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RESUMO

Myrtaceae pertence a ordem Myrtales e € uma das maiores familias da flora
brasileira; encontra-se entre as mais comuns nas diversas formacfes vegetais.
Estudos relativos a anatomia floral de representantes da tribo Myrteae desenvolvidos
no Laboratorio de Anatomia Vegetal do Museu Nacional/UFRJ evidenciaram varias
alteragbes no desenvolvimento de Ovulos e grdos de pdlen de Eugenia uniflora, E.
neonitida, Myrcia ilheosensis e Myrciaria floribunda, possivelmente relacionadas a
baixa relacdo semente/dvulo, caracteristica da familia Myrtaceae. O presente projeto
objetivou o estudo da biologia reprodutiva e da ontogénese da semente e do fruto de
M. floribunda, a fim de fornecer dados para a melhor compreenséo da baixa razéo
semente/6vulo na tribo Myrteae. O objeto de estudo foi uma populacdo de Myrciaria
floribunda da restinga da APA de Marica-RJ (Maric4, RJ, Brasil). Para o estudo da
biologia reprodutiva foram realizados experimentos de polinizagdo manual. Para
estudo anatbémico, 6vulos entre momentos pés polinizacdo e pré fertilizacdo foram
coletados para determinar o numero de 6vulos por ovério e observacao de fatores
pré zigéticos como as variacbes dos padrbes de Ovulos. Os frutos em diversos
estadios de desenvolvimento foram coletados para observacdo de fatores pés
zigéticos como o desenvolvimento do embrido. Os resultados revelaram que em M.
floribunda ha um periodo de sete meses entre a senescéncia floral e o inicio do
desenvolvimento dos frutos. Durante esse periodo, o0 embrido ndo ultrapassa a fase
globular, baseados nisso, consideramos esse desenvolvimento inicial embrionéario
retardado como diapausa, levando a discussdes para um cenario que inclui plantas e
animais. Além disso, os resultados de polinizagdo manual revelaram que: (1)
Myrciaria floribunda € uma espécie auto-incompativel, (2) a producdo de frutos é
limitada por meio de polinizacéo, (3), a deposi¢cao de grandes quantidades de polen
compativel em estigmas nao resultou em frutos com mais sementes, mostrando que
ndo ha "limitagdo de polen” para a produgcdo de sementes. Concluiu-se que os fatos
relacionados com a auto-incompatibilidade, como depressdao autogamica,
acrescentados a polinizacdo natural, ndo s&do responsaveis pela baixa razéo
semente/0vulo em M. floribunda. As analises anatbmicas mostraram ovulos com
sacos embrionarios extranumerdarios ou degenerados e ovuloides que explicam a

baixa razdo semente/évulo.
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ABSTRACT

Myrtaceae belongs to the order Myrtales and is one of the largest families of brazilian
flora; is among the most common in the various plant formations. Studies on the floral
anatomy of representatives of the Myrteae tribe were developed in the Laboratory of
Plant Anatomy of National Museum / UFRJ showed several changes in developing
ovules and pollen grains of Eugenia uniflora, E. neonitida, Myrcia ilheosensis and
Myrciaria floribunda, all these changes may be related to the low ratio seed/ovule,
characteristic of the family Myrtaceae. The present study aimed to study the
reproductive biology and ontogeny of seed and fruit of M. floribunda, to provide data
for a better understanding of the low seed / ovule ratio in the tribe Myrteae. The aim
of the study was a population of Myrciaria floribunda from restinga of the APA-RJ
Marica (Marica, RJ, Brazil). To study the reproductive biology, hand pollination
experiments were conducted. For anatomical study, ovules ovules between post
pollination and pre fertilization were collected to determine the number of ovules per
ovary and study pre zygotic factors such as different pattern of ovules. The fruits, in
various stages of development, were collected for observation post zygotic factors
such as embryo development. The results revealed that in M floribunda there is a gap
of seven months between the flower senescence and the beginning of the fruit
development. Along this period, the embryo remains in globular phase, and we
considered this retarded embryonic development as a diapause, leading the
discussion to a broader scenario that includes plants and animals. Moreover, the
results of manual pollination revealed that: (1) Myrciaria floribunda is a self-
incompatible species; (2) the fruit production is limited by pollination; (3) the
deposition of large amount of compatible pollen in stigmas did not result in fruits with
more seeds showing that there is not "pollen limitation" for seeds production. We
concluded that facts related to self-incompatibility, such inbreeding depression,
added to natural pollination, are not responsible for the low seed/ovule ratio in M.
floribunda. The anatomical analysis showed ovules with extranumerary or

degenerated embryo sacs, and ovulodes that can explain the low seed/ovule ratio.
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Introducéo

1. Introducéao

Myrtaceae € uma familia pertencente & ordem Myrtales sensu APG Il (2009),
com distribuicdo predominantemente pantropical e segundo Barroso e colaboradores
(1984), tem os maiores centros de diversidade na América Tropical e Australia. A
familia € bem delimitada, incluindo 132 géneros e 5671 espécies (Govaerts et al.,
2008) e uma das maiores da flora brasileira, encontrando-se entre as mais comuns,
nas diversas formacdes vegetais, com destaque para a Mata Atlantica,
especialmente para restinga. Essa € uma das mais complexas familias, do ponto de
vista sistematico, tanto pelo numero de espécies e escassez de estudos
taxondmicos quanto pela utilizacdo de alguns caracteres cripticos, como tipo de
embrido, na delimitacdo de grandes grupos (Souza & Lorenzi, 2005).

As flores de Myrtaceae s&o geralmente brancas, bissexuadas, actinomorfas,
diclamideas. Os estames em geral sdo numerosos e livres, com anteras rimosas.
(Souza & Lorenzi, 2005). O gineceu apresenta ovario infero ou semi-infero e
namero variavel de l6culos e de 6vulos (Barroso et al.,1984; Souza & Lorenzi, 2005).

O podlen é o principal recurso oferecido aos polinizadores das flores de
Myrtaceae, dentre os quais as abelhas sdo o grupo mais importante (Lughadha &
Proenca, 1996). A maioria dos estudos voltados para a polinizacdo de espécies
brasileiras enfoca aspectos da biologia floral, em especial a relacdo de visitantes
observados. No entanto, muitos ndo comprovam se 0s visitantes sdo polinizadores
realmente efetivos (Gressler et al., 2006).

A abelha Apis mellifera Linnaeus, 1758 teve uma rapida expansao geografica
e caracteriza-se pela capacidade de esgotar os recursos florais e deslocar
polinizadores, sendo muitas vezes considerada “pilhadora”, levando ao esgotamento
dos recursos florais (Roubik, 1978, 1979, Schaeffer et al., 1983, Roubik et al., 1986,
Torezan-Silingardi & Del-Claro, 1998). Nas flores do género Myrciaria a presenca
desta abelha também desestimula a atividade de outras espécies de polinizadores
(Malerbo-Souza et al., 1991). No entanto, as flores de E. uniflora, E. puncifolia, E.
rotundifolia e E. neonitida séo visitadas por um total de 30 espécies de insetos sendo
o polinizador mais frequente as operarias de A. mellifera, que muitas vezes

promovem inumeras Vvisitas intraplantas. Em decorréncia de sua abundancia e



Introducéo

constantes visitas, foram evidenciadas anteras esvaziadas pouco tempo depois da
antese (Silva, 2006).

Em Myrtaceae ha registro tanto de autocompatibilidade, Eugenia uniflora L. e
E. punicifolia (Kunth) DC., como de autoincompatibilidade, E. neonitida Sobral e E.
roduntifolia Casar (Silva, 2006). Em Myrciaria floribunda (H.West ex Willd.) O.Berg, a
autocompatibilidade foi detectada indiretamente através da analise da variabilidade
genética em fragmentos de Mata Atlantica (Franceschinelli et al., 2007).

A delimitacdo de subfamilias em Myrtaceae primeiramente foi baseada em
estudos morfologicos (Johnson & Briggs,1984). Posteriormente dados anatdémicos e
moleculares foram combinados a filogenia (Wilson et al., 2001), o que trouxe novas
contribuicdes para a sistematica da familia. O fruto carnoso, carater precioso até
entdo para circunscricdo infrafamiliar, surgiu mais de uma vez de modo
independente, ndo sendo, portanto, confidvel como carater taxonémico (Wilson et
al., 2001). Em uma nova proposta, Myrtaceae passa a ser dividida, com base em
analises moleculares, em duas subfamilias: Myrtoideae com quinze tribos e
Psiloxyloideae com duas tribos (Wilson et al., 2005).

A tribo Myrteae foi reconhecida por Candolle (1828) com base nos frutos
carnosos. Lucas e colaboradores (2005) apontam a ocorréncia da maioria de seus
representantes na América do Sul. Nesta tribo os frutos carnosos sao de pericarpo
amarelo-vitelino, de pouca espessura, com uma Unica semente globosa. Ja a polpa,
de origem placentar, é farta e mucilaginosa. (Barroso et al., 1999)

Em Myrteae os caracteres do embrido sao variaveis, o que levou Berg (1855-
59) a utiliza-los na delimitacao de trés sub tribos: Myrciinae, que apresenta embrido
com cotilédones finos, membranaceos e o0 eixo do hipocétilo enrolado aos
cotilédones; Myrtinae, com embrido longo, fino e em forma de ferradura, onde o
hipocétilo se mantém curvado entre dois cotilédones reduzidos; e Eugeniinae, com
embrido com cotilédones carnosos e exuberantes, as vezes indivisiveis, e eixo do
hipocatilo visivel ou néo.

Espécies da tribo Myrteae tém sido estudadas no Museu Nacional/lUFRJ,
guanto a anatomia floral e a biologia reprodutiva. A baixa razdo semente/Gvulo,
registrada por Silva (2006), em espécies de Eugenia, é caracteristica marcante
também em muitas espécies de Myrtaceae (Schmid, 1972). Raramente todos os
ovulos de uma flor resultam em sementes (Stephenson, 1981). Limitacdo polinica em
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virtude da atividade do polinizador tem sido frequentemente estudada (Larson &
Barret, 2000).

Lopes (2008) e Spala (2010) descrevem variacdes no desenvolvimento dos
orgaos reprodutivos de E. uniflora e Myrcia ilheosensis Kiaersk. como anteras com
graos de podlen colapsados e, apenas em E. uniflora, grdos com proliferacdes
celulares. Em ambos os casos, parte ou a totalidade do pélen era atingida, seja em
algumas ou em todas as lojas de uma mesma antera. Foram encontradas também
anomalias no gineceu, mais especificamente nos O&vulos tais como sacos
embrionérios extranumerarios, évulos sem quaisquer indicios de saco embrionario,
sacos embrionarios degenerados e proliferacdo nas sinérgides. Ovulos com
auséncia de saco embrionario ja foram relatados para a familia e sdo denominados
ovuloides (Prakash, 1969; Bohte & Drinam, 2005). Lopes (dados né&o publicados)
afirma também que essas variacdes ocorrem em M. floribunda em intensidade e
frequéncia ainda maiores, levando a perda de funcionalidade dos o6vulos. Tais
caracteristicas fazem de M. floribunda um bom modelo para andlises dos eventos
relacionados a esterilidade.

Dentre os estudos realizados sobre Myrtaceae, e mais especificamente sobre
a tribo Myrteae, poucos sdo os que incluem o género Myrciaria, membro do grupo
Plinia e da subtribo Eugeniinae Berg. (Lucas, 2007). Dados anatdmicos, tanto do
eixo floral quanto do fruto séo inexistentes na literatura. No género Myrciaria o fruto
€ do tipo bacideo, com pericarpo de pouca a muita espessura, espaco central
dividido em septos e geralmente com poucas sementes envolvidas por uma polpa
(Barroso et al.,1999). Apresenta embrides com cotilédones grandes e indivisiveis
com dificil delimitac@o do hipocatilo. A germinacao é hipogea (Kausel 1956, 1966).

Myrciaria floribunda é uma espécie de habito arbustivo a arboreo, com
crescimento lento, podendo atingir até 20 metros de altura. A espécie é de facil
identificacéo por apresentar uma casca esbranquicada (Franceschinelli et al., 2007).

A espécie apresenta floracdo nos meses de dezembro e janeiro enquanto os
frutos aparecem nos meses de julho a outubro (Souza, 2005). Outros autores, ao
estudarem M. foribunda na APA de Maric4, destacam o mesmo espaco de tempo
entre a floracdo e o aparecimento dos frutos (Rodarte, 2008 e Greco, 2012, dados
nao publicados). Os pesquisadores verificaram que a floracdo ocorre nos meses de

janeiro a margo e posteriormente a esse evento, curiosamente, nao foi registrada a
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presenca de frutos em desenvolvimento.

O presente trabalho tem como objetivo o estudo da biologia reprodutiva e
ontogenia da semente e fruto de Myrciaria floribunda, espécie que exibe grande
variacdo no desenvolvimento dos oOvulos, visando fornecer subsidios para a
compreensao da baixa relacdo semente/évulos na tribo Myrteae. Sao propostas
hipéteses para explicar a reduzida producdo de sementes em M. floribunda: (1)
fatores relacionados a autocompatibilidade ou pds-zigéticos podem estar
relacionados ao aborto dos embrides por depressdo autogamica; (2) a polinizacéao
natural é ineficiente e (3) fatores pré-zigéticos reduzem o nimero de 6vulos férteis.

O estudo justifica-se pela possibilidade de investigar o desenvolvimento das
sementes em uma espécie com ampla variedade de alteracbes nos oOvulos, em

menor grau, também registradas em outros géneros de Myrtaceae.



Material e Metodologia

2. Material e Metodologia

O objeto de estudo foi uma populagcéo de Myrciaria floribunda localizada sobre
o corddo interno da restinga da APA (Area de Prote¢cdo Ambiental) de Marica - RJ,
situada no litoral fluminense, municipio de Marica, entre os distritos de Barra de
Maricé e Itaipuacu, entre as coordenadas 22°55’ a 22°54’S e 42°48’ a 42°54’ W (Fig.
1A). Na area de estudo, a populacdo distribui-se sobre solo arenoso, em moitas
intercaladas por espacos praticamente desnudos (Fig. 1A).

O clima da regido € do tipo AW tropical chuvoso (Koeppen, 1948), com
chuvas concentradas no verdao e reduzidas no inverno (Fig. 1B). Os dados de
precipitacdo e temperatura foram tomados para a estacdo climatolégica auxiliar de
Marica e cedidos pelo INMET (Instituto Nacional de Meteorologia). No periodo de
estudo a estacdo ndo coletou dados para setembro/2011 e de marco de 2012 a
janeiro de 2013, motivo pelo qual apenas sugestdes acerca da influéncia das chuvas

na inducao da floracao e do desenvolvimento dos frutos foram possiveis.

2.1 Biologia Reprodutiva

Para o estudo da biologia reprodutiva, limitacdo polinica e fatores
relacionados a autocompatibilidade foram aplicadas técnicas de polinizagdo manual
com diferentes tratamentos, utilizando-se sacos de organza para isolar as flores em
fase de pré-antese e de pos-polinizacdo manual. Foram realizados os seguintes
experimentos:

v" Autopolinizacdo espontédnea (autogamia), onde botbes em pré-antese
foram apenas ensacados e acompanhados;

v' Autopolinizacdo manual (autofertilidade), onde botdes em pré-antese
foram ensacados e, apds a abertura, as flores foram autopolinizadas com
seu préprio polen;

v' Polinizacdo cruzada (xenogamia), onde botdes em pré-antese foram
ensacados e, ap6s a abertura, foi promovida a polinizagdo cruzada,
suplementando-se o estigma com polen de outro individuo;

v' Polinizacéo natural (controle), onde ndo houve ensacamento e as flores
foram apenas marcadas e acompanhadas.

Todos os experimentos foram acompanhados até a maturidade do fruto ou

5



Material e Metodologia

senescéncia da flor. Para verificar a ocorréncia de limitagdo polinica, decorrente de
falhas na atuacgdo dos polinizadores, foram utilizados dois parametros: |. diferenca
significativa entre as porcentagens de frutificacdo obtidas a partir de polinizacéo
cruzada manual e polinizagdo natural (controle), verificada através do teste do Qui-
quadrado (x2); Il. indice de limitacdo polinica [ILP= 1- (Fc/Fpc)], onde Fc é a
porcentagem de frutificacdo em condi¢des naturais (controle) e Fpc € a porcentagem
de frutificacdo da polinizacdo cruzada manual (xenogamia) (Larson & Barret, 2000).
Para excluir a hipétese de que a atuacdo dos polinizadores pudesse estar envolvida
na reducdo do numero de sementes por fruto, a limitagdo polinica também foi
avaliada em nivel de sementes produzidas nos dois tratamentos. De acordo com
Freitas e colaboradores (2010), valores negativos ou proximos a zero (< 0,2) indicam
auséncia de limitacédo e valores acima de 0,8 indicam limitacdo severa.

Para a analise do crescimento in situ do tubo polinico, flores com estigmas
manualmente polinizados (autopolinizagdo e polinizagdo cruzada), em dois
individuos, foram coletados 24 horas (auto - n=10, cruzada - n=10), 48 horas (auto -
n=10, cruzada - n=10) e 72 horas (auto - n=10, cruzada - n=10) ap0s a polinizacéo e
fixadas em alcool 70%. Pistilos foram amaciados em solugdo 9 M NaOH por 60
minutos, lavados em agua corrente e corados com azul de anilina (Martin, 1959). Os
pistilos foram analisados, sob luz UV, em microscopio de epifluorescéncia Olympus
BX-51.

2.2 Anatomia e testes histoquimicos

Para o estudo de anatomia, os frutos foram coletados ao longo de todo o
desenvolvimento, desde 24 horas ap0s a polinizacdo até a maturidade do fruto
(cerca de sete meses).

As coletas nas primeiras 72 horas foram realizadas em paralelo a analise do
crescimento in situ do tubo polinico e objetivaram estimar o nimero de 6vulos/ovario
assim como detectar variacdes nos 6vulos relacionadas a fatores pré-zigoticos. As
coletas aos vinte dias, 3 meses e 7 meses em diante foram realizadas para
monitorar o desenvolvimento do fruto e embrido e possiveis fatores pés-zigoéticos
relacionados a autocompatibilidade ou ao aborto dos embrides. Os frutos foram
fixados em solucdo de formaldeido 4% + glutaraldeido 2,5% em tampéao fosfato de
sédio 0,05 M, pH 7,2 (Gahan, 1984), submetidos a baixa pressdo, mensurados
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(comprimento), desidratados em série etilica e emblocados em Historesin®. Seccées
seriadas de 1-3um de espessura, obtidas com navalha de vidro em micrétomo
rotativo Spencer modelos Spencer 820 (American Optical Co) e RM2255 (Leica),
foram coradas com Azul de Toluidina (Feder & O’Brien, 1968).

As observacdes, mensuracbes e documentacdes fotograficas foram
realizadas em microscopio Olympus BX-51 com camera Q color 5 e software Image-
Pro Express. As imagens foram trabalhadas no software Photoshop® 6.0 e as
pranchas montadas utilizando o CoreDRAW® 12.

Para avaliar e quantificar o numero de sementes por frutos maduros
originados de polinizagédo natural os mesmos foram seccionados e observados com
auxilio do microscopio estereoscopico Leica EZ4.

Para testar a presenca das principais classes de metabdlitos secundarios
seccbes de material emblocado e fresco, obtidas em micrétomo rotativo e de Ranvier
respectivamente, foram posteriormente tratadas com: (a) Sudan Black e IV, para
compostos de natureza lipofilica (Jensen, 1962), (b) Lugol, para amido
(Langeron, 1949), (c) solucdo de dicromato de potassio, para compostos fendlicos
(Johansen, 1940), (d) Vermelho de Ruténio, para substancias pécticas
(Langeron, 1949), (e) é&cido acético e &cido cloridrico para a determinacdo da
natureza quimica dos cristais através de testes de solubilidade diferencial (MacLean
& Ilvemey-Cook, 1952).
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3. Resultados

3.1. Aspectos da fenologia e biologia floral

Myrciaria floribunda, na area de estudo, tem hébito subarbustivo a arbustivo e
altura de um a trés metros (Figs. 1C e D). ApGs intensa emissao foliar no inicio de
janeiro, surgiram botdes florais que mantiveram-se com pouco ou nenhum
desenvolvimento por um periodo de aproximadamente de 70 dias (Fig. 2A) quando
houve a retomada do desenvolvimento floral. Durante o periodo de estudo (2011 a
2013) a floracao ocorreu a partir de meados de marco, ap6s um periodo de baixa
pluviosidade no més de fevereiro (2011=1,4mm; 2012=5,6mm e 2013=33,8mm),
seguido por um aumento consideravel dos indices pluviométricos em marco
(2011=150,9; sem dados para 2012 e 2013=205,7mm). Observou-se que grupos de
individuos apresentaram floracdo massiva, de forma sincronica intraplanta, apés
alguns dias de chuva. A assincronia interplantas teve como consequéncia a extensao
do periodo de floracéo, ao longo do més de abril e inicio de maio, com florescimento
sucessivo de grupos de individuos.

As flores apresentam 0,8 cm, séo inodoras, tetrAmeras, com sépalas verdes e
pétalas alvas. Os estames sdo numerosos, constituindo o principal elemento atrativo
sendo o polen unico recurso floral disponivel (Fig. 2B). O estigma localiza-se acima
dos estames, caracterizando hercogamia. Sao visitadas intensamente no inicio da
manha por diversos insetos, dos quais se destacam, pela frequéncia de visitas, Apis
mellifera Linnaeus, 1758 e Trigona spinipes Fabricius, 1793. Estas abelhas esgotam
rapidamente os graos de poélen. Flores visitadas contrastam com as ensacadas pela
abundéancia deste recurso nestas ultimas.

As flores sdo efémeras, com antese durando algumas horas da manha, ja
estando senescentes no periodo da tarde quando se observa perda do perianto, dos
estames e manutencéo do estilete por mais uma semana. Os ovarios medem nesta
fase 0,1 cm (Fig. 2C e detalhe) mantendo-se verdes, sem qualquer evidéncia de
desenvolvimento por um periodo de cerca de sete meses.

Em meados de outubro, quando houve um incremento no volume de chuvas
(setembro de 2011=67,1mm; outubro de 2011=133,8mm), os frutos cresceram e
amadureceram rapidamente até o final de dezembro. Nesta fase os frutos
apresentam cor laranja e emanam forte odor da superficie glabra (Fig. 2D). No apice
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dos frutos ha duas regifes cicatriciais circulares, uma correspondente ao local de
insercdo do calice, corola e estames e outra ao local do estilete (Fig. 2E). O
pericarpo é espesso, macio e de sabor levemente azedo. Os frutos na maturidade
nao apresentam loculos discerniveis e contém em geral uma semente (86,7%; N= 30
frutos) que ocupa quase que a totalidade do fruto, pressionando o pericarpo (Fig.
2F). Alguns frutos (13,3%) apresentam duas sementes de tamanhos diferentes.

3.2. Biologia Reprodutiva

Os testes de polinizacdo manual mostraram que a espécie apenas produz
frutos a partir de polinizagdes manuais cruzadas (xenogamia), ainda que com um
baixo sucesso (16,5%), sendo portanto autoestéril (Tab. 1). A producéo de frutos por
xenogamia foi significativamente maior do que a produgao natural de frutos (x2 =
7,81 para p < 0,01). O indice de limitacdo polinica (ILP), em nivel de producdo de
frutos, foi de 0,62 (>0,2), atestando limitacdo polinica, ainda que pouco severa
(<0,8), e, portanto, apontando falhas no processo de polinizacdo das flores na
populacdo estudada. No entanto, o ILP em nivel de semente foi 0 (zero), uma vez
que ndo houve diferenca no nimero de sementes por fruto nos tratamentos de
polinizacdo cruzada manual (xenogamia) e polinizagdo natural (controle).
Considerando-se que a média de sementes por fruto € 1,13 (de 30 frutos maduros
obteve-se 34 sementes) e a média de évulos por flor é 5,4 (Tab. 2), a razdo semente
/6vulo obtida para M. floribunda € 0,21, o que significa que apenas 21% dos 6vulos

resultam em sementes.

Tabela 1: Producdo de frutos e sementes em Myrciaria floribunda apés

tratamentos de polinizacdo manual na restinga de Marica, RJ.

Tratamentos Flores (N)  Frutos (N) Sementes(N) Sucesso(%)
Polinizacao 127 21 21 16,5
Cruzada

(xenogamia)

Autopolinizagao 114 0 0 0
espontanea
Autopolinizacao 94 0 0 0
Manual
Polinizagdo Natural 176 11 11 6
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Os estigmas nos quais a polinizagcdo cruzada (xenogamia) foi realizada
exibiram graos de polen emitindo tubo polinico 24 horas ap6s a polinizacdo. Também
foi observada a penetracdo do tubo por entre as células do estigma (Fig. 3A e
detalhe). Em estigmas coletados 48 horas apds a polinizacéo, os tubos atingiram o
tecido transmissor e apresentaram intensa fluorescéncia evidenciando os plugs de
calose (Fig. 3B). ApGs 72 horas, os tubos atingiram a base do estilete, ndo tendo
sido registrada a penetracdo do tubo na micropila (Fig. 3C). Nas flores
autopolinizadas néo foi observada a emissao de tubos polinicos até 72 horas apdés a

polinizagéo (Figs. 3D, E, F).

3.3. Caracterizacao anatbmica

3.3.1. Ovulos

Os ovarios de Myrciaria floribunda apresentam média de 5,4 évulos (4 a 8; n=
15). Entre a pos-polinizacdo e a pré-fertilizacdo foram observados trés padrées
anatomicamente distintos dos évulos (Tab. 2), ainda que, em relagcédo ao tegumento,
nao tenham sido detectadas diferencas entre eles. Esses padroes podem ocorrer

todos em 6vulos de um mesmo ovario:

e Tipico

Apenas 26% dos O6vulos sao tipicos, caracterizados por: nucelo
composto de células com citoplasma denso e vacuoma desenvolvido; saco
embrionario com duas sinérgides, oosfera e célula média (Fig. 4A).

As sinérgides sdo volumosas, com citoplasma denso e polarizado,
posicionado junto ao polo micropilar, enquanto o vacuolo esta voltado para o
polo calazal. O aparato fibrilar cora-se com tonalidade lilas, ficando bastante
evidente essa regido. A oosfera apresenta nucleo e citoplasma voltados para
o polo calazal (Fig. 4A) e a célula média possui nucleos polares situados
proximo a oosfera e vacuolo grande que ocupa a maior por¢cdo do saco

embrionario (Fig. 4B).
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e Atipico

Os 6vulos atipicos correspondem a maioria (75%) e podem exibir
alteracdes no saco embrionario (60%) ou no nucelo (15%). No primeiro caso
0s 6vulos podem conter:

1) Saco embriondrio aparentemente degenerado: preenchido por
material amorfo, possivelmente restos celulares (Fig. 4C).

2) Sacos embrionarios extranumerarios: um situado no centro do
nucelo e outro proximo ao tegumento e ambos apresentam-se
diminutos, tamanhos inferiores a sacos tipicos (Fig. 4D).

3) Ovuloides: apenas células nucelares com vacuolo grande e nucleo
bastante evidente, sem qualquer indicio de formacdo de saco

embrionério (Fig. 4E).

No segundo caso, Ovulos com saco embrionario sem alteracfes
apresentam proliferagcdes nucelares que comprimem inicialmente o saco
embrionério de forma massiva e posteriormente vao se tornando localizadas e
eventualmente algumas originam embrides nucelares, que serdo descritos

mais adiante (Fig. 4F).
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Tabela 2: Avaliacdo do numero de 6vulos presentes e caracterizacdo dos mesmos a
partir da seccao transversal de ovarios de 15 flores, em seis individuos de Myrciaria
floribunda.

Flores/Ovéarios N° 6vulos Padréo Tipico Padréo Atipico

AlteracBes do saco  Proliferacédo do
embrionario nucelo

3 1

© 00 N OO O A W N P

o
N RO

o
w
R P N P DN DNMN PP PN PP WP, O

N N WA WW A O W WD N W
P P W RFr O O PFP O O Fr P P O

=
I
o A~ b~ 00O O Ol N O » O O O »~ b

15 1 4 1

Total: 15 81 21 (25,93%) 48 (59,25%) 12 (14,81%)

Média: 5,4

3.3.2. Semente e fruto

A semente e o fruto tiveram desenvolvimento desacoplado. A semente -
tegumentos e embrido - desenvolveu-se ao longo de nove meses, lentamente nos
primeiros sete e de forma acelerada nos dois ultimos. Por outro lado, a diferenciacéo
dos tecidos do fruto, seu crescimento subsequente e a maturagao restringiram-se ao
oitavo e nono meses pos-polinizacdo (novembro e dezembro). Como consequéncia,
mesmo com desenvolvimento desacoplado, fruto e semente alcancaram a

maturidade concomitantemente.
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3.3.3. Desenvolvimento seminal

Com 20 dias ap0s a polinizacdo, o proembrido tem poucas células com
citoplasma denso e nucleo evidente. O suspensor € diminuto e posicionado voltado
para regiao micropilar. O endosperma tem nucleos livres (Fig. 5A).

Trés meses apds a polinizacdo, o embrido encontra-se no inicio da fase
globular; tem poucas células, com nucleo evidente e citoplasma denso. O suspensor
e tricelular, formado por uma célula grande, ancorada a micrépila, de contorno
quadrangular, citoplasma menos denso que o do embrido propriamente dito e
vacuolo central. As demais sdo menores e de contorno retangular. O endosperma
encontra-se celularizado; as células tém parede delgada, vacuolo conspicuo
ocupando quase todo o volume do lume e apresentam contornos variados, sem
padrdo definido. O nucelo é constituido por aproximadamente trés camadas de
células de contorno retangular, nucleo evidente e citoplasma com baixa densidade
(Fig. 5B).

O tegumento da semente apresenta epiderme delgada, com células
achatadas de contorno retangular enquanto as do parénquima subepidérmico tem
contorno semelhante aos das epidérmicas e grande concentracdo de fendis. As
células das demais camadas tém contorno circular, nicleo evidente e menor
tamanho (Fig. 5C).

Sete meses apos a polinizagdo, inicio do oitavo més, pode-se observar uma
aceleracdo no desenvolvimento do embrido que passa apresentar expressivo
aumento do numero de células atingindo assim o estadio globular. Nessa fase, a
protoderme ja esta estabelecida e o suspensor alongado pelo crescimento celular
(Fig. 5D). Essa aceleragdo € acompanhada pelo inicio do crescimento do fruto que
apresenta entre 0,1 e 0,2 cm.

Frutos com 0,2cm apresentam embrido em estadio globular tardio, sendo
possivel observar no apice do mesmo, divisbes em seérie, relacionadas ao inicio da
formacao de um dos cotilédones (Fig. 5E).

Na transicdo de 0,2 cm para 0,3 cm, os cotilédones ja diferenciados
encontram-se em fase de crescimento. No suspensor € possivel identificar duas
fileiras de células (Fig. 5F). Com 0,3 cm, os cotilédones alongam-se e o embrido

cordiforme passa a torpedo. O suspensor se mostra ainda presente (Fig. 6A).
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Os cotilédones encontram-se com epiderme e parénquima em diferenciacédo
nos frutos com 0,4 cm e seus apices, em processo de alongamento, terminam por se
tocarem (Fig. 6B). Posteriormente, na transicédo de 0,4 para 0,5 cm os cotilédones se
fundem apenas na regido apical, sendo possivel discernir a protoderme da face
interna nas regides mediana e basal do cotilédone. Nesse estadio os dois
meristemas apicais - caulinar e radicular ja estao delimitados (Fig. 6C e detalhe).

Em frutos com 0,5 cm os cotilédones de apices fusionados alongam-se
aumentando o comprimento do embrido e surgem cavidades secretoras proximas a
epiderme interna dos cotilédones (Fig. 6D). Alguns frutos foram predados por insetos
que ao atravessarem o pericarpo, formaram tldneis até atingir as sementes, cujos
embrides séo parcial ou completamente consumido (Fig. 6E).

Frutos de tamanho entre 0,6 e 0,7 cm tém o embrido na fase final de seu
desenvolvimento. Algumas de suas cavidades ja se encontram em fase secretora
(Fig. 6F). Na posicédo da nervura central dos cotilédones, ha presenga de pré-cambio
(Fig. 6F) e o meristema caulinar ndo apresenta primordios (Fig. 7A).

O fruto apresenta-se maduro com aproximadamente 0,8 a 0,9 cm, quando o
embrido estd volumoso, com grande reserva de amido nas células parenquiméaticas
e todas suas cavidades secretoras em fase pos-secretora. O suspensor ndo € mais
observado e o eixo hipocotilo-radicula € quase imperceptivel (Fig. 7B).

Desenvolvimento de embrides nucelares.

Em frutos nos quais had duas sementes, estas tem tamanhos diferentes: a
maior corresponde a semente Unica da maioria dos frutos; a menor estad sempre
associado a presenca de proliferagdo do nucelo que comprime o saco embrionario e
ocasionalmente € observada desde as primeiras 24 horas pdés-polinizacdo. Tais
células apresentam contorno irregular e citologicamente sdo muito similares as
células do nucelo (Fig. 4F).

Passados 20 dias pés-polinizacdo, essas proliferacbes concentram-se junto a
uma determinada regido do nucelo, aleatoriamente, caracterizando-se inicialmente
por células globosas que se destacam pelo tamanho e espessura da parede celular
(Fig. 7C) além da disposicao em pares (Fig. 7C detalhe). Progressivamente, esses
pares, sofrem divisbes que levam a formacdo de massas que invadem o

endosperma (Fig. 7D e detalhe, Fig. E).

14



Resultados

Com trés meses, as massas ocupam grande parte da area inicialmente
ocupada por endosperma (Fig. 7F) e determinadas células dispostas também em
pares diferenciam-se das demais pelo tamanho maior, citoplasma mais denso e
nacleo celular mais evidente (Fig. 8A).

Com sete meses apods a polinizacéo (frutos entre 0,1 e 0,2 cm) um embrido se
diferenciou na massa proliferativa de origem nucelar. O suspensor tricelular deste
ancora-se as ceélulas proliferativas e caracteriza-se por células retangulares
vacuoladas enquanto o proembrido apomitico apresenta uma unica célula globosa
no 4pice do suspensor (Fig. 8B).

No fruto maduro (0,9 cm), o ritmo de desenvolvimento dos embrides
nucelares € mais lento que o dos zigéticos, os primeiros encontrando-se em fase

globular, sem protoderme e com suspensor pouco diferenciado (Fig. 8C e D).

3.3.4. Desenvolvimento do fruto

Até o final do sétimo més pés-polinizacdo os ovarios, ainda com 0,1 cm,
apresentam epiderme uniestratificada, parénquima com células globosas, cavidades
secretoras, feixes vasculares e idioblastos drusiferos. Estes ultimos sdo mais
concentrados no entorno dos l6culos ovarianos (Fig. 9A e B). Todas as células, em
maior ou menor grau, contém fendis, especialmente nos quatro estratos
subepidérmicos que circundam os l6culos (Fig. 9C).

No oitavo més, inicia-se 0 desenvolvimento do pericarpo, levando ao
estabelecimento de duas regides anatbmicas distintas. A regido que compreende as
camadas celulares situadas adjacentes a epiderme externa até a regiao
vascularizada é denominada aqui mesocarpo externo (ME), caracterizado por
células vacuoladas e abundancia de cavidades secretoras que sofrem grande
aumento de volume, acompanhando o crescimento em diametro do fruto. A regiao
situada abaixo da regido vascularizada estendendo-se até as camadas celulares
adjacentes a epiderme da face interna é denominada de mesocarpo interno (Ml) e
caracterizada pela abundancia de mucilagem nos espacgos intercelulares, idioblastos
drusiferos e fenadlicos (Fig. 9D).

O crescimento dos frutos € marcado por numerosas mitoses no Ml (Fig.10A),
enquanto que no ME ocorre inicio da formagdo de um grande numero de novas

cavidades secretoras que se somam aquelas originadas no ovario (Fig. 10B). Essas
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estruturas tém origem nas células da epiderme externa e se diferenciam das demais
por apresentar maior tamanho. Posteriormente, as cavidades s&o deslocadas para a
regido mais interna do parénquima por divisbes das células subepidérmicas (Fig.
10C). Em frutos com 0,2 cm as células, formadoras da cavidade, sofrem sucessivas
divisbes e diferenciam-se do parénquima adjacente por apresentarem citoplasma
denso e o vacuoma pouco desenvolvido (Fig. 10D). O aumento do volume é
concomitante ao inicio da secrecdo e levam ao afastamento dessas células,
delimitando um espaco interno, o lume. Além disso, este aumento leva a
compressdo das células parenquiméticas adjacentes e a formag¢do de uma bainha
gue reveste a cavidade nos frutos com 0,3 cm (Fig.10E). Na fase secretora, os frutos
ja se encontram com 0,4 cm e ha formacéo de vacuolos, nas células do epitélio
secretor, junto a bainha e reposicionamento do epitélio com a formacéo da cavidade
secretora de maneira esquizégena (Fig.10F). No ME, a diferencia¢do se encerra em
frutos com 0,4 cm onde o progressivo aumento do pericarpo leva a internalizacéo
das cavidades (Fig. 11A e B).

Em frutos com 0,5 cm, no MI, o ritmo das divisbes celulares diminui
progressivamente e ocorre acumulo de matriz extracelular mucilaginosa nos espacos
intercelulares que leva a perda de contato entre as células (Fig. 11A e C).
Paralelamente enquanto ha diminuicdo progressiva das concentragdes de fendis no
mesocarpo, principalmente nas camadas de parénquima subepidérmico do MI, que
circundam a semente, ha aumento destes nas células do tegumento (Fig. 11D). A
partir desta fase, ocorre predacdo de frutos por larvas de insetos, 0 que leva ao
espessamento progressivo das paredes celulares das camadas mais internas do Ml
no sentido centrifugo (Fig. 6E).

Em frutos ndo predados, todo o Ml inicia no sentido centrifugo um processo
de morte celular programada marcado pela retracdo do citoplasma e gradual
reducdo de sua densidade. Em frutos com 0,6 e 0,7 cm este processo atinge quase
todo o MI (Fig. 11E). Os frutos atingem a maturidade com aproximadamente 0,8 e
0,9 cm, quando o MI encontra-se totalmente colapsado, substituido por matriz
mucilaginosa (Fig. 11F).

A figura 12 resume todo o desenvolvimento seminal e do fruto descrito neste

trabalho.
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Figura 1: Area de estudo, média histérica pluviométrica e habito de Myrciaria floribunda. A - Detalhe da

area de estudo (fonte: http://maps.google.com); B - Média histdrica de pluviosidade (INMET - Instituto
Nacional de Meteorologia); C - Individuos com habito arbustivo com cerca de 1 metro; D - Individuos com

habito arbéreo de aproximadamente trés metros.
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Figura 2: Botdes florais, inflorescéncia, ovarios e frutos de Myrciaria floribunda. A - Inflorescéncia com
botbes florais sem desenvolvimento; B - Flor em antese; C - Ovarios inconspicuos mantidos na planta
apos senescéncia floral (setas); D - Fruto maduro; E - Regido de cicatriz do fruto onde se inseriam os
verticilos florais (seta) ; F - Pericarpo (P) e semente (S).
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Figura 3: Germinacao do tubo polinico. A,B e C: Polinizagédo cruzada. A - Grao de pdlen germinando e
tubo polinico penetrando por entre as células do estigma , 24 horas ap6s a polinizacao (destaques); B -48
horas p6s polinizagao, tubo polinico no tecido transmissor (seta); C - 72 horas pés polinizagao, quando
os tubos atingem a base do estilete (seta); D- 24 horas p6s polinizagéo, com graos de poélen depositados
no estigma sem que haja germinagao (destaque); E- Estigma e estilete, 72 horas pos polinizacao, sem
evidéncia de germinacgao polinica; F - Pélen com citoplasma centralizado 72 horas ap0s a polinizagao
(seta).
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Figura 4: Ovulos tipicos e atipicos. A - Ovulo com desenvolvimento tipico contendo duas sinérgides
(seta) evidenciando aparato fibrilar (Ap) e vacutolo (V) proximo a oosfera (*); B - Nucleos da célula média
(seta); € - Ovulo com saco embrionario degenerado, contendo restos celulares (*); D - Sacos
embrionarios extranumerarios (*); E - Ovuloides; F - Ovulo com proliferagdo nucelar (seta).
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com nucleos livres (setas). Emb= embrido, En= endosperma; B - Embrido globular com 3 meses pos
polinizagdo e suspensor ftricelular com célula basal (seta) e outras duas retangulares (*). En=
endosperma, Nu= nucelo; C - sec¢éo de 6vulo, evidenciando tegumento (Tg); D - Embrido globular (Emb)
com protoderme diferenciada, 7 meses p6s polinizagdo. S= suspensor; E - Inicio da diferenciacédo dos
cotilédones (setas); F - Embriao em estadio cordiforme e suspensor (destaque).
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Figura 6: Desenvolvimento embrionario. A - Inicio do estadio de torpedo; B - cotilédones se alongam e se
tocam; C - Fusdo do apice dos cotilédones e radicula diferenciada (destaque); D - Inicio do
desenvolvimento de cavidades secretoras no embrido (setas); E - Inseto invasor do fruto, ocupando a
regiao correspondente a semente (seta); F - Fase final do desenvolvimento embrionario com cavidades
em fase pos secretora (*).
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Figura7: Desenvolvimento embrionario e embriées nucelares. A - Meristema caulinar (seta); B - Embrido
maduro com reserva de amido e eixo hipocétilo-radicula (seta) pouco perceptivel; C - Disposi¢céao em par
de células de proliferacdao nucelar (seta e destaque); D-F - Proliferagbes nucelares invadindo

progressivamente o endosperma (setas).
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(setas); B -
Embrido nucelar com suspensor tricelular (*); C, D - Embriao nucelar multicelular sem
diferenciacao de tecidos (seta) e com suspensor composto por celula basal
conspicua(®).
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Figura 9: Desenvolvimento do fruto. A - Seccao de dévario, evidenciando os tecidos; B - Feixes vasculares
(setas); C - Estratos subepidérmicos ricos em fendis (destaque); D - Fruto em desenvolvimento.
Estabelecimento de duas regides, o mesocarpo externo (ME) rico em cavidades secretoras e o
mesocarpo interno (MI) rico em substancia mucilaginosa nos espacos intercelulares, idioblastos
drusiferos e fendlicos.
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Figura 10: Tecidos do fruto e desenvolvimento de cavidades secretoras. A - Divisdes mitéticas no Ml
(setas); B - Inicio da formagéao de grande quantidade de cavidades (setas); C - Origem epidérmica das
cavidades (seta); D - Internalizagdo das cavidades no ME; E - Inicio da secregéo e afastamento celular
determinando o lume da cavidade (*); F - Maturacdo da estrutura, epitélio secretor com citoplasma
voltado parao lume da cavidade e vacuolo (seta) para bainha parenquimatica.
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Figura 11 : Maturacao do fruto. A - Aumento da concentragcao de mucilagem intercelular no mesocarpo
interno (MI); B - Internalizag&o das cavidades secretoras no mesocarpo externo (ME); C - Inicio da morte
celular do Ml no sentido centrifugo (destaque); D - Diminuigéo da concentragao de fendis subepidérmico
(destaque) e aumento do mesmo nos tegumentos da semente (seta); E,F - Morte celular programada do
MI, caracterizada pela retracao do citoplasma e perda de suadensidade.
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o Primeira Coleta: Até 72 horas e Segunda Coleta: 20dias Terceira Coleta:Trés e uarta Coleta: Sete meses
apos a polinizagao - Variagao apos a polinizagao - Inicio meses apos a polinizagao pés a polinizagao - Inicio do

dos owulos, desenvolvimento do desenvolvimento - Embriao jovem esenvolvimento e
tipico e atipico (A) e tecidos embrionario (A) e multicelular (A) e iferenciag@o dos tecidos do
ovarianos ricos em fenois e proliferagdes celulares no proliferagbes nucelares ruto (A.B). Intensa formacgao
drusas (B). nucelo(B). invadindo o saco e cavidades secretoras (B).
embrionario (B). Desenvolvimento embrionario

(CeD).

M Indiferenciagao ovariana
I Diferenciagao ovariana
Coletas

Figura 12: Resumo esquematico dos eventos pés polinizacdo descritos para Myrciania fioribunda.
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4. Discussao e conclusdes

O presente estudo, ao investigar a baixa razdo semente/6vulo, caracteristica
de Myrtaceae, revelou um desenvolvimento reprodutivo Unico na populacdo de
Myrciaria floribunda na restinga de Marica. A singularidade na fenologia, expressa
pela auséncia de desenvolvimento do fruto por sete meses, e no desenvolvimento
embrionario retardado levaram a interpretacdo das estratégias reprodutivas da
espécie para um cenario que inclui além das plantas, também os animais.

Tanto a floragdo quanto o desenvolvimento dos frutos ocorreram em periodos
nos quais as chuvas sao frequentes. Os dados de pluviosidade disponiveis para a
area de estudo sdo mensais e incompletos nos anos de estudo, o que dificultou
verificar a existéncia de correlacdo entre floracdo e pluviosidade, ja registrada
anteriormente para outras espécies da familia (Proenca & Gibs, 1994; Kawasaki,
1989). Fidalgo & Kleinert (2009) constataram que a floracdo de seis espécies
pertencentes a quatro géneros de Myrtaceae coincidiu com o periodo de maior
indice pluviométrico em area de restinga em Ubatuba-SP. A floracdo de M. floribunda
se enquadra na estratégia “big-bang” - grande fracdo de flores em antese de
maneira sincronizada - estabelecida por Proenca & Gibbs (1994) para espécies de
Myrtaceae, com base no trabalho de Gentry (1974) em Bignoniaceae.

Os experimentos de polinizacdo manual revelaram que a espécie €
autoincompativel, ja que nos cruzamentos de autopolinizacdo manual nenhum fruto
foi obtido. Os testes para observar crescimento de tubo polinico corroboraram este
resultado, uma vez que as flores que receberam grdos de polen cruzados
apresentaram tubos polinicos nas primeiras 24 horas, ao passo que nas
autopolinizadas ndo houve a germinagcdo, mesmo apos 72 horas. Em M. floribunda
h&a um reconhecimento da origem dos graos de podlen no nivel do estigma. Por outro
lado, Franceschinelli e colaboradores (2007) registraram para a espécie, em area de
floresta Umida (Serra da Mantigueira), uma alta taxa de endocruzamentos e uma
baixa taxa de heterozigose, até mesmo em regibes com grande numero de
individuos, o que € compativel com autocompatibilidade. Desta forma, sendo os
individuos da populagdo de M. floribunda estudados autoincompativeis, fatores
relacionados a autocompatibilidade, como depressao autogamica, nao sao

responsaveis pela baixa razdo semente/évulo observada.
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A antese estende-se por apenas algumas horas da manha e, pouco tempo
apos, as anteras encontram-se totalmente vazias de pélen, fato também observado
para espécies de Eugenia na restinga de Grumari (Silva, 2006). Embora o estudo
dos visitantes florais ndo tenha sido nosso objetivo, a abelha Apis mellifera,
considerada “pilhadora” e capaz de esgotar recursos florais pouco tempo apés a
antese das flores (Gressler et al., 2006), pode estar envolvida uma vez que visitas
por esta abelha foram registradas nas duas localidades de estudo (Grumari e
Marica).

A ocorréncia de limitacdo polinica para a espécie, em nivel de producéo de
frutos, pode estar relacionada a acdo pilhadora de A. mellifera, mas, também, a
transferéncia intraplanta de pdélen pelos visitantes florais. Neste ultimo caso, a
transferéncia ndo resulta na producdo de frutos uma vez que a espécie é
autoincompativel. Por outro lado, a falta de limitacdo polinica, em nivel de sementes
(pelo fato de que a deposicdo de grande quantidade de pdlen compativel sobre
estigmas receptivos ndo resultou em frutos com maior nimero de sementes em
relacdo a polinizacdo natural) atesta que a baixa producdo de sementes por fruto
ndo esta relacionada a falhas na polinizacdo. Conclui-se assim que embora a
polinizagdo natural seja ineficiente em nivel de producdo de frutos, ndo esta
relacionada a baixa razdo semente/évulo na espécie.

A presenca de diferentes padrées nos Ovulos pode explicar a baixa razéo
semente/6vulo. Os Ovulos tipicos provavelmente dardo origem a sementes pela
presenca de saco embrionario desenvolvido. Dentre os Ovulos atipicos, aqueles
com sacos embrionarios extranumerarios podem estar relacionados a baixa razao
semente/6vulo uma vez que, por apresentarem-se diminutos, podem ter vigor
reduzido. Por outro lado, ndo se pode excluir a possibilidade da formacdo de
sementes poliembridnicas, que contribuiriam para a elevacdo da producdo de
sementes as quais, no entanto, ndo foram observadas. Ovulos com sacos
embrionarios aparentemente degenerados, juntamente com o0s ovuloides também
contribuem para a baixa producdo de sementes. Esses dois Ultimos padrdes atipicos
ja foram anatomicamente estudados em espécies de Quercus (Fagaceae)
classificados como o6vulos que nao resultam em sementes (Mogensen, 1975).
Embora o autor ndo utilize o termo ovuloide e descreva estes como Ovulos com

nucelo soélido, atribui a esses 6vulos, somados aos com sacos embrionarios
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aparentemente degenerados, a baixa producédo de sementes por fruto no género. A
presenca de ovuloides € caracteristica marcante do género Eucalyptus (Bohte &
Drinnan, 2005) embora também documentado em outros géneros australianos da
familia Myrtaceae (Prakash, 1969).

A presenca de oOvulos com proliferacdes nucelares, denominadas células
precursoras de embrides adventicios ou adventitious embryos precursor cells (AEPS)
(Bittencourt et al., 2010, Sampaio et al., 2013), € um fenbmeno bastante estudado
na literatura e conhecido como embriogénese adventicia (Koltunow, 1993) ou
apomixia esporofitica (Sampaio et al., 2013), termo adotado neste trabalho. Trata-se
da proliferacdo de células do nucelo e/ou dos tegumentos dos Ovulos que leva a
formacdo de embrides diretamente dos tecidos maternos, sem que haja fertilizacao
(Koltunow, 1993 e Samaio et al., 2013). O modelo utilizado para estudos de
embriogénese adventicia é Citrus (Rutaceae), onde tanto embrides nucelares quanto
zigoticos desenvolvem-se em um mesmo oOvulo (Savidan, 2000; Santos-Filho et al.,
2000; Andrade et al., 2007 e Kishore et al., 2012). Embriogénese adventicia € o caso
mais comum de apomixia (Carman, 1997) e é frequentemente relatada em muitas
familias de angiospermas, dentre elas, Myrtaceae (Mendes-Rodrigues et al., 2005).
Bittencourt e colaboradores (2010) relacionam apomixia a poliploidia. Na familia
Myrtaceae ha registro de poliploides, mas ndo para as espécies do género Myrciaria
(Costa & Forni-Martins, 2006).

Em M. floribunda 15% de O6vulos tém AEPs, ou seja, potencial para
desenvolvimento de apomixia esporofitica, no entanto, ndo ocorre poliembrionia, ao
contrario do registrado para os casos de Citrus (Savidan, 2000; Filho et al., 2000;
Andrade et al., 2007 e Kishore et al., 2012) e em Anemopaegma (Bignoniaceae)
(Sampaio et al., 2013). Em sementes de Citrus, onde ha reduzido grau de
poliembrionia, o embrido zigético é maior e mais vigoroso, sugerindo que ha uma
competicdo por nutrientes do endosperma entre embrides nucelares e zigoéticos
(Filho et al., 2000). Os resultados da autopolinizagéo permitem inferir que a apomixia
esporofitica na espécie estudada € dependente da producdo de endosperma sexual,
uma vez que flores ndo polinizadas nao resultam em frutos assim como fora
verificado também para as espécies de Handroanthus (Bignoniaceae) (Bittencourt et
al., 2010).

31



Discussédo e conclusdes

7

Em M. floribunda, o Unico embrido da semente é o produto final de uma
competicdo diferente da comumente observada em Citrus, Anemopaegma e
Handroanthus (Savidan, 2000; Filho et al., 2000; Andrade et al., 2007 Bittencourt et
al., 2010; Kishore et al., 2012; Sampaio et al.,, 2013). Nestes, a disputa é por
nutrientes do endosperma entre individuos dipléides com genotipos diferentes - o
embrido zigético e o embrido adventicio. Na populacdo estudada, a competicdo
ocorre precocemente, em fases que precedem a fertilizacdo, e envolve um individuo
haploide - o saco embrionario - e um tecido do espordfito diploide (planta mée) - o
nucelo. Em alguns évulos atipicos, os tecidos maternos parecem levar vantagem por
proliferarem invadindo o espaco ocupado pelo saco embrionario e geram embrides
adventicios. Ja nos o6vulos com desenvolvimento tipico, o saco embrionario
apresenta-se vigoroso e sem AEPs. Portanto, os fatores pré-zigoticos, relacionados
a Ovulos atipicos - particularmente aqueles com sacos embrionarios
extranumerarios, aparentemente degenerados e ovuloides - sdo 0s responsaveis
pela baixa razdo semente/6vulo. Os Ovulos com nucelo proliferativo - também
enquadrados no padrao atipico - podem ou ndo estarrelacionados a baixa razao
semente/Gvulo, uma vez que eventualmente desenvolvem-se em sementes.

O fato de que embrides nucelares na maturidade do fruto atingem apenas
estadio globular pode ser interpretado no contexto das estratégias de defesa do
embrido contra a herbivoria. Sementes com embrides nucelares ja foram registradas
anteriormente na familia Myrtaceae (Silva, 2006; Coneglian, 2007). Sua presenca
aumentaria a probabilidade das sementes com embribes zigbticos prosperarem,
uma vez que aquelas com embrides nucelares também estariam disponiveis para a
predacdo. Curiosamente, como se vé mais adiante, esses embrides, diferentemente
dos embrides zigéticos, ndo apresentam cavidades secretoras, sendo mais
propensos a predacdo, uma vez que essas estruturas desempenham protecao
contra herbivoria (Rasolli, 2003; Ogunwande et al., 2005; Stefanello et al., 2008).
Perea e colaboradores (2013) sugerem estratégia equivalente para Ulmus lavis
(Ulmaceae) relacionada a producdo de sementes vazias. O gasto energético para
producdo dessas sementes € baixo e essas ao serem predadas contribuiriam
consideravelmente para o sucesso das sementes com embrides. Sementes estéreis
de Magnolia grandiflora (Magnoliaceae) e Paeonia mlokosewitchii (Paeoniaceae)

apresentam o tegumento externo carnoso e avermelhado cuja funcéo seria a de
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atrair predadores, enquanto que as sementes férteis apresentam coloracao escura e
sdo menos conspicuas (Leins & Erbar, 2010). As sementes de M. floribunda estéo
em lento desenvolvimento e protegidas pelos tecidos ovarianos. Os ovarios
inconspicuos, com embries em inicio de desenvolvimento, podem contribuir para a
protecdo dos mesmos contra a herbivoria, ao passarem despercebidos, ja que, no
periodo de maturacéo dos frutos, frequentemente ha a presenca de larvas e insetos
no interior das sementes.

Outros possiveis mecanismos de protecdo contra a herbivoria estédo
presentes no pericarpo de M. floribunda. A elevada concentracdo de compostos
fendlicos proximos a epiderme interna pode estar associada a prote¢cdo do embrido,
por serem grupos de metabdlitos secundarios que apresentam sabor adstringente,
(Ray, 2006) que causa na lingua uma sensacdo de aperto. Da mesma forma,
Coneglian (2007) descreve nos frutos de trés espécies de Myrtaceae elevadas
concentracbes de fendis nos estratos celulares do pericarpo proximos a semente,
sugerindo o mesmo mecanismo de defesa.

Ainda como mecanismos relacionados a defesa, cristais de oxalato de célcio
(drusas) em M. floribunda parecem oferecer importante protecdo do embrido, ao
causar irritacdes e sensacao de queimaduras em organismos invasores (Franceschi
& Horner, 1980). As drusas, que também desempenham auxilio no mecanismo de
osmorregulacdo (Raven & Smith, 1976), sdo numerosas no ovario durante os sete
meses pos-polinizacdo e na fase inicial do desenvolvimento do fruto. A medida que o
fruto cresce ndo se observa mais essas estruturas, porém inicia-se o
desenvolvimento de grande quantidade de cavidades secretoras.

Os componentes majoritarios dos 0leos essenciais que preenchem as
cavidades secretoras de Myrtaceae sao os terpenoides (Arruda & Victério, 2011;
Stevens, 2001). Os Oleos mostraram-se eficientes no combate a microorganismos
como bactérias e fungos (Rasolli, 2003; Stefanello et al., 2008). Ogunwande e
colaboradores (2005) ao estudarem os Oleos essenciais retirados do fruto de
Eugenia uniflora (Myrtaceae) afirmam que esses apresentaram propriedades
bactericidas.

O progressivo surgimento de muitas cavidades secretoras e 0 aumento de
tamanho dos frutos somados a gradual diminui¢cdo dos fendis e cristais de oxalato de
calcio sugerem uma substituicAo gradual e continua das estratégias de defesa
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durante o desenvolvimento do fruto. No entanto, ndo se pode descartar a
possibilidade de mudanca de funcdo: de prote¢céo, quando em desenvolvimento, e
de disperséo, quando maduros.

O intervalo de sete meses entre a floracdo e o aparecimento dos frutos
embora registrado na populacdo de M. floribunda da restinga de Marica (Rodarte,
2008 e Greco, 2012) e da restinga da Marambaia (Souza, 2005) nunca foi relatado,
até onde se sabe, na literatura botanica, exceto por Ram & Rao (1976, 1981) para
Emblica officinalis (Euphorbiaceae). Os autores, buscando compreender melhor o
fato do crescimento dos frutos terem inicio apenas quatro meses apos a polinizacéo,
procederam a analises somente do ponto de vista hormonal, sem qualquer estudo
anatébmico ou ontogenético.

Ram & Rao (1976, 1981) classificaram o fenbmeno acima como dorméncia
dos frutos. No entanto, o termo pode ter diferentes significados. Dorméncia esta
relacionada a suspensdo temporaria de crescimento de qualquer estrutura que
contenha um meristema (Lang, 1987), tornando a utilizacdo do termo inapropriada
pela auséncia de meristema nos ovarios de M. floribunda. Por outro lado, outros
autores caracterizaram dorméncia como a auséncia de desenvolvimento de tecidos
(Vriezen et al., 2007; Shukla, 2011). Neste contexto, a permanéncia do ovario, sem
que haja desenvolvimento do fruto por sete meses apds a polinizacdo, pode ser
caracterizado como dorméncia. O termo dorméncia utilizado na literatura botanica
estd especialmente relacionado a casos de inibicdo da germinacdo de sementes.
Para sementes, Baskin & Baskin (2004) definem dorméncia “como incapacidade do
embrido de germinar por um periodo de tempo especifico, sob condicbes ambientais
normais e favoraveis a germinacao, isto €, apos a quebra da dorméncia”. Os autores
descrevem cinco classes de dorméncia: morfolégica, fisiolégica, morfofisiologica,
fisica e combinada, todas ocorrendo no periodo pré-germinativo. Outros ainda
utilizam-se do termo “animacgao suspensa” (Gupta et al., 2012) para se referir ao
mesmo fendmeno. Portanto, a utilizacdo do termo dorméncia de uma maneira geral
para estruturas vegetais que contenham um meristema, mas que nao estejam em
desenvolvimento, aliada a utilizacdo restrita a mecanismos pré germinativos de
sementes, nos leva a concluir que dorméncia nao reflete o fenbmeno ocorrente nos

ovarios de M. floribunda.
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O fato dos tecidos ovarianos levarem sete meses para iniciarem a
diferenciacdo em fruto contrasta com o desenvolvimento continuo e lento do embrido
gue néo ultrapassa o estadio globular durante todo esse periodo, evidenciando um
desacoplamento entre o desenvolvimento do fruto e do embrido. Neste contexto, o
lento desenvolvimento inicial embrionario de M. floribunda difere da dorméncia pré-
germinativa e configura uma dorméncia precoce. Até onde sabemos, esse registro é
inédito para plantas, mas é um fenbmeno amplamente estudado na literatura
zoologica, denominado diapausa e definido como um tipo de dorméncia exclusiva do
inicio do desenvolvimento embrionério (Mead, 1993; Renfree & Shaw, 2000).

Esse fenbmeno é de ampla distribuicdo, em insetos e vertebrados - peixes,
répteis, aves e mamiferos (Renfree & Shaw, 2000). A diapausa caracteriza-se pela
drastica reducdo ou cessacdo de mitoses durante o desenvolvimento embrionario
(Lopes et al., 2004) sendo influenciada tanto por variacées nas taxas hormonais da
mae quanto por fatores ambientais como fotoperiodismo e disponibilidade de
nutrientes. O fenbmeno estaria associado a maior chance de a prole prosperar, ja
gue adia o nascimento para um periodo favoravel (Renfree & Shaw, 2000).

Apesar de ndo empregado na literatura botanica, o termo diapausa cabe para
caracterizar o desenvolvimento embrionario em M. floribunda, uma vez que este se
MosStrou vagaroso nos sete primeiros meses e, ap0s esse periodo, rapido até
alcancar a maturidade, coincidindo com épocas mais favoraveis, com o dobro do
volume de chuva em relacdo aos meses anteriores. A dorméncia embrionaria
precoce € identificada em diversos grupos animais que curiosamente nao Ssao
relacionados filogeneticamente (Lopes et al., 2004).

Na restinga de Marica, exceto por M. floribunda, o crescimento dos frutos é
continuo desde o fim da floracdo até a dispersdo das sementes (H. A. Lima,
comunicacdo pessoal). Assim, o0 atraso no inicio do crescimento dos frutos € um
indicio da diapausa. No entanto, essa informacédo € rara, uma vez que estudos
fenoldgicos, que em geral contém esse dado, podem ndo expressar com clareza o
atraso, tornando especialmente dificil novos registros.

Conclui-se que tanto fatores relacionados a autocompatibilidade e pos
zigoticos quanto a polinizacdo natural ndo sdo 0s responsaveis pela baixa razao
semente/ovulo em M.floribunda, uma vez que a espécie é autoincompativel em nivel

de estigma e os experimentos de polinizacdo manual ndo resultaram em frutos com
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maior nimero de sementes do que a polinizacdo natural (apesar desta se ineficiente
em nivel de producéo de furtos). Portanto, atribui-se a fatores pré zigo6ticos a baixa
producdo de sementes na espécie, jA que estes reduzem o numero de Ovulos

férteis.
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