoideae (Wilson et al., 2005).
Ovério semi-infero ocorre nas tribos Lophostemoneae, Kanieae, Metrosidereae,
Tristanieae, Eucalypteae, Leptospermeae (Wilson et al. 2005). Na tribo Myrteae o
ovario semi-infero estava restrito a Luma apiculata e Myrcia rosangelae (Belsham
& Orlovich, 2003, Lughadha et al., 2012). Em relacdo ao numero de carpelos,
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 porcao.
Numero de carpelos igual e estrutura semelhante foram encontrados na maioria
das espécies, diferindo apenas em Myrceugenia myrcioides e nas espécies de
Psidium, que apresentam mais de dois carpelos e ndo possuem septo apical.

Este dado esta de acordo com a literatura uma vez que, o septo apical
ocorre ocasionalmente em gineceus sincarpicos e bicarpelares (Jager-Zurn, 2011)
e esta associado ao abaulamento da regido superior do lI6culo mas nao da parede

externa do ovario e parece ser uma continuacdo do canal estilar, que em casos
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extremos pode tocar a base do ovéario (Endress, 201l1a). Desse modo seu
desenvolvimento esta estruturalmente conectado a anacrostilia (basistilia)
causada pelo inchaco da porcéo apical da face dorsal do carpelo. Isso faz com
que o ponto de insercao do estilete seja deslocado para baixo (Jager-Zirn, 2011).
O septo apical, juntamente com o alongamento dos tegumentos ou do nucelo, é
interpretado como formas de aproximacgéo do canal estilar com o 6vulo (Endress,
2011b).

Segundo Jager-Zurn (2011), em ovarios com septo apical, a distencao da
face dorsal do carpelo faz com que o feixe dorsal faga uma curva para baixo e
penetre o septo apical e, entdo, dobre para cima, penetrando estilete e estigma.
Nas flores estudadas foi observado gineceu bicarpelar com septo apical sem os
feixes que descem invertidos em espécies de Syzygium, Myrcia, Neomitanthes e
em Myrciaria floribunda. Desta forma as vaiacfes observadas na vascularizacao
das espécies de Myrteae podem estar associadas tanto a formacao do septo
apical quanto a origem do ovario infero. No capitulo trés as inferéncias sobre a
origem do ovario e vascularizacdo do gineceu sao discutidas levando-se em conta
as relacdes filogenéticas na tribo, o que pode auxiliar no estabelecimento de qual
dos caracteres (vascularizagcdo ou conformacdo do meristema apical) se mostra
mais consistente para o estabelecimento da origem do ovério infero em
Myrtaceae.

Uma execdo a estrutura estabelecida até o momento para as espécies
bicarpelares foi observada por Barreira (2013) que descreve Myrrhinium
atropurpureum como bicarpelar sem a presenca de septo apical ou fenda no
septo ovariano.

Segundo Carr e Carr (1961), o gineceu sincarpico possui um espaco
interno paracarpico, que interliga seus carpelos. Endress (1982, 2011a) amplia
este conceito e denomina “compitum” toda regido comum aos carpelos mesmo
que topologicamente esta regido seja externa a estes. Esta comunicagdo pode
ser feita através de secrecdo externa, estigmas contiguos, tecidos fusionados ou
coniventes e por espacgos interloculares. Ao “compitum” é atribuida a fungédo de
regido de emergéncia dos tubos polinicos e seu direcionamento para quaisquer
|6culos do ovario (Carr & Carr, 1961; Williams et al., 1993) favorecendo a

competicdo entre os tubos polinicos germinados em carpelos diferentes (Endress
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1982, 2006, 2011a). Nas espécies estudadas, o “compitum” ocorre desde o
estigma até a fenda existente no septo, logo acima da regido de insercao da
placenta nas espécies com dois carpelos e até a regido superior do ovario, onde 0
tecido transmissor se extingue, nas espécies que nao apresentam septo apical.

Ha uma grande variacdo na classificagdo morfoldgica da placentacdo nas
espécies estudadas. 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 taxons com placentacdo axia,l como
Psidium L., h& por vezes dificuldade de definicdo dos estados deste carater, por
haver uma variacdo gradual da placentacdo ndo peltada para a peltada. Estes
autores interpretam a placentacédo axial como néo significativamente diferente da
parietal em Myrteae, o0 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¢cdo unilocular observada nos géneros
Rhodamnia Jack e Neomyrtus Burret seria produto do desenvolvimento septal
incipiente (Bentham, 1869). Nas espécies de Psidium de nosso estudo, assim
como Myrceugenia myrcioides a placenta peltada mostrou-se tratar,
anatomicamente, dos bordos carpelares. Ao mesmo tempo, ndo foi observado
nestas espécies o desenvolvimento de um eixo com origem caulinar independente
dos carpelos, como nas demais espécies, desta forma o eixo onde os évulos
estariam inseridos, segundo 0s autores acima citados, € originado da fusao entre
o dorso dos carpelos, com os oOvulos surgindo dos bordos carpelares que
penetram os loculos ovarianos. Este tipo de placentacdo é considerado como
parietal por Puri (1952). Placentacdo semelhante foi observada em Myrrhinium
atropurpureum por Barreira (2013).

Lopes (2008) fornece uma origem diferente da placenta em Eugenia
uniflora, também evidenciada nas espécies bicarpelares aqui estudadas. 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. Estes resultados divergem da pressuposta natureza carpelar,
implicita no trabalho de Lucas e colaboradores (2007) e evidenciam que a

placentacéo axial (sensu Lucas) em Myrteae tem origens distintas.
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Como resultado das analises acima, o septo das espécies bicarpelares
apresenta trés regides distintas do ponto de vista anatdmico e funcional. O eixo

onde se localiza a placenta, juntamente com os bordos carpelares aos quais se

Q)

funde, corresponde a base do septo ovariano. O septo apical, corresponde

[N

intrusdo da face ventral do &pice carpelar, enquanto a regido mediana

D~

caracterizada pela fenda que interliga os léculos ovarianos. Esta estrutura
semelhante aquela descrita por Lopes (2008) para Eugenia uniflora.

Com base na literatura, Lucas et al. (2007) estabeleceram como estados
do carater nimero de Ovulos por ovario, em uma abordagem evolutiva, < 70 e
>120. No entanto, as observacdes mostraram que dois grandes grupos se
destacam ao se considerar os estados “dois 6vulos por l6culo” e “pluriovulados”.
Esta observacéo sera analisada com um enfoque evolutivo no capitulo trés.

Foram observados dois tegumentos nos évulos de todas as Myrteae sul-
americanas e apenas um tegumento em Syzygium, 0 que esta de acordo com o
apontado pela literatura (Schmid, 1980; Biffin et. al., 2006). Embora Biffin et. al.
(2006) afirmem que Ovulos unitegumentados em Myrtaceae estejam restritos ao
género Syzygium, Lopes (2008) descreve os 6vulos de Eugenia uniflora como
possuindo apenas um tegumento. Os dados aqui obtidos, somados aqueles
encontrados na literatura, indicam que a unitegmia em Myrteae parece estar
restrita a Eugenia uniflora ou, ao menos, tende a estar presente em poucas
espécies.

O estudo revelou a presenca de células ricas em compostos fendlicos e
cristais de oxalato de calcio envolvendo o ovario e nas camadas mais externas do
hipanto. A presenca de compostos fendlicos e cristais de oxalato de célcio é
comumente associada a protecdo contra herbivoros (Swain, 1979; Franceschi e
Horner, 1980; Carmello et al. 1995; Coté, 2009; Pimentel et al., 2011, Rocha et
al., 2011). Os compostos fendlicos sdo um grupo de substéncias de grande
importancia antimicrobiana e servem como barreira de prote¢cdo quimica (Swain,
1979; Carmello et al. 1995; Rocha et al., 2011). A funcé&o dos cristais de oxalato
ainda nado é totalmente conhecida, mas estudos indicam que eles podem estar
envolvidos com o balangco mineral e o sequestro de residuos de calcio oriundo da
degradacédo da parede celular (Kausch and Horner, 1981), com a sustentacdo
mecanica e protecdo contra herbivoria (Coté, 2009). Os cristais do tipo drusa
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exercem sua funcdo de protecdo através da abraséo, fornecendo uma barreira
mecanica contra a herbivoria (Coté, 2009). A localizacdo das camadas celulares
contendo substancias fendlicas e drusas, evidencia que tais substancias, nas
flores de Myrtaceae, estdo envolvidas com a protecdo dos oOvulos, contra
herbivoros e patégenos.

O tecido composto por células lobadas que deixam entre si espacos do tipo
lacuna, encontrado no hipanto das duas espécies de Syzygium, fornece ao
ovario/fruto destas espécies um aspecto descrito, na literatura, como esponjoso
ou aerenquimatoso (Schmid, 1972b; Wilson, 2011). Esta caracteristica confere a
seus frutos o potencial para serem dispersados por agua (Wilson, 2011), o que
permite descrever tal tecido como aerénquima.

A presenca de esclereides nas terminacdes dos feixes vasculares da folha
€ uma caracteristica da ordem Myrtales Juss. ex Bercht. & J. Presl (Cardoso et.
al., 2009). Nas flores de Myrtaceae a ocorréncia de células esclerificadas esta
restrita a Syzigium e Eucalyptus (Malaviya, 1967; Schmid, 1972b; Burrows 2000).
A esclerificacdo gradual das flores de Myrtaceae tem sido interpretada como uma
adaptacado a polinizacao por passaros, por aumentar a resisténcia das estruturas
gque servem como plataforma de pouso (Schmid, 1972b). Alvin (1987) registra que
os esclereides presentes nas folhas de Androstachys johnsonii Prain
(Euphorbiaceae) estédo ligados ao transporte de agua. O mesmo foi inferido por
Louro et. al. (2003) para Croton compressus Lam (Euphorbiaceae), segundo este
autor esta seria uma estratégia que aumentaria a resisténcia da planta ao
ambiente seco. Relacionando a disposicdo das esclereides nas espécies
estudadas com as funcbes propostas pela literatura pode-se inferir que em
Psidium catlleianum e Syzigiu malaccense estas células podem estar envolvidas
com a adaptacgdo a polinizacdo por passaros, no entanto as espécies de Psidium
sdo reconhecidamente polinizadas por insetos (Proenca e Gibbs, 1994). A
disposicédo das esclereides ao londo dos feixes condutores em S. jambos pode
indicar que nesta espécie tais células estejam, ainda que como funcao
secundaria, auxiliando o transporte de agua. Ainda nesta espécie, a funcdo de
sustentacdo pode ser inferida devido a caracteristica laxa do tecido do hipanto.
Em Psidium guineense a forma anelar e a disposicdo das esclereides envolvendo

0 ovario como uma bainha, evidencia a fungéo de protecao dos 6vulos.
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2.5 Conclusodes

Em contraposicdo a semelhanca existente entre os caracteres morfolégicos
de Myrtaceae (McVaugh, 1963; Benthan, 1869; Kawasaki, 1989; Proenca, 1990;
Barroso & Peixoto, 1995), foi encontrada uma grande variagdo anatdmica no
gineceu das espécies de Myrteae sulamericanas. Destacadamente o processo de
formacdo do ovario infero, a vascularizagdo do receptaculo, a origem e a
vascularizacdo da placenta sdo indicios de quao diferentes podem ter sido os
caminhos evolutivos percorridos até se chegar aos representantes atuais da tribo.

As variagBes no processo de formacdo do ovario infero e na origem da
placenta sdo apresentadas pela primeira vez para a familia.

A vascularizacdo da placenta € incongruente tanto com a conformacéo do
meristema floral, para inferir a origem do ovario infero, quanto com a presenca do
septo apical, para explicar sua variagéo.

Estudos anatbmicos que ampliem o nimero de espécies sdo necessarios a
fim de mapear a abrangéncia das varia¢des estruturais encontradas, investigar a
ocorréncia da unitegmia em outras espécies de Myrteae além da encontrada por
Lopes (2008) assim como tentar estabelecer a origem do ovario infero e do
hipanto em Myrteae.
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3. Estruturas secretoras do eixo reprodutivo da tribo Myrteae DC.
(Myrtaceae).

3.1 Introducéao

Uma importante fonte de dados que vem sendo utilizada para auxiliar na
compreensdao da evolucdo e no estabelecimento de relacbes entre as
espermatdfitas € a organizacdo anatbmica das estruturas secretoras (Judd et al.,
2009), associada ao estudo da composicdo quimica da secrecdo e aos aspectos
do desenvolvimento e da ultraestrutura das suas células (Fahn, 1979, 1988;
Thomas, 1991; Machado, 2000; Judd et al., 2009).

A literatura especulativa (Fahn e Shimony, 1977; Fahn, 1979, 1988) diz que
as estruturas secretoras exdgenas foram as primeiras a surgir € que seu
desenvolvimento se deu a partir de tricomas tectores. Thomas (1991) sugere que
a evolucdo 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.
Denissova (1975) especula que a origem das estruturas secretoras foi a partir de
células parenquiméticas originando trés grupos: a) laticiferos, através da evolucéo
de idioblastos, b) estruturas secretoras epidérmicas, a partir de grupos de
idioblastos subepidérmicos e c) canais e cavidades, com origem em células ndo
especializadas, que eliminam de substancias em espaco intercelular.

Dentre as eudicotiledbneas core, ordens mais proximamente relacionadas
a Myrtales como Malvales (“clado malvid”) ou distantes como Asterales (“clado
campanulids”) (APG Ill, 2009) fornecem exemplos nos quais a presenca, a
diversidade dos tipos de estruturas secretoras, a localizacdo em que ocorrem ou a
natureza da secrec¢do constituem sinapomorfias em nivel familiar e genérico
(Lersten & Curtis, 1985; Castro et al., 1997; Judd et al., 2009). Em Malvaceae por
exemplo, os nectarios florais, as cavidades e 0s canais secretores de mucilagem,
sdo utilizados como caracteres que corroboram o estabelecimento da familia
como um grupo monofilético (Judd et al., 2009).

Em Myrtaceae, uma sinapomorfia marcante € a presenca de glandulas

translicidas (APG Ill, 2009; Stevens, 2001 em diante). Tais glandulas sé&o
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descritas como cavidades secretoras de O6leos e sua estrutura tem valor
taxondémico na familia. A presenca ou auséncia de cavidades secretoras de 6leo
em diferentes 6rgdos de espécies do género Eucalyptus (tribo Eucalypteae) tem
sido utilizada como um carater Gtil na identificacdo destas, inclusive em material
herborizado (Carr & Carr, 1969).

O estudo da natureza quimica da secre¢do produzida nas cavidades em
Myrtaceae desperta maior interesse no contexto da divisdo atual da familia. A
tribo Psiloxyleae apresenta cavidades que ndo secretam Oleo, divergindo do
restante da familia, o que evidencia uma possivel apomorfia desta tribo (Wilson et
al., 2005).

Estudos anatdbmicos e ontogenéticos das cavidades secretoras de
Myrtaceae foram realizados por diversos autores. Processo de formacgéo
esquizolisigeno foi relatado para as cavidades secretoras presentes nas folhas,
caules e flores de Myrtus communis (Cicarelli et al., 2003, 2008). Formacéo
esquizégena 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 Malaleuca alternifolia (List et al., 1995).

As cavidades presentes no eixo reprodutivo de Eugenia uniflora (Lopes,
2008) e Eugenia neonitida (Pimentel, 2010) apresentam processos diferentes de
formacdo do lume. Em E. neonitida a formacdo do lume se da por afastamento
das células epiteliais, 0 que caracteriza 0 processo esquizégeno, enquanto em E.
uniflora esse processo é esquizolisigeno. Uma analise mais detalhada da
ontogénese e desenvolvimento bem como da estrutura e ultra-estrutura das
cavidades e da natureza e processos de secrecdo em Myrteae podem apontar
caracteres e seus estados que auxiliem na interpretagcdo das relagbes
filogenéticas na tribo.

Outra caracteristica comum aos representantes de Myrtales € a presenca
de coléteres e estipulas rudimentares que podem ter se derivado a partir destes
(Weberling, 2000; Stevens, 2001 em diante, APG IIl, 2009). Coléteres sao
estruturas secretoras multicelulares especializadas na secrecdo de uma

substancia viscosa constituida por uma mistura de mucilagem, substancias
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lipofilicas e/ou proteinas (Kronestedt-Robards & Robards, 1991). As mucilagens
podem desempenhar diferentes funcbes nas plantas (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, calice e corola; tendo como provéavel
funcdo proteger 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; De-Paula & Oliveira, 2007)
revelam a importancia taxonémica da presenca, localizacdo, morfologia, ultra-
estrutura e composi¢do da secrecdo dos coléteres. Uma extensa revisdo sobre
aspectos estruturais, funcionais e filogenéticos de coléteres foi apresentada por
Thomas (1991) em sessenta familias de Eudicotiledbneas sem, no entanto,
referéncia para a familia Myrtaceae. Os dados de Lopes (2008) e Pimentel (2010)
constituem os primeiros registros da ocorréncia de coléteres em Myrteae e as
primeiras descricdes anatbmicas e analises histoquimicas de tais estruturas para
a familia. Estes dados revelaram a presenca de coléteres do tipo filiforme
protegendo os meristemas vegetativos e florais de Eugenia neonitida e E. uniflora.
Entretanto, resultados preliminares da anatomia floral de Myrteae apontavam para
a inexisténcia de coléteres em algumas espécies como Myrcia racemosa e

Myrciaria floribunda.
Este capitulo objetiva fornecer dados relativos a presenca, estrutura e

mecanismos de secrecdo dos coléteres e cavidades presentes nas flores de
espécies de Myrteae. Através da analise ultra-estrutural das células secretoras
busca-se correlacionar estas informagbes com as diferentes classes de
substancias quimicas produzidas, com os mecanismos celulares de secrecédo e
com o processo de formacédo do lume das cavidades. O conhecimento relativo as
estruturas secretoras de representantes sul-americanos de Myrteae pode

subsidiar estudos com abordagens ecoldgicas e evolutivas para a tribo.
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3.2 Material e métodos

O material botanico e as técnicas para as analises anatbmicas e

morfolégicas foram as mesmas do capitulol (Fig. 1 e 2).

Para identificar as diferentes classes de compostos quimicos presentes nos
diferentes tipos morfologicos de estruturas secretoras e a natureza das paredes
celulares, foram utilizadas seccdes de material recém coletado, ndo fixado e/ou
estocados em &lcool 70%, as quais foram tratadas com Sudan IV (Johansen
1940) e Sudan Black B (Pearse 1980) para lipideos em geral; Cloreto férrico a
10% (Johansen 1940) e dicromato de potassio 10% (Gabe 1968) para detectar
compostos fendlicos; Vermelho de Ruténio a 0,02% para substancias pécticas
(Jensen 1962); Reagente de Fehling para acucares redutores (Purvis et al. 1964);
Aniline blue black (Fisher 1968), Solucdo de azul mercurio de bromofenol (Mazia
et al. 1953) e Xylidine Ponceau (Cortelazzo & Vidal 1991, Amaral et al. 2001) para
deteccdo de proteinas; Lugol para amido (Johansen 1940); Acido
periodico/Reagente de Schiff (PAS) para polissacarideos neutros (Cortelazzo
1992, Taboga & Vilamaior 2001, Amaral et al. 2001); acido acético e acido
cloridrico para identificacdo de cristais de oxalato de célcio (Howart & Horner
1959); floroglucinol em acido cloridrico (Sass 1951) para lignina. Foram aplicados
tratamentos controle para os testes histoquimicos de acordo com a indicacdo dos
respectivos autores acima citados.

Para analises em microscopia eletrbnica de transmissdo, as amostras
foram fixadas em glutaraldeido 2,5% em tampéo fosfato de sédio 0,1M, pH 7,3,
pos-fixadas em tetréxido de Osmio 1%, desidratadas em série crescente de
solugbes de acetona e emblocadas em resina Araldite. As secc¢bes ultra-finas
foram contrastadas com acetato de uranila e citrato de chumbo e examinadas em

microscopio TECNAL.
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3.3 Resultados

Cavidades Secretoras

As cavidades secretoras estdo presentes nos ferofilos, nos préfilos, nas
sépalas, nas pétalas, nos estames e no hipanto de todas as espécies (Fig. 3A a
F), variando quanto a densidade e ao tamanho. Em espécies como Plinia
grandifolia, P. edulis e Eugenia punicifolia, as cavidades ocorrem de forma mais
esparsa e apresentam dimensdes reduzidas relativamente ao tamanho do érgao
(Fig.3 C, D F), quando comparadas a outras espécies (Fig. 3A, B, E).

Foram observadas trés origens distintas para as cavidades. |- Em todas as
espécies, uma célula protodérmica se diferencia das demais por apresentar o
citoplasma denso e nucleo conspicuo (Fig. 4A). Esta célula sofre uma primeira
divisdo no sentido periclinal e, através de sucessivas divisées mitdticas, séo
formados grupos de células com as mesmas caracteristicas da célula original
(Fig. 4B). 1I- Em Myrciaria floribunda as cavidades do hipanto tem origem a partir
do meristema fundamental nas camadas subepidérmicas onde o tecido
parenquimatico é rico em substancias fendlicas. Estas células exibem citoplasma
denso, nucleo volumoso, vacuoma reduzido e quando comparadas as células
adjacentes, ricas em compostos fendélicos, coram-se menos intensamente com o
azul de toluidina (Fig. 4 C e D). lll- Em Myrceugenia myrcioides, com o
desenvolvimento do botéo floral, sdo observadas formaces de novas cavidades
a partir de divisbes de células parenquimaticas ao lado de cavidades totalmente
diferénciadas (Fig. 4E e F).

O desenvolvimento das cavidades segue com o aumento do volume do
grupo de células precursoras das cavidades (Fig. 5 A e B), a polarizacdo da
células com o vacuolo voltado para o interior da cavidade (Fig. 5C) e o
afastamento destas da regido central (Fig. 5 D e E), dando origem ao lume (Fig.
5F). Em torno das células centrais, que dardo origem ao epitélio secretor, &
observada uma bainha de células alongadas no sentido tangencial (Fig. 5B a F).
Estas comprimem as células parenquimaticas adjacentes, formando uma segunda
bainha mais externa de células alongadas tangencialmente ao redor das
cavidades (Fig. 5C a F).
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Na maturidade, as cavidades sao formadas pelo lume de origem
esquizdgena, pelo epitélio secretor, por uma bainha formada pelas células
adjacentes ao epitélio e um a dois estratos de céluas parenquimaticas
comprimidas que envolvem as cavidades (Fig. 6A a C e 7A). Pode haver a
internalizacdo da cavidade no tecido parenquimético, através da multiplicacdo das
células parenquimaticas situadas entre a epiderme e a cavidade. Nas pétalas e
sépalas, as cavidades chegam a ocupar a totalidade do mesofilo (Fig. 6D). Em
Myrciaria floribunda, o aumento do volume das cavidades comprime 0s extratos
mais externos formando elevacdes na epiderme (Fig. 6E). Nas espécies de
Syzygium ocorre uma grande concentracdo de cavidades secretoras na parte
apical do hipanto (abaixo do nectéario) chegando a haver fusdo de duas ou mais
cavidades (Fig. 6 F).

O epitélio secretor é composto por até trés estratos de células que se
caracterizam por apresentarem forma tabular, paredes delgadas, vacuolos
reduzidos, citoplasma fortemente elétron-denso (Fig. 7A e B) onde sao
observados plastideos polimorficos (Fig. 7C). Em estadios iniciais essa densidade
torna dificil a distingdo das organelas citoplasméticas (Fig. 7B e C). Com o
desenvolvimento da cavidade sdo observadas grandes quantidades de vesiculas
junto a parede celular adjacente ao lume (Fig. 7D) e a liberacdo de material fibrilar
da parede para o lume (Fig. 7D a F ), podem ser observadas mitocondrias,
plastideos de formas regulares (Fig. 7F) e vacuolos com restos de membranas
(Fig. 7D e F).

A bainha é formada por um ou dois estratos de ceélulas tangencialmente
alongadas (Fig 8A) que, se comparadas as células epiteliais, apresentam paredes
mais espessas (Fig. 8B e C), citoplasma menos elétron-denso (Fig7B e 8A) e
vacuolos maiores (Fig. 8 B e C). No estadio pds-secretor as ceélulas do epitélio
apresentam-se colapsadas, podendo haver lise das mesmas (Fig. 8C e D). Nesta
fase as células da bainha estdo menos densas e exibem plastideos com graos de
amido (Fig. 8C).

Os testes histoquimicos (Tab. 1) revelaram a presenca principalmente de
lipideos e de polissacarideos acidos e neutros nas células epiteliais e no lume das
cavidades (Fig. 9A a F). Proteinas foram identificadas apenas nas células
epiteliais.
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Coléteres

Foram observados coléteres nas bases dos proéfilos de Plinia grandifolia,
P.edulis, Myrceugenia myrcioides, Psidium cattleianum, P. guineense, Eugenia
punicifolia, E. sulcata e E. selloi (Fig. 10A a E). Em Myrceugenia myrcioides eles
ocorrem também na base das sépalas.

Os coléteres tém origem protodérmica a partir de divisbes periclinais
seguidas de sucessivas divisbes anticlinais e obliquas (Fig. 11A a C). Na
maturidade os coléteres sao formados por séries de células alongadas de aspecto
semelhante que diminuem em numero em direcdo ao apice (Fig. 11D e F). Nota-
se que algumas células sofrem afastamento, deixando entre si grandes espacos
intercelulares preenchidos por secrecdo mucilaginosa (Fig. 11D e E).

Ultra-estruturalmente, as células dos coléteres sdo caracterizadas por
possuirem paredes delgadas, membrana plasmatica sinuosa e grandes espacos
periplasmaticos com acumulo de secre¢do osmiofilica e corpos periplasmaticos
(Fig. 12A a D). Junto a membrana plasmética nota-se grande quantidade de
vesiculas (Fig. 12D e E). Sao observados plasmodesmos entre células adjacentes
(Fig. 12D a F). Os nucleos sdo bem desenvolvidos com localizacdo central e
nucléolos evidentes (Fig. 12A, B, E , F), citoplasma denso com numerosas
mitocondrias que apresentam cristas conspicuas (Fig. 13A e B), reticulo
endoplasmatico muito desenvolvido (Fig. 13C), dictiossomos com vesiculas
adjacentes (Fig. 13D e E), gotas lipidicas (Fig. 13A, B, E, F), e plastideos
contendo amido (Fig. 13C a E). Algumas imagens sugerem a divisdo de
plastideos (Fig. 13 F). O vacuoma € pouco desenvolvido (Fig. 13E), podendo
haver, durante o desenvolvimento, a coalescéncia de varios pequenos vacuolos
para formar um maior (Fig. 13F). E comum a ocorréncia de material floculado no

interior dos vacuolos (Fig. 13A a C).

Os testes histoquimicos revelaram a presenca de substancias fendlicas,
lipideos e de polssacarideos neutros (Fig. 14A) e acidos (Fig. 14B) nas células
dos coléteres (Tab. 2). Durante o processo de senescéncia ha um acumulo
gradual de substancias fendlicas nas células dos coléteres.
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Idioblastos

Foram observados Idioblastos contendo polissacarideos neutros (Fig. 14C)
na maioria das espécies. A presenca de polissacarideos acidos (Fig. 14D) so foi
evidenciada em Myrcia selloi, Plinia edulis, Psidium cattleianum e Syzygium
malacense. Embora as substancias fendlicas estejam  presentes
indiscriminadamente em quase todos os tecidos das espécies estudadas, no
hipanto de Neomitranthes obscura e Psidium cattleianum (Fig. 14E e F) e P.

guineense (Tab. 3), as substancias fendlicas se destacam em idioblastos.

Nectérios

Os nectarios estdo presentes no apice do ovario de Syzygium malaccense
e S. jambos (Fig. 15A a F). Essa regido corresponde a depressao do hipanto (Fig.
15A a C). O parénquima nectarifero é caracterizado por células de tamanho
reduzido, paredes delgadas e citoplasma denso (Fig. 15D a F). O nectario &
desprovido de vascularizagdo. Entre as células do parénquima nectarifero
ocorrem cavidades secretoras circundadas por células ricas em substancias
fendlicas que se estendem até a epiderme (Fig. 15D a F). As células do
parénquima nectarifero de ambas as espécies apresentam acucares redutores,

polissacarideos acidos, neutros e substancias fendlicas (Tab. 4).

Osmoforos

Os testes com o reagente vermelho neutro indicam a presenca de
osmoforos nas pétalas de Myrcia selloi, Psidium cattleianum e P. guineense,
Eugenia punicifolia, E. selloi e Syzygium malaccense. O teste histoquimico com
sudan 1V realizado em S. malaccense identificou a presenca de lipideos nas
células que constituem o osmoforo. Durante as coletas foi observado odor

adocicado nas flores de Psidium cattleianum e P. guineense.
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Tabela 1: Resultado dos testes histoquimicos nas cavidades secretoras

Resultados

Espécies

Epitélio

Lume

Amido

Proteinas

Subs.

fendlica acidos

Polis.

Polis.
neutros

Lipidios

Amido Proteinas

Subs.

fendlica acidos

Polis.

Polis.
neutros

Lipidios

Eugenia punicifolia
Eugenia sulcata
Eugenia selloi
Myrceugenia myrcioides
Myrcia racemosa
Myrcia selloi

Myrciaria floribunda
Neomitranthes obscura
Plinia grandifolia

Plinia edulis

Psidium cattleianum
Psidium guineense
Syzygium jambos
Syzygium malaccense

+ 4+ 4+ + + F o+ o+ o+ o+ o+

+

+ 4+ 4+ 4+ + + + o+ o+ o+ o+

+ + + + + + + + + +

+

+ + 4+ 4+ 4+ + 4+ 4+ 4+ 4+ 4+

+

+ + 4+ 4+ 4+ 4+ 4+

+

+ + + + + + + + + + + + +

+ 4+ 4+ 4+ + + + + + + + + + o+

+: presenga, -: auséncia
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Tabela 2: Resultado dos testes histoquimicos nos coléteres.

Espécies Amido Subs. fendlica Polis. acidos Polissacarideos neutros Lipidios

Eugenia punicifolia -

Eugenia sulcata -

Eugenia selloi -

Myrceugenia myrcioides -

Plinia grandifolia -

Plinia edulis -

Psidium cattleianum -

+l+ [+ |+ [+ ]| +]|+][+
+l+ [+ |+ [+ ]| +]|+][+
+ |+ [+ |+ [+ ]| +]|+ ][+
+l+ [+ |+ [+ | +]|+ ]|+

Psidium guineense -

+: presenca, -: auséncia
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Tabela 3: Resultado dos testes histoquimicos nos idioblastos

Espécies

Amido Proteinas Subs.

fendlica Polis. &cidos

Polissacarideos neutros

Lipidios

Eugenia punicifolia

Eugenia sulcata

Eugenia selloi

Myrceugenia myrcioides

Myrcia racemosa

Myrcia selloi

Myrciaria floribunda

Neomitranthes obscura

Plinia grandifolia

Plinia edulis

Psidium cattleianum

Psidium guineense

Syzygium jambos

Syzygium malaccense

[+ |+ |+ |+ [+ ]|+ |+ |+ [+ +]+]+

+: presenga, -: auséncia
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Tabela 4: Resultado dos testes histoquimicos nos nectarios

Espécies Aclcares redutores Amido Proteinas Subs. fendlica Polis. &cidos Polis. neutros Lipidios
Syzygium jambos + - + + + + -
Syzygium malaccense + - + + + + -

+.presenca, -: auséncia
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Tabela 5: Estruturas secretoras ocorrentes no eixo reprodutivo.
Espécies Cavidades Coléteres Idioblastos Nectarios  Osmoforos
Substéancias Polissacarideos Polissacarideos
fendlica acidos neutros

Eugenia punicifolia + + - - + - +
Eugenia sulcata + + - - + . _
Eugenia selloi + + - - + - +
Myrceugenia myrcioides + + - - + - -
Myrcia racemosa + - - - + - -
Myrcia selloi + - . + - +
Myrciaria floribunda + - - - + . _
Neomitranthes obscura + - . + - -
Plinia grandifolia + + - - + . _
Plinia edulis + + - + + - R
Psidium cattleianum + + + + + - +
Psidium guineense + + + - + - +
Syzygium jambos + - - - + + -
Syzygium malaccense + - + + + +

+:presenca, -: auséncia
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Figura 1: Habito das espécies estudadas |. A- Eugenia punicifolia; B- E. sulcata; C- E. selloi; D-
Myrceugenia myrcioides; E- Myrcia racemosa; F-M. selloi.
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Figura 2: Habito das espécies estudadas Il. A- Myrciaria floribunda; B- Neomitranthes obscura; C-
Psidium cattleianum; D- P. guineense; E- Syzygium jambos; F-S. malaccense.
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Figura 3: Distribuicao das cavidades secretoras. AaF- Secgoes longitudinais; Aa D- microscopia de
luz; E e F- microscopia eletronica de varredura (MEV); A- Myrciaria floribunda; B- Eugenia selloi; C- E.
punicifolia; E- detalhe do hipanto; F- Myrceugenia myrcioides; E- Plinia grandifolia. As setas indicam
as cavidades secretoras; fe ferdfilo, pr- préfilo; se- sépala; pe- pétala.
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- seccoes longitudinais observadas em microscopia de luz; A-
célula protodérmica inicial das cavidades em Myrceugenis myrcioides; B- primeiras divisdes
originarao as cavidades em Eugenia selloi; C e D- origem subepidérmica das cavidades em
Myrciaria floribunda; E e F - Myrceugenia myrcioides; F- secgao transversal do hipanto mosrando

cavidades originadas mais internamente no parénquima (setas), lu-lume da cavidade.
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Figura 5: Desenvolvimento das cavidades. A a F- secg¢des longitudinais observadas em microscopia
de luz; A- Psidium cattleianum; B- Myrceugenia myrcioides; C- Myrcia racemosa; D e E- Syzygium
Jambos; F- Eugenia selloi. ba- bainha; bp- bainha parenquimatica
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Figura 6: Cavidades maduras. A a E- secgdes longitudinais observadas em microscopia de luz; A-
hipanto de Eugenia punicifolia; B- hipanto de Myrcia selloi; C-profilos de Myrceugenia myrcioides; D-
sépala de Myrciaria floribunda; E- hipanto de Myrciaria floribunda; F- secgao transversal do apice do
hipanto de Syzygium malaccense indicando a fusdo de duas cavidades (seta). lu-lume; ep- epitélio

secretor; ba- bainha.
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Figura 7: Ultraestrutura do epitélio secretor. Aa F- cavidades secretoras observadas em microscopia
eletrdnica de transmissao; A a C- Myrceugenia myrcioides; D a F- células do epitélio secretor de
Eugenia selloi. lu- lume; ep- epitélio secretor; ba- bainha; va- vacuolo;pp- plastideo polimdérfico; mf-
material fibrilar; ve- vesiculas; mi- mitocéndia; pl- plastideo.
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Figura 8: Ultraestrutura da bainha. A a D- cavidades secretoras observadas em microscopia
eletrénica de transmissao; A - Myrceugenia myrcioides; B a D- Eugenia selloi. lu- lume; ep- epitélio
secretor; ba- bainha; va- vacuolo;pl- plastideo; ga- grao de amido; pc- parede celular.
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Figura 9: Testes histoquimicos nas cavidades. A, C,E,F- seccdes obtidas a mao livre; B e D- secgdes
obtidas de material emblocado em historresina. A e B- reagente PAS; A- Syzygium malaccense; B-
Myrcia selloi; C e D- reagente vermelho de ruténio; C- S. malaccense; D- Psidium guineense; E e F
reagente Sudan IV; E- Neomitranthes obscura; F- P. guineense.
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Figura 10: Coléteres. Aa E- coléteres observados em microscopia eletrénica de varredura (MEV); A-
Psidium cattleianum; B- P. guineense C e D- Plinia grandifolia; E- coleter senescente em Eugenia
punicifolia.
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Figura 11: Anatomia e desenvolvimento dos coléteres.A a E- secgbes longitudinais observadas em
microscopia de luz; A, B e E- Eugenia selloi; C- Psidium cattleianum; D- E. sulcata; F- seccao
transversal do dpice de um coleter de E. punicifolia.
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Figura 12: Ultraestrutura dos coléteres |. A a F- coléteres de Eugenia selloi observados em
microscopia eletrénica de transmissao (MET); A- vista geral do tecido; B- vista geral da célula; C-
detalhe da membrana plasmatica; D- detalhe do espacgo periplasmatico; E e F- comunicagéao entre
células adjacentes. nu- nucleo; mp- membrana plasmatica; pc- parede celular; va- vacuolo; ep-
espaco periplasmatico; ga- grao de amido; ve- vesiculas; pd- plasmodesmos; re- reticulo
endoplasmatico.
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Figura 13: Ultraestrutura dos coléteres Il. A a F- coléteres de Eugenia selloi observados em
microscopia eletrénica de transmissao (MET); A- detalhe de uma célula mostrando mitocéndrias e
gota lipidica; B- detalhe; C- detalhe do reticulo endoplasmatico; D- detalhe de um dictiossomo em
associagao com vesiculas e reticulo endoplasmatico; E- destaque de um plastidio polimérfico; F-
divisédo plastidial e coalescéncia de vacuolos. va- vacuolo; ga- grao de amido; mi- mitocéndria; di-
dictiossomos; ve- vesiculas; re-reticulo endoplasmatico; gl- gota lipidica; pl- plastideo.
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Figura 14: Histoquimica dos coléteres e
historresina; A- coleter de Psidium cattleianum com reagente PAS; B- coléter de P. guineense com
reagente vermelho de ruténio; C- reagente PAS marcando idioblasto em Eugenia sulcata; D- secgao
amao livre em material fresco de Syzygium malacense submerido ao reagente vermelho de ruténio;
E e F- teste com reagente dicromato de potassio em Psidium cattleianum.

93



Estruturas secretoras do eixo reprodutivo na tribo Myrteae

Resultados

N S
y
{

g
o

(/%
| £

\
o4

indicando localizagao do nectario (seta preta); A- S.
malaccense; B e C- S. jambos; D a F- sec¢des longitudinais observadas em microscopia de luz com
destaque para células com conteudo fenolico que se estendem até a epiderme (setas amarelas); D-
nectario jovem de S. malaccense; E- nectario de S. jambos; F-detalhe.

94



Estruturas secretoras do eixo reprodutivo da tribo Myrteae
Discussdo

2.4 Discussao

Estudos que abordem o desenvolvimento, a estrutura e a composi¢cao
quimica da secrecdo das estruturas secretoras auxiliam na compreensao do seu
funcionamento, permitem inferéncias sobre os possiveis papéis desempenhados
pela secrecdo no corpo vegetal (Machado, 2000), além de contribuirem para a
compreensdao da evolucdo e para o estabelecimento de relacbes entre as
espermatéfitas (Fahn, 1979, 1988; Thomas, 1991; Judd et al., 2009). Neste
trabalho foram observados cinco tipos de estruturas secretoras: cavidades
secretoras, coléteres, idioblastos, nectarios e osmoforos. Destas, apenas as
cavidades secretoras e os idioblastos de polissacarideos ocorrem em todas as

espécies (Tab. 5).

Cavidades secretoras

As analises mostram que as cavidades secretoras de O6leos estao
distribuidas em por todo o eixo reprodutivo das espécies estudadas. As cavidades
secretoras de Oleo tém sido amplamente estudadas em familias de grande
representatividade como Fabaceae Lindl. Onde a ocorréncia, o padrdo de
distribuicio e a frequéncia das cavidades secretoras apresentam valor
taxondmico (Teixeira et al., 2000; Teixeira & Gabrielli, 2000, Teixeira & Rocha,
2009). Em Myrtaceae, a presenca de cavidades secretoras de o6leo é uma
caracteristica marcante (APG lll, 2009; Stevens, 2001) e sua estrutura tém sido
utilizados na analise taxondmica e evolutiva da familia (Gomes et al., 2009). Um
exemplo é o género Eucalyptus L'Hér, onde a presenca ou auséncia de cavidades
secretoras em diferentes 0rgaos de seus representantes tem sido utilizada como
um carater util na identificacdo das espécies (Carr & Carr, 1969). A pesar da
importancia referida na literatura, poucos representantes da flora neotropical sdo
estudados sob este aspecto, notadamente aqueles pertencentes a tribo Myrteae.
A composicdo quimica da secrecdo produzida nas cavidades é outro fator
importante na interpretagdo das relagdes infrafamiliares, uma vez que, a tribo
Psiloxyleae (Croizat) A.J. Scott, Kew Bull. apresenta cavidades que n&o secretam
Oleo divergindo do restante da subfamilia Psiloxyloideae e de toda Myrtoideae
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(sensu Wilson et al. 2005). A este respeito, os dados aqui obtidos estédo de acordo
com os relatados para os representantes Myrtoideae.

Estudos ontogenéticos das cavidades secretoras da familia Myrtaceae
foram realizados por Lopes (2008), Gomes et al. (2009) e Pimentel (2010). Estes
autores estabeleceram a origem exclusivamente protodérmica para as cavidades.
Segundo estes autores, divisdes periclinais originam células mais internas, as
quais se dividem e se diferenciam no tecido epitelial da cavidade secretora.
Processo semelhante ocorre em todas as espécies aqui estudadas. No entanto
em Myciaria floribunda e Myrceugenia myrcioides ocorrem ainda cavidades que
se originam, respectivamente, a partir do meristema fundamental e por
desdiferenciacdo de células parenquimaticas. A fim de inferir o significado
evolutivo e/ou ecologico destas diferentes origens, faz-se necessario uma
investigagdo com maior numero de representantes destes géneros. Destaca-se
ainda o fato de que em Myrceugenia myrcioides as cavidades ocorrem em
camadas mais internas do receptaculo e sdo, comparativa e proporcionalmente,
maiores e mais numerosas que nas demais espécies. Uma possivel explicacédo
para estas diferencas pode estar no fato de ser esta a Unica espécie amostrada
ocorrente no ambiente de floresta onde a umidade favorece a acao de fungos e
onde a herbivoria € mais intensa. Desta forma, as substancias fendlicas presentes
tanto no epitélio como no lume das cavidades (Tab. 1) agiria como protecao
guimica contra estes agentes. A presenca de compostos fendlicos é referida por
Swain (1979) como sendo de grande importancia antimicrobiana e na protecao
contra herbivoros. Em todas as espécies, a formacdo do lume das cavidades
ocorre pelo afastamento das células, caracterizando o processo esquizdégeno.
Processo esquizolisigeno foi relatado para as cavidades secretoras presentes nas
folhas, caules e flores de Myrtus communis L. (Cicarelli et al., 2003, 2008) e nas
flores de Eugenia uniflora (Lopes, 2008). Formacao esquizégena foi descrita em
diversas espécies de Eucalyptus (Carr & Carr, 1970), em Myrtus communis
(Kalachanis & Psaras, 2005) e Eugenia neonitida (Pimentel, 2010). Os processos
esquizégeno 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 formacdo de cavidades que
envolve lise pode referir-se a artefatos de preparagéo. No entanto recentemente
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Paiva e Machado (2006) registraram, em um estudo anatdomico e ultraestrutural, a
ocorréncia do processo lisigeno na formacédo do lume dos canais de Hymenaea
stigonocarpa. Os autores relatam ainda, a importancia de estudos ontogenéticos
na determinacédo do processo de origem das cavidades. A bainha encontrada ao
redor das células epiteliais das cavidades tem sido associada a producdo de
novas ceélulas epiteliais, possibilitando a renovacdo celular do epitélio, o
alargamento do lume e a manutengcdo da atividade secretora (Monteiro et al.,
1995, 1999; Machado e Carmello-Guerreiro, 2001; Rodrigues, 2008; Pimentel,
2010).

Coleteres

A presenca de coléteres € uma caracteristica comum aos representantes
de Myrtales Juss. ex Bercht. & J. Presl (APG lll, 2009). No entanto a primeira
mencao de tais estruturas em Myrtaceae soO foi feita por Carrucan & Drinnan
(2000) e as primeiras descricbes anatbmicas e histoquimicas foram feitas por
Lopes (2008) e Pimentel (2010). Esta é a primeira descricdo ultraestrutural das
células dos coléteres de Myrtaceae.

A importancia taxonbmica da presenca, localizagcdo, morfologia,
ultraestrutura e composicéo da secrecdo dos coléteres pode ser comprovada em
trabalhos como os de Thomas (1991), Endress & Bruyns (2000), Renobales et al.(
2001), Schwarz & Furlan (2002), Klein et al. (2004) e Barreiro & Machado (2007).

Fahn e Shimony (1977) e Fahn (1979, 1988) especulam que estruturas
secretoras exodgenas surgiram a partir de tricomas tectores sendo estas as
primeiras a surgir durante a evolugcéo do reino vegetal. Para Thomas (1991) a
evolucdo de estruturas secretoras multicelulares teria se dado a partir de
estruturas nao glandulares que deram origem a coléteres e nectarios.

Segundo Thomas e Dave (1990), o termo coléter foi criado em 1848 por
Hanstein, para estruturas presentes nas estipulas e peciolos das familias
Betulaceae e Cunoniaceae. O nome ¢é derivado da palavra grega “colla” — cola se
referindo as caracteristicas fisicas da secrecdo desta estrutura. A natureza
lipofilica e mucilaginosa que confere a referida consisténcia a secrecao é refletida
na ultraestrutura observada no presente trabalho. Estudos relacionados com

ultraestrutura das células secretoras de coléteres foram realizados mais
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recentemente por Klein et al.(2004), Paiva e Machado (2006), Paiva (2009),
Miguel et al. (2010).

Esta estrutura multicelular especializada na secrecdo mucilagens
(Kronestedt-Robards & Robards, 1991) pode desempenhar diferentes funcbes
como a retencdo de 4gua, a reducdo da transpiracdo, protecdo de estruturas ou
orgdos em desenvolvimento, reserva de carboidratos, protecdo contra herbivoria e
contra radiacao, dispersando ou refletindo a luz (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 em estruturas foliaceas, onde tém como
funcao resguardar o desenvolvimento meristematico (Thomas, 1991).

Embora uma extensa revisdo sobre coléteres tenha sido apresentada por
Thomas (1991) para sessenta familias de eudicotiledéneas ndo houve nenhuma
referéncia para a familia Myrtaceae. A primeira mengéo de tais estruturas soé foi
feita por Carrucan & Drinnan (2000) em Astartea heteranthera, 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) e Pimentel (2010) para Eugenia
uniflora e E. neonitida respectivamente, ambas representantes da tribo Myrteae,
constituem os primeiros registros da ocorréncia de coléteres na tribo Myteae e as
primeiras descricbes anatdbmicas e analises histoquimicas da secrecdo de tais

estruturas para a familia.

Os coléteres foram observados apenas nas espécies de Eugenia, Psidium,
e em Myrceugenia myrcioides. Nestas espécies, a origem dos coléteres é
exclusivamente protodérmica com estrutura filiforme (sensu Thomas, 1991)
semelhante a registrada por Lopes (2008), em E. uniflora, e por Pimentel (2010),
em E. neonitida. Coléteres originados exclusivamente de células portodérmicas
sao de ocorréncia mais rara (Thomas, 1991). Coléteres deste tipo foram relatados
por Rocha et al. (2002) e Rocha (2004) 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). Semelhantes a Eugenia uniflora e E.
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neonitida, os coléteres observados desenvolvem espacos intercelulares
preenchidos por secrecdo. A formacdo dos referidos espacos se da por
dissolucéo 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).

Ultraestrutura

Ultraestruturalmente as células das cavidades e dos coléteres possuem
caracteristicas intimamente relacionadas aos resultados de histoquimica. Estas
células apresentam vacuolos com restos de membranas, indicando o inicio da
formacdo de figuras de mielina, plastideos contendo grdos de amido,
mitocondrias, reticulo endoplasmatico muito desenvolvido, dictiossomos com
grandes quantidades de vesiculas junto a membrana plasmatica sinuosa, a
liberacdo de material fibrilar da parede para o lume das cavidades e material
osmiofilico depositado no espaco periplasmatico dos coléteres. Todo o sistema de
endomembranas da célula constitui um continuo onde a membrana nuclear, o
tonoplasto, o reticulo endoplasmético, o complexo de Golgi e vérias vesiculas se
interconectam (Evert, 2006). A grande quantidade de vesiculas préximas a
membrana plasmatica indica uma intensa producdo e liberacdo de
polissacarideos para fora do protoplasto (Rodrigues, 2008), o que pode ser
comprovado pelo material fibrilar que é liberado da parede das células epiteliais
para o lume das cavidades. Os trabalhos de Mollenhauer (1967), Bakker &
Gerritsen (1992), Bakker & Baas (1993) e Sawidis (1991,1998) demonstram que
os dictiossomos e o reticulo endoplasmatico (RE) sdo as principais organelas
envolvidas na producdo de mucilagem. A associagdo de RE com dictiossomos
indica uma participacédo ativa do RE no transporte da secrecdo (Fahn 2000). A
prépria. membrana plasmatica se desenvolve através de um processo onde
vesiculas de transi¢ao, oriundas do reticulo endoplasmético, levam material até os
dictiossomos, de onde partem vesiculas secretoras que fardo parte da
composicdo da membrana plasmatica (Evert, 2006). Em células com intensa
atividade, essa agregacdo de muitas vesiculas faz com que a membrana

plasmatica assuma um contorno sinuoso como o0 observado no material estudado.
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Um indicio de que estas células realmente estdo em intensa atividade é a grande
quantidade de mitocdndrias (Paiva e Machado, 2006). A fusdo de tais vesiculas
com a membrana plasmaética foi observada por Carmelo et al., (1995) em Lithraea
molleides (Anacardiaceae) e Rodrigues (2008) em espécies de Fabaceae.
Segundo Horner & Lersten (1968), estas vesiculas que se fundem com a
membrana plasmética, carregam material elétron denso que se acumula entre a
membrana e a parede celular conforme observado nas células dos coléteres e
posteriormente move-se através da parede e é secretado para fora da célula
como observado nas células epiteliais. Dictiossomos com vesiculas, reticulo
endoplasmatico e secrecdo acumulada no espaco periplasmético foram
caracteristicas observadas em trabalhos como Rocha (2004) nos coléteres de
Hibiscus pernambusensis (Malvaceae) e Klein et al. (2004) nos coléteres de
Simira (Rubiaceae).

Os graos de amido armazenados no interior dos plastideos podem ser
hidrolisados a fim de fornecer energia para os processos do metabolismo celular
(Fahn, 1988, Monteiro et al., 1999; Denardi et. al. 2012). Desta forma, a presenca
de cloroplastos e grdos de amido nas células da bainha das cavidades indica seu
envolvimento no fornecimento de recursos energéticos para a producdo da
secrecao depositada pelas células epiteliais no lume das cavidades. A ocorréncia
de figuras de mielina nos vacuolos é comumente associada a incorporacdo de
terpenos ao conteddo hidrofilico do vacuolo (Raatikainen et al.,1992). Tais
estruturas sdo interpretadas por Hall et al. (1982) como sendo vacuolos
autofagicos, comuns em ceélulas vegetais. Desta forma os restos de membranas

seriam reciladas nos vacuolos (Evert, 2006).

Idioblastos secretores

Foram observados idioblastos contendo polissacarideos neutros em todas
as espécies estudadas enquanto polissacarideos neuros e substancias fendlicas
estdo restritos a poucas espeécies (Tab. 3). Segundo Hegnauer (1969 apud
Gregory e Baas 1989), em Althaea officinalis, a fragdo acida da secrecdo é
responsavel pela reserva de agua enquanto a fracdo neutra esta relacionada a
reserva de carboidratos. As substancias fendlicas estdo presentes em
praticamente todos os tecidos das espécies de Myrtaceae (Schmid, 1972).
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Entretanto nas espécies de Psidium e em Neomitranthes obscura foi possivel
observar idioblastos desta natureza devido a ocorréncia ndo generalizada destas
substancias no receptaculo. A presenca de compostos fendlicos, principalmente
taninos, é referida por Swain (1979) como sendo um grupo de substancias de
grande importancia antimicrobiana e ainda, na protecao contra herbivoros.

A presenca de esclereides e idioblastos contendo cristais de oxalato de calcio em
espécies de Myrtaceae estad registrada a mais de um século na literatura
tradicional (Solereder, 1908; Metcalfe & Chalk,1950) e constituem caracteres
diagnoésticos para espécies de grandes géneros como Eugenia (Hussin et AL.,
1992). No entanto idioblastos secretores sdo ainda pouco registrados para a
familia. Idioblastos contendo substancias fenolicas foram observados nas folhas
de Eucalyptus e Eugenia por Malinowski (2009) e Alvarez e Silva (2012),
respectivamente. Este Ultimo descreve idioblastos secretores de lipidios, embora,
por vezes, os autores nédo distingam idioblastos de cavidades secretoras. Os
testes histoquimicos revelaram que a presenca de idioblastos contendo
polissacarideos &cidos pode auxiliar na segregacdo das espécies dentro dos
géneros Syzygium, Myrcia, Plinia e Psidium (Tab. 3), entretanto, fazem-se
necessarios estudos que avaliem o quanto este carater pode ser conservativo ou

apresentar plasticidade em funcéo de influéncias biéticas e abi6ticas.

Nectérios

Os nectarios foram observados apenas nas espécies de Syzygium. O
néctar € a recompensa mais comumente oferecida pelas plantas como recurso
alimentar na atracéo dos polinizadores (Faegri & Van der Pijl 1980).

As analises anatbmicas revelaram que o parénquima nectarifero apresenta
células com arranjo compacto, paredes delgadas, nucleo conspicuo e citoplasma
denso, caracteristicas que segundo Rocha (2004) e Rocha e Machado (2009), as
diferencia das células parenquimaticas adjacentes e sao encontradas em
nectarios de diferentes taxa (Sawidis 1998; Machado 1999; Melo et al. 2010). De
acordo com Nepi (2007), as primeiras camadas, compostas por células pequenas
de paredes delgadas e citoplasma denso sdo denominadas de parénquima
nectarifero e estdo diretamente envolvidas com a producdo do néctar, podendo
este tecido ser vascularizado por floema, fato ndo observado nas espécies
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estudadas. Neste caso, segundo o0 mesmo autor, o tecido abaixo do parénquima
nectarifero, apresenta feixes vasculares e possui células maiores de citoplasma
menos denso e espacos intercelulares maiores, sendo este denominado de
parénquima subnectarifero. Segundo Metcalfe & Chalk (1979) os nectarios florais
tendem a apresentar vascularizagcdo constituida unicamente por floema havendo
uma correlagéo positiva entre a quantidade de agucar no néctar e a quantidade de
elementos de floema presentes no nectério (Sawidis et al., 1987; Frey-Wyssling,
1955), pois a seiva do floema pode atuar como fonte primaria de acucares
essenciais para a composicao do néctar (Jian et al. 1997; Machado 1999).

Os testes histoquimicos realizados nos nectérios detectaram a presenca de
acucares redutores, substancias fendlicas, proteinas e polissacarideos nas duas
espécies. A constituicdo tipica do néctar inclui a sacarose, a glicose e a frutose
além de outras substancias como aminoé&cidos, proteinas, mucilagens, lipideos,
alcaldides, substancias fendlicas, terpendides, glicosidios, &cidos organicos, ions
minerais, vitaminas, antibiéticos e antioxidantes (Baker & Baker 1983, 1990;
Roshchina & Roshchina 1993; Fahn 2000; Stefano et al. 2001; Nicolson &
Thornburg 2007). Para Meyberg (1988) os polissacarideos presentes nos
nectarios ndo apresentam apenas a funcdo nutricional, mas também atua na
protecdo das estruturas em desenvolvimento contra a dessecacao. Além disso,
podem funcionar na preservacdo de alguns componentes da secre¢ao exposta na
superficie (Machado 1999) e na regulacdo da economia de agua (Sawidis 1991,
1998). Os compostos fendlicos identificados nas células dos nectarios das
espécies estudadas podem oferecer protecdo contra  herbivoros,
microorganismos, excesso de radiagao ultravioleta e ainda, proteger o protoplasto
celular mantendo sua integridade quando sujeito ao estresse hidrico (Taiz &
Zeiger 2006; Paiva & Machado 2008).

Osmoforos
Foram observados osmoéforos nas pétalas de Myrcia selloi, Psidium
cattleianum e P. guineense, Eugenia punicifolia, E. selloi e Syzygium malaccense.
O osmoéforo é um dos mecanismos que as flores dispdem para a atracéo
de visitantes polinizadores, o que € de fundamental importdncia para a

polinizacdo cruzada e manutencdo da variabilidade genética entre as plantas
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(Fhan, 1979; Vogel, 1990; Endress, 1994). Sua funcéo € a atracao do polinizador
a longa distancia (Proctor et al., 1996). Gotas de 6leo como as reveladas pelos
testes histoquimicos, foram registradas nos osmoforos de diferentes taxons
(Weryszko-Chmielewska e Sulborska, 2012). A composicdo das fragrancias
liberadas por estas estruturas esta diretamente relacionada a espécie polinizadora
(Williams e Whitten 1983). Esta composicao €, na maioria das vezes, complexa
sendo constituida por substancias lipofilicas volateis e liquidas (Poser e Mentz,
2007), sendo a maioria das substancias volateis constituidas por terpenos de
baixo peso molecular (Castro e Machado, 2005). S&o identificados mais de 1700
compostos volateis para 90 familias de angiospermas, dos quais 556 sao
terpendides (Dudavera e Pichersky, 2006).

Em Myrtaceae existem registros de osmaoforos para Myrciaria dubia (Maués
e Couturier, 2002) e Syzygium aromaticum (Dudavera e Pichersky, 2006). Fidalgo
e Kleinert (2009) consideram como osmoforos as cavidades presente no apice
das anteras de seis espécies de Myrteae. Assumindo-se esta interpretacdo, que
estd ligada mais a funcdo que a estrutura, todos os representantes da familia
possuiriam osmoforos, uma vez que tais cavidades constituem uma sinapomorfia
de Myrtaceae (Stevens, 2001). Um exemplo de interpretacdo funcional dos
osmoforos ocorre na familia Orchidaceae, onde tricomas secretores de 6leo sédo
apresentados como uma das possiveis formas de osmoéforos (Teixeira et al.
2004). Uma vez que o recurso floral oferecido pelas espécies de Myrteae € o
polen (Faegri & Pijl, 1979; Proenca & Gibbs, 1994; Lughadha & Proencga, 1996), é
razoavel atribuir as cavidades secretoras do conectivo o papel de atracdo de
polinizadores. Embora a secre¢ao produzida pelas cavidades das anteras possa
apresentar funcéo analoga a dos osmoforos, nas espécies Myrcia selloi, Psidium
cattleianum e P. guineense, Eugenia punicifolia, E. selloi e Syzygium malaccense,
foram observados osmoforos com caracteristicas anatdmicas, histoquimicas e

topoldgicas tipicas de tais estruturas.
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2.5 Conclusoes

As variagOes na origem das cavidades secretoras sao apresentadas pela
primeira vez para a familia e os coléteres sdo apontados como caracteres que,
somados aos tradicionalmente utilizados podem auxiliar na diagnose de taxons na
infratribais. Esta € a primeira descricdo ultraestrutural das células das cavidades
secretoras e dos coléteres de Myrtaceae. A presenca de idioblastos contendo
polissacarideos acidos pode auxiliar na segregacdo das espécies de Syzygium,
Myrcia, Plinia e Psidium. De modo mais abrangente, a localizacdo, o
funcionamento, a estrutura, a ultraestrura e a histoquimica das estruturas
secretoras estao de acordo com as fungbes desempenhadas por essas estruturas
no corpo vegetal e nas interagbes deste com o ambiente. A localizagdo, a
estrutura e o funcionamento das estruturas secretoras otimizam a protecéo da flor
em diferentes estadios de desenvolvimento. A ultraestrutura observada nas
células secretoras reflete a composicdo quimica da secrecdo. A presenca de
diferentes classes de substéncias quimicas na secrecdo, conforme identificada
nas cavidades, coléteres e idioblastos é de fundamental importancia nas
interacOes bidticas e abidticas. Terpenos e substancias fendlicas sao relatadas,
dentre outras funcdes, como substancias de grande importancia antimicrobiana e
protecdo contra herbivoros. Polissacarideos, por apresentarem propriedades
hidrofilicas, estdo relacionados com a manutencdo do potencial hidrico. Os
nectarios e osmoforos estéo relacionados as interagcdes com polinizadores. Dada
a ocorréncia variavel de coléteres e osmoforos nas espécies estudadas, tais
estruturas devem ser investigadas do ponto de vista evolutivo a fim de auxiliar na

compreensao das relacdes na tribo Myrteae.
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4. Diversidade do gineceu e das estruturas secretoras associadas
em Myrteae (Myrtaceae): inferéncias sobre a evolucdo de
caracteres

4.1 Introducao

A filogenia molecular tem trazido avangos a nossa compreensao sobre as
relacBes entre varios clados de angiospermas (APG IllI, 2009). Uma abordagem
mais recente, usualmente empregada para a melhor compreensédo da evolugao
de um carater em particular, € a otimizacdo do mesmo em uma arvore filogenética
(Grandcolas et al., 2004). Queiroz (2000) apresenta a otimizacdo de caracteres
morfologicos sobre arvores construidas exclusivamente a partir de dados
moleculares como uma das solugcbes para os “problemas de redundancia’
gerados pela inclusdo do dado morfolégico que se quer estudar na construcéo de
uma arvore.

Esse procedimento, também conhecido como “mapeamento de
caracteres”, auxilia no estabelecimento de padrdées de desenvolvimento dos
mesmos durante o processo evolutivo e também pode ajudar a definir os estados
ancestrais ou derivados (Maddison & Maddison, 2000). A otimizacdo de
caracteres consiste, por definicdo, em uma investigagdo “a posteriori’ visando o
estabelecimento da polarizagdo de um carater em particular em uma arvore
topologica determinada (Wiley et al. 1991). Na pratica o método consiste em
sinalizar as mudancas de estado de caracteres em uma arvore filogenética e tem
sido amplamente utilizado em estudos com enfoque evolutivo em varios grupos
de plantas (Scharaschkin & Doyle, 2006; Lucas et al., 2007; Couvreur et al., 2008;
O’Leary et al., 2012; Xi et al. 2012).

A andlise da evolugcdo dos caracteres relacionados a placentacdo, a
vascularizacédo do ovario, aos tegumentos dos oOvulos, as estruturas secretoras e
seus estados pode ser informativa do ponto de vista filogenético auxiliando a
elucidacao das relagbes dentro de Myrteae e Myrtaceae tendo em vista, como 0s
capitulos anteriores demonstram, que ha muito mais variagdo do que a registrada

na literatura.
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Diante do exposto o presente capitulo objetiva ampliar os estudos relativos
evolucdo dos caracteres estruturais do gineceu e das estruturas secretoras
associadas em representantes sul-americanos de Myrteae através do
mapeamento dos estados destes caracteres sobre a hipotese filogenética de

Lucas et al. (2007), para a tribo (Anexo A).
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4.2 Material e métodos

O material botanico foi o mesmo do capitulol. Para maior
representatividade do grupo foram acrescentados dados obtidos a partir de
material herborizado de cinco espécies (Tabela 1). O estado “ausente” dos
caracteres osmoéforos e coléteres destas espécies, foi considerado indefinido
devido a dificuldade de observacao destas estruturas em material herborizado.

No total foram selecionadas dezenove espécies, sendo:

- Quinze representantes dos clados sul-americanos

- Um representante do clado australasiano

- Myrtus communis

- Dois representantes do grupo externo “Syzygium jambo e S. malacense”.
O clado foi escolhido em funcéo da sua inclusdo no clado irmédo de Myrteae na
arvore filogenética de Lucas et al.(2007).

Os caracteres tratados neste estudo foram levantados a partir de estudos
relativos a anatomia e ontogénese do gineceu e das estruturas secretoras
apresentados nos capitulos anteriores. Dez caracteres foram considerados
significativos, por se mostrarem variaveis entre as espécies amostradas. As
matrizes de caracteres utilizadas para o mapeamento sédo exibidas na Tabela 2 e
3.

As inferéncias sobre a evolucdo dos caracteres foram realizadas através do
mapeamento dos estados de caracteres de:

- Espécies estudadas no capitulo | e na tabela 2, que foram
amostradas por Lucas et al. (2007), sobre a arvore filogenética de
destes autores para a tribo Myrteae.

- Todos os clados representados no capitulo | e na tabela 2 sobre a
arvore que representa as relacdes entre os grupos informais
propostos pelos autores. Devido a sua maior representatividade
nas amostras obtidas, o grupo Plinia foi representado com as
relacbes entre seus géneros. As inferéncias sobre a histéria
evolutiva dos caracteres selecionados foram tracadas utilizando-
se 0 programa Mesquite version 2.71 (Maddison & Maddison,

2009) atravéz do método de maxima parciménia.

117



Diversidade do gineceu e das estruturas secretoras associadas em Myrteae

Material e métodos

As imagens foram editadas no software Adobe® Photoshop® 7.0 e as

pranchas montadas utilizando o Corel DRAW® 12.
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4.3 Resultados

O mapeamento dos dez caracteres considerados significativos (Tab. 2 e 3)

sobre as arvores filogenéticas sao apresentados nas figuras 1 a 10.
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Tabela 1: Espécies herborizadas utilizadas no presente trabalho com seus

respectivos, locais de coleta e voucher

Espécie Local de coleta

Coletor e voucher

Blepharocalyx salicifolius (Kunth)  Brasil. BA, Catolés
0.Berg

Harley et al. 28365(R)

S Chile, Province Cautin, Puerto
Ugni molinae Turcz.

Zollner 7747 (RB)

Savedra
Rhodomyrtus tomentosa (Aiton) Brasil, RJ, Jardim Boténico do Rio IRC 442 (RB)
Hassk. de Janeiro
Acca sellowiana (O.Berg) Burret  Brasil, RJ, Sdo Francisco Paula Pederneiras 259 (R)
Myrtus communis L. Southern Europe L. Neto 161840 (R)
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Tabela 2: Matriz de caracteres utilizada para o mapeamento

Carater

Espécies

Myrciaria floribunda

Myrcia racemosa

Myrceugenia myrcioides

Ugni molinae

Psidium catlleianum

Acca selowiana

Eugenia punicifolia

Eugenia sulcata

Blepharocalix salicifolius

Myrtus comummunis

Syzygium jambos

Numero de carpelos: dois carpelos (0),
trés carpelos (1), quatro carpelos (2). (Fig.
1)

o

N

o

=

Origem da placenta:
carpelar (1). (Fig. 2)

caulinar (0),

Numero de fixes vasculares do hipanto:
indefinido (0), definido-oito-(1). (Fig. 3)

Vascularizacdo da placenta: feixes
vasculares penetram o septo ovariano por
baixo e seguem em direcdo ascendente
até a regiao de insercao da placenta (0),
feixes vasculares penetram
transversalmente nos carpelos. Alguns
descem invertidos, até o ponto de insercao
da placenta (1). (Fig.4)

Origem do ovario infero: apendicular (0),
receptacular (1). (Fig. 5)

Esclereides: presenca (0), auséncia (1).
(Fig.6)

Numero de 6vulos por l6culo: mais de
dois 6vulos por I6culo (0), dois 6vulos por
I6culo (2). (Fig. 7)

Nimero de tegumentos dos 6vulos: um
tegumento (0),dois tegumentos (1). (Fig.
8)

Coléteres:
(Fig. 9)

auséncia (0), presenca (1)

Osmoéforo:
(Fig. 10)

auséncia (0), presenca (1)
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Diversidade do gineceu e das estruturas secretoras associadas em Myrteae.

Resultados

Tabela. 3: Matriz de caracteres utilizada para 0 mapeamento por grupos

Carater

Grupos

Grupo Plinia

Neomitranthes

Siphoneugena

Plinia

Myrciaria

Algizea

Grupo Myrcia
Grupo Myrceugena

Grupo Myrteola

Grupo Pimenta

Grupo Eugenia

Blepharocalix salicifolius

Grupo Australasiano

Myrtus comummunis

Syzygium (Grupo externo)

Numero de carpelos: dois carpelos
(0), trés carpelos (1), quatro carpelos

). (Fig. 1)

o

)

o

o

~J

o
[N

=

1&2

o

o

=

=

o

Origem da placenta: caulinar (0),
carpelar (1). (Fig. 2)

Ndmero de fixes vasculares do
hipanto: indefinido (0), definido-
oito-(1). (Fig. 3)

Vascularizacdo da placenta: feixes
vasculares penetram o septo
ovariano por baixo e seguem em
direc@o ascendente até a regido de
insercdo da placenta (0), feixes
vasculares penetram
transversalmente nos carpelos.
Alguns descem invertidos, até o
ponto de insercéo da placenta (1).

(Fig. 4)

Origem do ovario infero: inferido
apartir da vascularizagéo
apendicular (0), receptacular (1).

(Fig. 5)

Esclereides: presenca (0),
auséncia (1). (Fig. 6)

0&1

Nimero de 6vulos por l6culo: mais
de dois évulos por léculo (0), dois
ovulos por léculo (1). (Fig. 7)

Ndmero de tegumentos dos
Ovulos: um tegumento (0),dois
tegumentos (1). (Fig. 8)

Coléteres: auséncia (0), presenca
(1) (Fig. 9)

Osmoforo: auséncia (0), presenca
(1) (Fig. 10)

0&1 7

?

1

0&1

0&1
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Diversidade do gineceu e das estruturas secretoras associadas em Myrteae.
Resultados

Neomitranthes cordifolia
Siphoneugena densiflora )
Siphoneugena guifolyleana Neomirantios
Plinia paucifiora

M}’rcian'a caulifiora Siphoneugena
8 Myrciaria floribunda

Algrizea macrochlamys

Calyptranthes kiaerskovi " Plinia
Calyptranthes thomasiana
Calyptranthes lanceolata
Calyptranthes concinna
Marlierea eugeniopsoides
Myrcia rostrata Algrizea
Myrcia fallax

Myrcia coumeta

Gomidesia tjucensis Grupo Myrcia
Gomidesia affinis
Gomidesia schaeriana
Gomidesia flagellaris
Myrcia laricina

Myrcia pubipetala - Grupo Myrteola
Myrcia venulosa
Marlierea suaveolens

Marligrea obscura * Grupo Pimenta
Myrcia muttifiora
1 Myrcia acuminatissima

Myrcia laruotteana " Grupo Eugenia
Myrcia tomentosa
Myrcia saxatilis 8
Myrcia bicarinata »
Blepharocalyx cruckshanksii
Luma apiculata Grupo
Luma chequen
Myrceugenia lanceolata
Myreeugenia leptospermoides Myrtus
Myrceugenia planipes

u Myrceugenia myrcioides o
Myrceugenia alpigena 9
Myrceugenia ovata
Myrteola nummularia

u Ugni mollinae
Neomyrtus pedunculata
Lophomyrtus obcordata
Lophomyrtus bullata
Amomyrtus meli
Amomyrtus luma
Legrandia concinna
Campomanesia guazumifolia
Campomanesia pubescens
Campomanesia sp.
Psidium cinereum

u Psidium catfleianum

wAcca sellowiana
Pimenta dioica
Pimenta racemosa
Pimenta pseudocaryophyllus
Eugenia stictosepala
Eugenia latifolia

u Eugenia punicifolia
Eugenia florida
Eugenia unifiora

u Eugenia sulcata
Eugenia langsdorffii
Myrcianthes pungens
Myrcianthes pseudomato

eluljd odnio

® Myrciaria

Grupo A

Tl

I

m

;

=]
by
-é%
=
8
=X
=8
S

Rhodamnia rubescens
Rhodamnia argentea
Decaspermum humile
Octamyrtus pleiopetala
Rhodomyrtus psidioides
(Gossia inophloia
Gossia hilli
Austromyrtus dulcis
_—ltuscommunis
u Syzygium jambos
Syzygium maire
Anetholea anisata
Acmena smithii

Figura 1: Mapeamento do numero de carpelos, sobre a arvore filogenética de Lucas et. al. 2007. Os
terminais marcados com um quadrado apresentam os estados de caracteres obtidos neste estudo. Os
estados dos demais terminais e nds foram atribuidos pelo software utilizando-se a maxima parciménia.
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Diversidade do gineceu e das estruturas secretoras associadas em Myrteae.

Resultados

Neomitranthes cordifolia
Siphoneugena densifiora
Siphoneugena guifolyleana
Plinia paucifiora

Myrciaria caulifiora
Myrciaria florbunda
Algrizea macrochlamys
Calyptranthes kiaerskovii
Calyptranthes thomasiana
Calypiranthes lanceolata
Calyptranthes concinna
Marfierea eugeniopsoides
Myrcia rostrata

Myrcia fallax

Myrcia coumeta
Gomidesia tjucensis
Gomidesia affinis
Gomidesia schaueriana
Gomidesia flagellaris
Myrcia laricina

Myrcia pubipetala

Myrcia venulosa
Marlierea suaveolens
Marfierea obscura

Myrcia multifiora

n Myrcia acuminatissima
Myrcia laruotteana
Myrcia tomentosa

Myrcia saxatilis

Myrcia bicarinata
Blepharocalyx cruckshanksii
Luma apiculata

Luma chequen
Myreeugenia lanceolata

i

)

Myrceugenia planipes

n Myrceugenia myrcioides
Myrceugenia alpigena
Myrceugenia ovata
Myrteola nummularia

u Ugni mollinae
Neomyrtus pedunculata
Lophomyrtus obcordata
Lophomyrtus bullata
Amomyrtus meli
Amomyrtus luma
Legrandia concinna
Campomanesia guazumifolia
Campomanesia pubescens
Campomanesia sp.
Psidium cingreum

u Psidium cattleianum

u Acca sellowiana
Pimenta dioica
Pimenta racemosa
Pimenta pseudocaryophyllus
Eugenia stictosepala
Eugenia latifolia

u Eugenia punicifolia
Eugenia florida

[ — Eugenia unifiora

n Eugenia sulcata
Eugenia langsdorffi
Myrcianthes pungens
Myrcianthes pseudomato

e —— B/epharocalyx salicifolius

Rhodamnia rubescens

== Rhodamnia argentea

Decaspermum humile

Octamyrtus pleiopetala

Rhodomyrtus psidioides

Gossia inophloia

Gossia hilli

Austromyrtus dulcis

= Mylus communis

u Syzygium jambos
Syzygium maire
Anetholea anisata
Acmena smithii

ki

;Eli'ﬁ:;lﬁ

= Neomitranthes

Siphoneugena

Plinia

eluljd odnio

Myrciaria

Algrizea

Grupo Myrcia

Grupo My

mmmm= Grupo Myrteola

{: Grupo Pimenta
Grupo Eugenia

Grupo

Myrtus

Myrceugenia leptospermoides

mmm carpelar

m=mm caulinar

Figura 2: Mapeamento da origem da placenta, sobre a arvore filogenética de Lucas et. al. 2007. Os
terminais marcados com um quadrado apresentam os estados de caracteres obtidos neste estudo. Os
estados dos demais terminais e nos foram atribuidos pelo software utilizando-se a maxima parciménia.
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Diversidade do gineceu e das estruturas secretoras associadas em Myrteae.

Resultados

Bl

ail

2

"

|

Neomitranthes cordifolia
Siphoneugena densifiora
Siphoneugena guifolyleana
Plinia paucifiora

Myrciaria caulifiora
Myrciaria flonbunda
Algrizea macrochlamys
Calypiranthes kiaerskovii
Calyptranthes thomasiana
Calyptranthes lanceolata
Calyptranthes concinna
Marfigrea eugeniopsoides
Myrcia rostrata

Myrcia fallax

Myrcia coumeta
Gomidesia tjucensis .
Gomidesia affinis
Gomidesia schaueriana
Gomidesia flagellaris
Myrcia laricina

Myrcia pubipetala
Myrcia venulosa
Marfigrea suaveolens
Marfierea obscura
Myrcia multifiora
Myrcia acuminatissima
Myrcia laruotteana
Myrcia tomentosa
Myrcia saxatilis
Myrcia bicarinata v Y
Blepharocalyx cruckshanksii
Luma apiculata

Luma chequen

Myrceugenia lanceolata
Myrceugenia leptospermoides
Myrceugenia planipes
Myrceugenia myrcioides
Myrceugenia alpigena
Myrceugenia ovata

Myrteola nummularia

Ugni mollinae

Neomyrtus pedunculata
Lophomyrtus obcordata
Lophomyrtus bullata
Amomyrtus meli

Amomyrtus luma

Legrandia concinna
Campomanesia guazumifolia
Campomanesia pubescens
Campomanesia sp.

Psidium cinereum

Psidium catfleianum

Acca sellowiana

Pimenta dioica

Pimenta racemosa

Pimenta pseudocaryophyllus
Eugenia stictosepala
Eugenia latifolia

Eugenia punicifolia

Eugenia florida

Eugenia uniflora

Eugenia sulcata

Eugenia langsdorffi
Myrcianthes pungens
Myrcianthes pseudomato
Blepharocalyx salicifolius
Rhodamnia rubescens
Rhodamnia argentea
Decaspermum humile
Octamyrtus pleiopetala
Rhodomyrtus psidioides
Gossia inophloia

Gossia hilli

Austromyrtus dulcis

Myrtus communis

Syzygium jambos

Syzygium maire

Anetholea anisata

Acmena smithii

Neomitranthes

Siphoneugena

Plinia

Myrciaria

eluljd odnio

Algrizea

Grupo Myrcia

Grupo My

Grupo Myrteola

Grupo Pimenta

Grupo Eugenia

Grupo

Myrtus

= definido (oito)

Figura 3: Mapeamento do numero de fixes vasculares do hipanto, sobre a arvore filogenética de Lucas
et. al. 2007. Os terminais marcados com um quadrado apresentam os estados de caracteres obtidos
neste estudo. Os estados dos demais terminais e nos foram atribuidos pelo software utilizando-se a

maxima parcimonia.
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Diversidade do gineceu e das estruturas secretoras associadas em Myrteae.

Resultados

Neomitranthes cordifolia
Siphoneugena densiflora
Siphoneugena guifolyleana
Plinia pauciflora

Myrciaria caulifiora
Myrciania floribunda
Algrizea macrochlamys
Calyptranthes kiaerskovii
Calyptranthes thomasiana
Calyptranthes lanceolata
Calyptranthes concinna
Marfierea eugeniopsoides
Myrcia rostrata

Myrcia fallax

Myrcia coumeta
Gomidesia tiucensis
Gomidesia affinis
Gomidesia schaueriana
Gomidesia flagellaris
Myrcia laricina

Myrcia pubjpetala

Myrcia venulosa

Marlierea suaveolens
Marfierea obscura

Myrcia muttfiora

Myrcia acuminatissima
Myrcia laruotteana

Myrcia tomentosa

Myrcia saxatilis

Myrcia bicarinata
Blepharocalyx cruckshanksii
Luma apiculata

Luma chequen
Myrceugenia lanceolata
Myrceugenia leptospermoides
Myreeugenia planipes
Myrceugenia myrcioides
Myrceugenia alpigena
Myrceugenia ovata
Myrteola nummularia

Ugni moflinae

Neomyrtus pedunculata
Lophomyrtus obcordata
Lophomyrtus bullata
Amomyrtus meli
Amomyrtus luma
Legrandia concinna
Campomanesia guazumifolia
Campomanesia pubescens
Campomanesia sp.
Psidium cinereum

Psidium catfleianum

Acca sellowiana

Pimenta dioica

Pimenta racemosa
Pimenta pseudocaryophyllus

= Neomitranthes

Siphoneugena

" Plinia

ellld odnio

Myrciaria

Algrizea

= Grupo Myrcia

Grupo My

=== Grupo Myrteola
{' Grupo Pimenta
= Grupo Eugenia

Grupo

Myrtus

feixes
vasculares se
originam em
diferentes alturas do

Eugenia Stictosepala hipanto e penetram
Eugenia atfola transversalmente nos
Eugenia punicifolia

Eugenia forda F» carpelos. Alguns
Eugenia unifora § descem invertidos,
Eugenia sulcata :

Eugenia langsdorfi ?te 0 ponto de
Myreianthes pungens insercao da placenta
Myrcianthes pseudomato

Blepharocalyx salicfolius

Rhodamnia rubescens Ju— feixes

Rhodamnia argentea
Decaspermum humile
Octamyrtus pleiopetala
Rhodomyrtus psidioides
Gossia inophloia
Gossia hilli
Austromyrtus dulcis
Myrtus communis
Syzygium jambos
Syzygium maire
Anetholea anisata
Acmena smithii

vasculares penetram
o septo ovariano por
baixo e seguem em
diregdo ascendente
até a regiao de
4 insercao da placenta

Figura 4: Mapeamento da vascularizagédo da placenta, sobre a arvore filogenética de Lucas et. al. 2007.
Os terminais marcados com um quadrado apresentam os estados de caracteres obtidos neste estudo.
Os estados dos demais terminais e nés foram atribuidos pelo software utilizando-se a maxima

parcimonia.
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Diversidade do gineceu e das estruturas secretoras associadas em Myrteae.

Resultados

|

Tl

—=
=
=

Figura 5: Mapeamento da origem do ovario i
terminais marcados com um quadrado apres

Neomitranthes cordifolia
Siphoneugena densiflora
Siphoneugena guifolyleana
Plinia pauciflora
Myrciaria caulifiora

8 Myroiaria floribunda
Algrizea macrochlamys
Calyptranthes kiaerskovii
Calyptranthes thomasiana
Calyptranthes lanceolata
Calyptranthes concinna
Mariierea eugeniopsoides
Myrcia rostrata
Myrcia fallax
Myreia coumefa
Gomidesia tijucensis
Gomidesia affinis
Gomidesia schaueriana
Gomidesia flagellaris
Myrcia laricina
Myrcia pubipefala
Myrcia venulosa
Marlierea suaveolens
Marlierea obscura
Myrcia multifiora

8 Myrcia acuminatissima
Myrcia laruotteana
Myreia tomentosa
Myrcia saxatilis
Myrcia bicarinata
Blepharacalyx cruckshanksil
Luma apiculata
Luma chequen
Myreeugenia lanceolata
Myreeugenia leptospermoides
Myrceugenia planipes
Myrogugenia myrcioides
Myreeugenia alpigena
Myreeugenia ovata
Myrieola nummularia
Ugni mollinae
Neomyrius pedunculata
Lophomyrtus obcordala
Lophomyrtus bullata
Amomyrtus mefi
Amomyrtus fuma
Legrandia concinna
Campomanesia quazumifolia
Campomanesia pubescens
Campomanesia sp.
Psidium cinereum
Psidlum cattleianum
Acca sellowiana
Pimenta dioica
Pimenta racemosa
Pimenta pseudocaryophylius
Eugenia stictosepala
Eugenia lafifolia
Eugenia punicifolia
Eugenia florida
Eugenia unifiora
Eugenia sulcata
Eugenia langsdorffi
Myreianthes pungens
Myrcianthes pseudomato

8 Blepharocalyx salicifolius
Rhodamnia rubescens
Rhodamnia argentea
Decaspermum humile
Octamyrtus pleiopetala
Rhodomyrtus psidioides
Gossia inophloia
Gossia hilli
Austromyrius dulcis
Myrtus communis

W Syzygium jambos
Syzygium maire
Anetholea anisafa
Acmena smithii

{- Neomitranthes

——= Plinia

Siphoneugena

elulld odni9

m Myrciaria

Algrizea

= Grupo Myrcia

Grupo Myrceugenia

Grupo Myrtecla

Grupo Pimenta

L

1 Grupo A

Grupo Eugenia

Blepharocalyx salicifolius

1 Myrius communis

Syzygium

carpelar
mmm caulinar

nfero, sobre a arvore filogenética de Lucas et. al. 2007. Os
entam os estados de caracteres obtidos neste estudo. Os

estados dos demais terminais e nds foram atribuidos pelo software utilizando-se a maxima parcimaénia.
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Diversidade do gineceu e das estruturas secretoras associadas em Myrteae.

Resultados

il ”

=
—it
=

Neomitranthes cordifolia
Siphoneugena densifiora
Siphoneugena guifolyleana
Plinia paucifiora

Myrciania caulifiora
Myrciaria floribunda
Algrizea macrochlamys
Calyptranthes kiaerskovii
Calyptranthes thomasiana
Calyptranthes lanceolata
Calyptranthes concinna
Marligrea eugeniopsoides
Myreia rostrata

Myrcia fallax

Myreia coumeta
Gomidesia tijucensis
Gomidesia affinis
Gomidesia schaueriana
Gomidesia flagellaris
Myreia laricina

Myriz pubipetela

Myrcia venulosa
Marligrea suaveolens
Marligrea obscura

Myrcia muttfiora

Myrcia acuminatissima
Myrcia laruotteana

Myreia tomentosa

Myrcia saxatilis

Myrcia bicarinata
Blepharocalyx cruckshanksii
Luma apiculata

Luma chequen
Myreeugenia lanceolata
Myrceugenia leptospermoides
Myrceugenia planipes
Myreeugenia myrcioides
Myrceugenia alpigena
Myreeugenia ovata
Myrteola nummularia
Ugni molinae

Neomyrtus pedunculata
Lophomyrtus obcordata
Lophomyrtus bulata
Amomyrtus mel
Amomyrtus fuma
Legrandia concinna
Campomanesia guazumifolia
Campomanesia pubescens
Campomanesia sp.
Psidium cinereum
Psidium caftleianum
Acca sellowiana

Pimenta dioica

Pimenta racemosa
Pimenta pseudocaryophyllus
Eugenia stictosepala
Eugenia latifolia

Eugenia punicifolia
Eugenia florida

Eugenia unifiora

Eugenia sulcata

Eugenia langsdorffi
Myrcianthes pungens
Myrcianthes pseudomato
Blepharocalyx salicifolius
Rhooamnia rubescens
Rhodamnia argentea
Decaspermum humile
Oclamyrtus pleiopefala
Rhodomyrtus psidioides
Gossia inophloia

Gossia hilli
Austromyrtus dulcis
Myrtus communis
Syzygium jambos
Syzygium maire
Anetholea anisafa
Acmena smithii

Neomitranthes

Siphoneugena

Plinia

elujjd ednio

Myrciaria

Algrizea

Grupo Myrcia

Grupe Myrceugenia

Grupo Myrteola

. Grupo Pimenta

Grupo Eugenia

1 Blepharocalyx salicifolius

Grupo

) Myrtus communis

Syzygium

auséncia

mmm presenca

Figura 6: Mapeamento dos esclereides, sobre a arvore filogenética de Lucas et. al. 2007. Os terminais
marcados com um quadrado apresentam os estados de caracteres obtidos neste estudo. Os estados
dos demais terminais e nds foram atribuidos pelo software utilizando-se a maxima parciménia.
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Diversidade do gineceu e das estruturas secretoras associadas em Myrteae.

Resultados

Neomitranthes cordifolia
Siphoneugena densiflora
Siphoneugena uifolyleana
Plinia paucifiora
Myrciaria caulifiora

u Myrciaria floribunda
Algrizea macrochlamys
Calyptranthes kiaerskovii
Calyptranthes thomasiana
Calyptranthes lanceolata
Calyptranthes concinna
Marlierea eugeniopsoides
Myrcia rostrata
Myrcia fallax
Myrcia coumeta
Gomidesia tjucensis
Gomidesia affinis
Gomidesia schaeriana
Gomidesia flagellaris
Myrcia laricina
Myrcia pubipetala
Myrcia venulosa
Marlierea suaveolens
Marlierea obscura
Myrcia muttifiora

n Myrcia acuminatissima
Myrcia laruofteana
Myrcia tomentosa
Myrcia saxatilis
Myrcia bicarinata
Blepharocalyx cruckshanksii
Luma apiculata
Luma chequen
Myrceugenia lanceolata

ol

Myrceugenia planipes

n Myrceugenia myrcioides
Myrceugenia alpigena
Myrceugenia ovata
Myrteola nummularia

u Ugni mollinae
Neomyrtus pedunculata
Lophomyrtus obcordata
Lophomyrtus bullata
Amomyrtus meli
Amomyrtus fuma
Legrandia concinna

I

Campomanesia pubescens
Campomanesia sp.
Psidium cinereum

m Psidium cattleianum

1 Acca sellowiana
Pimenta dioica
Pimenta racemosa

;ﬁ;lﬁ

Eugenia stictosepala
Eugenia latifolia
1 Eugenia punicifolia
Eugenia florida
= Eugenia unifiora
n Eugenia sulcata
Eugenia langsdorffii
Myrcianthes pungens
Myrcianthes pseudomato
— Blepharocalyx salicifolius
Rhodamnia rubescens
= Rhodamnia argentea
Decaspermum humile
Octamyrtus pleiopetala
Rhodomyrtus psidioides
(Gossia inophloia
Gossia hilli
Austromyrtus dulcis
| | 11/S COMMUNS
1 Syzygium jambos
Syzygium maire
Anetholea anisata
Acmena smithii

|

= Neomitranthes

Siphoneugena

= Plinia

eluljd odnio

= Myrciaria

Algrizea

= Grupo Myrcia

Grupo M

pemm——= Grupo Myrteola

{I Grupo Pimenta
m Grupo Eugenia

Bl P
P

Grupo iano

Myreeugenia leptospermoides

Myrtus

Campomanesia guazumifolia

Pimenta pseudocaryophyllus

i m— dois Ovulos
porléculo

™=  mais de dois
6vulos porloculo

Figura 7: Mapeamento do numero de 6vulos por Iéculo, sobre a arvore filogenética de Lucas et. al.
2007. Os terminais marcados com um quadrado apresentam os estados de caracteres obtidos neste
estudo. Os estados dos demais terminais e nos foram atribuidos pelo software utilizando-se a maxima

parcimonia.
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Diversidade do gineceu e das estruturas secretoras associadas em Myrteae.

Resultados

Neomitranthes cordifolia
Siphoneugena densiflora
Siphoneugena uifolyleana
Plinia paucifiora

_| Myfdada caulifiora Siphoneugena
E Myrciaria floribunda

Algrizea macrochlamys

Calyptranthes kiaerskovii Plinia
Calyptranthes thomasiana
Calyptranthes lanceolata
Calyptranthes concinna

Marlierea eugeniopsoides
:@ Myrcia rostrata Algrizea
— Myrcia fallax
Myrcia coumeta

Neomitranthes

Myrciaria

eluljd odnio

Gomidesia tjucensis Grupo Myrcia
Gomidesia affinis
Gomidesia schaueriana
Gomidesia flagellaris
Myrcia laricina

Myrcia pubipetala
Myrcia venulosa
Marlierea suaveolens

— Marlierea obscura Grupo Pimenta
| 1 Myrcia muttifiora
Myrcia acuminatissima

Grupo

Grupo Myrteola

Myrcia laruofteana Grupo Eugenia

Myrcia tomentosa

Myrcia saxatilis
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Figura 8: Mapeamento do numero de tegumentos dos dvulos, sobre a arvore filogenética de Lucas et.
al. 2007. Os terminais marcados com um quadrado apresentam os estados de caracteres obtidos neste
estudo. Os estados dos demais terminais e nos foram atribuidos pelo software utilizando-se a maxima
parcimonia.
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Figura 9: Mapeamento dos coléteres, sobre a arvore filogenética de Lucas et. al. 2007. Os terminais
marcados com um quadrado apresentam os estados de caracteres obtidos neste estudo. Os estados
dos demais terminais e nos foram atribuidos pelo software utilizando-se a maxima parciménia.
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Figura 10: Mapeamento dos osmdforos, sobre a arvore filogenética de Lucas et. al. 2007. Os terminais
marcados com um quadrado apresentam os estados de caracteres obtidos neste estudo. Os estados
dos demais terminais e nés foram atribuidos pelo software utilizando-se a maxima parcimoénia. As
ilustragdes mostram teste para lipideos feito com o reagente sudan |V .
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4.4 Discusséao

A maioria das espécies sul-americanas analisadas € bicarpelar. As
excecdes ocorrem em Myrceugenia myrcioides, Ugni molinae e nas espécies de
Psidium. Estes dados sugerem que a evolucdo levou a uma diminuicdo do
namero carpelos, sendo trés a condicdo plesiomérfica. A perda de um carpelo
ocorreu em Blepharocalyx salicifolius, no grupo Eugenia, e no ancestral comum
dos grupos Myrcia e Plinia. A presenca de quatro carpelos s6 foi observada no
grupo Pimenta. Os estudos de Barreira (2013) descrevem Myrrhinium
atropurpureum como uma espécie bicarpelar sem septo apical e com feixes
transeptais. Myrrhinium nao foi representado na hipotese filogenética de Lucas et
al. (2007), mas assumindo-se a afinidade entre Myrrhinium e Acca (Landrum
1986), esta espécie provavelmente seria incluida no grupo Pimenta, cujos
representantes aqui estudados também possuem feixes transeptais e nao
apresentam septo apical. Dessa forma Myrrhinium atropurpureum teria perdido
pelomenos um carpelo durante sua evolucéo.

As placentacfes axial e parietal tém sido registradas na familia, porém néo
havendo diferenga significativa entre estas uma vez que, na esséncia, esta
diferenca estaria no maior ou menor grau de desenvolvimento do septo ovariano,
sem diferencas na origem da placenta que seria sempre a partir das margens dos
carpelos (Lucas et al., 2007; Craven & Biffin, 2010; Snow & Cantley, 2010). Como
consequUéncia desta interpretacdo, as especies uniloculres tém o sépto pouco ou
nao desenvolvido e a placenta é considerada parietal, enquanto nas espécies
biloculares (ou mais) as margens dos carpelos se fusionam e suas faces formam
0 septo ovariano enquanto a regido de fusdo das margens dos carpelos forma o
eixo de onde partem os ovulos. Neste ultimo caso a placentacdo é considerada
axial. Os dados obtidos neste trabalho revelaram que em algumas espécies a
placenta tem origem independente dos carpelos, a partir de um meristema
caulinar residual, o que permitiu o0 mapeamento de duas possibilidades para a
origem da placenta: carpelar ou caulinar. Tendo como referencial o grupo externo,
em Myrteae a origem caulinar € a condicéo plesiomérfica e a mudanca para uma

origem carpelar ocorreu na cladogénese da tribo com reversdes nos clados sul-
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americanos “Blepharocalyx salicifolius”, “Eugenia”, e no ancestral comum de
Myrcia and Plinia

A analise do numero de feixes vasculares do receptaculo revela que a
organizacdo em um cilindro de oito feixes de maior calibre, -descrito por Schmid
(1972) como "monociclico com namero definido de feixes" - apareceu apenas
uma vez na tribo, no ancestral comum dos grupos Pimenta e Eugenia. Desta
forma, constitui uma sinapomorfia morfoldégica para o estabelecimento desses
clados como grupos de irmaos.

A vascularizacao da placenta por feixes transeptais ter surgido no ancestral
das Myrteae. As mudancas ocorreram em Blepharocalyx salicifolius e no ancestral
dos grupos Plinia e Myrcia, com uma reversao no género Plinia.

A vascularizacdo do gineceu é utilizada para inferir a origem do ovario
infero em diferentes familias (Kaplan 1967; Soltis & Hufford, 2002; Costello &
Motley, 2004). Em ovéarios com origem apendicular os feixes vasculares sao
sempre ascendentes, enquanto nos ovarios de origem receptacular os eixes
condutores sobem através do hipanto em direcdo aos verticilos florais e, a partir
dai, descem invertidos até os Ovulos atravesando transversalmente o septo
ovariano. Assumindo como verdade que a vascularizacdo da placenta é
informativa para inferir a origem do ovéario infero (Kaplan, 1967), pode-se sugerir
gue o ancestral de Myrteae teve um ovario infero com origem receptacular. A
origem apendicular aparece em Blepharocalyx salicifolius, e no ancestral do grupo
Myrcia e Plinia, com uma inversdo no género Plinia. No entanto, outro carater
utilizado para inferéncias sobre a origem do ovario infero € a conformacéo do
meristema floral durante a diferenciagdo do perianto (Soltis & Hufford, 2002,
Costello & Motley, 2004). Como discutido no capitulo 1 todas as espécies
estudadas apresentaram meristema com conformacéo céncava na fase indicada.
Desta forma toda a tribo apresentaria ovario com origem apendicular. Fica claro
que, do ponto de vista filogenético, este € o carater que apresenta o resultado
mais parcimonioso para inferéncias sobre a origem do ovario em Myrteae. A
variacdo na vascularizacdo septal seria o reflexo da formacédo do septo apical
conforme proposto por Jager-Zurn (2011), ndo obstante as excecfes encontradas

em Myrcia, Neomitanthes e em Myrciaria floribunda.
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Em uma analise parcimoniosa, o estado presente do carater esclereide em
Syzygium, permaneceu no grupo australasiano e desapareceu nas Myrteae sul-
americanas, reaparecendo no clado Pimenta.

Lucas et al. (2007) estabeleceram <70 e > 120 como estados do numero
de ovulos por ovério, reconhecendo o polimorfismo deste carater. Entretanto, as
observacbes indicaram um padrao regular de dois Ovulos por l6culo em
Blepharocalyx salicifolius e nos grupos Myrcia e Plinia. O nimero de 6vulos teria
entdo, sofrido reducéo da condi¢do ancestral pluriovulada para dois por l6culo nos
grupos Myrcia e Plinia. Este resultado fornece um bom suporte para a hipotese de
gue estes sao grupos irmaos.

Nas espécies de Myrteae aqui estudadas os Ovulos mostram dois
tegumentos, de acordo com o que € comumente encontrado em Myrtaceae
(Wilson 2011). De acordo com Wilson I.c., évulos unitegumentados estao restritos
ao género Syzygium. Nossa analise indica que os clados sul-americanos de
Myrteae ganharam um segundo tegumento, em comparagdo com O grupo
externo. Se Syzygium perdeu um tegumento durante a evolucdo da familia
(Wilson, 2011), pode-se entdo inferir que em Myrteae ocorre uma reversao a
condigéo plesiomorfica bitegumentada da familia. Dados de Lopes (2008) revelam
unitegmia em Ovulos de Eugenia uniflora, nesse caso ocorre uma reversao que
representa, até o presente, uma autapomorfia para a espécie.

Do ponto de vista evolutivo, os coléteres parecem ter surgido duas vezes
nos clados sul-americanos, diferindo dentro de um mesmo grupo, o que indica
uma sinapomorfia que estd mais associada aos géneros do que aos clados
supragenéricos. Observou-se também uma relacdo inesperada entre a ocorréncia
de coléteres e a vascularizacdo carpelar da placenta nos grupos Eugenia,
Myrteola, Pimenta, e no género Plinia.

A andlise da ocorréncia dos osmoforos ao longo da arvore filogenética da
tribo demonstra que este carater parece ndo ter relacdo com quaisquer niveis

taxondmicos acima de espécies.
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4.5 Conclusodes

A analise dos caracteres morfolégicos aqui tratados fornece uma visao
geral da evolucado do gineceu e das estruturas secretoras associadas nas Myrteae
sul-americanas bem como sinapomorfias para os clados Plinia+ Myrcia e
Eugenia+ Psidium, além de revelar uma inesperada correlacdo entre a
vascularizagdo da placenta e a presencga de coléteres. Sdo necessarios estudos
gue ampliem o numero de taxons amostrados a fim de se testar a existéncia de
uma relacdo entre a vascularizacdo da placenta e os coléteres e investigar seu
significado.

Embora a conformagdo concava e convexa do meristema floral apresente
um resultado mais parcimonioso para inferéncias sobre a origem do ovario que as
variacfes encontradas na vascularizacao da placenta, ndo foi possivel interpretar
qual seria o significado evolutivo destas ultimas. O niumero de 6vulos por léculo e
o numero de feixes vasculares do hipanto se mostraram informativos do ponto de
vista filogenético. A pesar de ndo ser filogenéticamente informativa a variagéo
encontrada na origem da placenta pode auxiliar na diagnose de taxons
infratribais.

Sao necessarios estudos que ampliem o nimero de tdxons amostrados a
fim de se testar a existéncia de uma relagéo entre a vascularizacao da placenta e

0s coléteres e investigar seu significado.
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5 Consideracdes finais

A analise da evolucdo dos caracteres estruturais do gineceu em Myrteae
sugere uma tendéncia a um menor numero de carpelos e de évulos. O nimero de
ovulos por loculo e o padrdo monociclico com numero definido de feixes (oito) séo
sinapomorfias que corroboram o estabelecimento de Plinia - Myrcia e Eugenia —
Pimenta, respectivamente, como grupos irméos. Estudos futuros deveréo incluir
um maior numero de espécies de modo a testar a correlagdo entre coléteres e
vascularizagdo da placenta.

A variacdo encontrada na vascularizacdo da placenta e sua divergéncia
com a conformacdo do meristema floral, indicada na literatura como caracteres
associados a origem do ovario, bem como a presenca de diferentes tipos de
estruturas ovario/hipanto (Anexo B), indicam que a tribo € um bom modelo para
trabalhos que objetivem investigar as origens do ovario infero e do hipanto.

A presenca de coléteres e a origem da placenta sdo novos caracteres que,
somados aos tradicionalmente utilizados podem auxiliar na diagnose de tdxons na
infratribais.

O aumento do namero de tegumentos protegendo os 6évulos, esclereides e
coléteres protegendo o gineceu e os frutos jovens garantem o sucesso da tribo
nas florestas tropicais onde seus frutos carnosos sdo componentes importantes
da dieta de passaros e mamiferos assegurando a manutengdo do equilibrio
ecolégico deste ambiente.
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Anexo A- Cladograma de Myrteae com bases em dados moleculares, extraido de

Lucas et al.(2007).
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Anexo B
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Anexo B- llustracdo de Simpson (2010) mostrando a posicédo do ovario, perianto e
androceu. Reparar no hipanto com o caracterizado como extencdo em
formato de taca presente em flores com ovarios superos e inferos.
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