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RESUMO

Sabe-se que animais (e plantas) exibem periodos de atraso reprodutivo - ou seja, pausas
entre a fertilizacdo e o nascimento (e a germinagdo). Tais atrasos no desenvolvimento
embriondrio em animais sdo conhecidos como diapausa embriondria: uma dorméncia
restrita aos estagios iniciais do desenvolvimento embrionario. O fendmeno ¢ comum em
varios grupos nao relacionados filogeneticamente. A diapausa embrionaria ainda nao foi
descrita para plantas, embora existam algumas indicagdes na literatura sobre a
ocorréncia de uma pausa significativa entre a floracdo e o inicio do desenvolvimento do
fruto em um representante da familia Myrtaceae. Essa pausa entre floracdo e
desenvolvimento do fruto evidenciou um pro-embrido em lento desenvolvimento,
caracteristica de diapausa embridnica. Neste trabalho, investiga-se esse padrdo
incomum de desenvolvimento embrionario em duas populagdes de M. floribunda da
floresta atlantica, uma da restinga e outra da floresta. Nossa hipdtese ¢ de que esse
fendmeno ocorra em ambas as populagdes (diapausa embrionaria obrigatéria) e que haja
algumas diferencas ultraestruturais entre os embrides em diapausa e o embrido em
desenvolvimento. Para tanto, foram utilizadas analises anatomicas e ultraestruturais.
Nossos resultados mostram que a diapausa embrionaria foi encontrada em ambas as
populacdes de M.floribunda, o que sugere que esse fenomeno € obrigatorio. Leva
apenas mais dois meses para concluir todo o seu desenvolvimento. Analises
ultraestruturais mostram: i) mitocondrias vacuolizadas durante a dorméncia; ii) Cristas
grandes e uma matriz de mitocondrias densa em elétrons durante o desenvolvimento do
embrido; e 1iii) heterocromatina durante o periodo dormente e principalmente
eucromatina durante o periodo de desenvolvimento. Organizagdo celular semelhante e

alteragdes foram registradas em animais. Em analogia com os animais.



ABSTRACT

Animals (and plants) are known to exhibit periods of reproductive delay — that is,
pauses occurring between fertilization and birth (and germination). Embryonic diapause
in animals is a special kind of dormancy, restricted to the early stages of embryo
development. It is common in several groups of vertebrates, including in mammals.
Embryonic diapause has not yet been described for plants, although there are some
indications in the literature of the occurrence of a significant pause between flowering
and the beginning of fruit development in the angiosperm Myrciaria floribunda Berg.
(Myrtaceae). This gap between flowering and fruit development revealed a pro-embryo
into dormancy, wich is characteristic of the embryonic diapause. This pause has not yet
been associated with dormancy of the embryo. Here, we examine this unusual pattern of
embryo development in two population of M.floribunda from atlantic rain forest, one
from restinga and the other from the forest. We hypothesize that this phenomenon occur
in both population (obligated embrionic diapause) and there are some ultrastructure
diferences between the embryos in diapause and the developing embryo. To this end, we
used anatomical and ultrastructural analyzes. Our results show that the embryonic
diapause was found in both population of M.floribunda, wich suggest that this
phenomenon is obligated. It then takes only a further two months to complete their
entire development. Ultrastructural analyses show: 1) Vacuolated mitochondria during
the dormancy; ii) Large cristae and an electron-dense matrix of mitochondria during
embryo development; and iii) Heterochromatin during the dormant period and mostly
euchromatin during the developmental period. Similar cellular organization and changes

have been recorded in animals. In analogy with animals.
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1. INTRODUCAO

Animais e plantas s3o conhecidos por apresentarem atrasos reprodutivos, ou
seja, pausas no mecanismo de reproducdo que ocorrem entre a fertilizacdo e o
nascimento caracterizando, assim, um lento desenvolvimento embrionario (Orr & Zuk,

2014).

Tais atrasos reprodutivos, em animais, sdo conhecidos como diapausa
embrionaria, um tipo de dorméncia observadas em embrides e ja registrada desde
invertebrados (copépodes e insetos) até vertebrados (peixes, répteis, aves ¢ mamiferos)
(Mapas et al., 2013; Renfree & Shaw, 2000). Este fendmeno resulta em um atraso no
nascimento da prole para épocas do ano mais favordveis em recursos e tem sido
considerado uma estratégia evolutiva vantajosa, uma vez que garante melhores
condi¢des de sobrevivéncia dos descendentes. Curiosamente, a diapausa embrionaria
estd presente em taxons ndo relacionados filogeneticamente, indicando que tenha
surgido independentemente algumas vezes durante o curso evolutivo (Mapas et al.,

2013; Renfree & Shaw, 2000).

Este fendmeno caracteriza-se pela drastica redugdo ou cessacdo de mitoses na
fase inicial do desenvolvimento embrionario (Mead, 1993) que pode levar a um estado
de animacdo suspensa do embrido. A diapausa embriondria desencadeia um
desenvolvimento descontinuo do embrido, por reduzir o ritmo de divisdes celulares
durante as fases iniciais da embriogénese e retomar a velocidade de desenvolvimento
apos seu fim. Os estimulos que desencadeiam essa dorméncia sdo vastos e diferem entre

os grupos de animais, podendo variar desde taxas hormonais maternas, fatores como



sazonalidade, nutri¢do, disponibilidade hidrica e até fotoperiodismo (Renfree & Shaw,

2000).

A diapausa embrionaria divide-se em duas categorias: diapausa facultativa e
diapausa obrigatdria. A diapausa facultativa esta relacionada a fatores enddgenos, como
a presenga de um neonato estimulando a lactagdo. Tal estimulo influencia taxas
hormonais materna que mantém uma segunda prole, ainda em fase inicial da
embriogénese, em diapausa no utero materno. Esta categoria promove uma vantagem
seletiva, uma vez que garantindo a permanéncia de um embrido em diapausa acaba por
levar a formagdo de prole em sequéncia (Paria et al., 2002; Lopes et al., 2004). Por
outro lado, a diapausa obrigatdria ¢ fortemente relacionada com fatores ambientais e ¢
observada em todas as gesta¢des de uma determinada espécie. Esta variante caracteriza-
se por sincronizar o nascimento da prole com €pocas mais favoraveis em recursos

(Rodney & Mead, 1993 ; Lopes ef al., 2004).

Ao analisar embrides de ratos em diapausa, Mc Laren (1968) identificou que nas
primeiras 72 horas ocorreram divisdes mitdticas nos tecidos embriondrios, as quais
cessaram a partir do terceiro dia. Ja Sherman & Barlow (1972) ao analisarem os
blastocistos de camundongos sob o ponto de vista ultraestrutural constataram que a
sintese de DNA também ¢ mantida nos primeiros dias e sd entdo se observa a cessacao
desta sintese, com a maioria das células em fase G1 ou G2 do ciclo celular (sugerindo
parada na divisdo das cé€lulas). Na diapausa embriondria a transcrigdio de RNA ¢
mantida, sugerindo relacdo entre a quebra da dormeéncia e a sintese de DNA, ja que a
sintese ¢ retomada quando o embrido sai desse estagio de dorméncia (Chavez &

Blerkom, 1979).



Por outro lado, em camundongos, apds a retomada do desenvolvimento, foi
observada a reativacdo das atividades nucleares através de analises da estrutura
cromossOmica (Zheng et al., 2014). Zheng e colaboradores (2014) ao analisarem
ultraestruturalmente o nucléolo de células embriondrias em periodos pos-retomada do
desenvolvimento, constataram que estes apresentavam eucromatina (transcri¢ao ativa),
enquanto que os embridoes em diapausa apresentavam predominantemente a

heterocromatina, isto €, estrutura cromossdmica condensada (- transcri¢do ndo ativa).

Em embrides de camundongo em diapausa, ndo ¢ observada a presenga de
poliribossomos, sendo estes observados somente entre 12 a 16 horas apos a reativacao
do embrido (saida da diapausa) (Weitlaut & GreenWald, 1968 ; Weitlauf, 1973). Tais
observagoes, segundo os autores, sugerem uma reducdo na sintese proteica nos

embrides em diapausa.

H4a também, dados sobre alteragdes na ultraestrutura mitocondrial, em
camundongos, observadas em embrides em diapausa e embrides que retomaram
desenvolvimento. Bergstrom & Nilson (1975) constatam que, apos a indu¢do hormonal,
promotora da quebra da diapausa, as mitocondrias embriondrias apresentam matriz
elétron-densa e cristas largas, sugerindo intensa atividade metabdlica. Apesar dos
embrides em dorméncia e ndo-dormentes apresentarem numero populacional
mitocondrial equivalente, embrides em diapausa apresentam um maior percentual de
mitocondrias com vacuolos nas cristas, indicando baixa atividade metabdlica (Zheng Fu

etal.,2014).

Dorméncia embriondria , em plantas, ¢ um fendmeno vastamente registrado na

literatura e impede a germinacdo das mesmas sob condi¢des desfavordveis (Bewley,



1997). O desenvolvimento da semente e do embrido compreende duas fases principais:
a embriogénese e a maturagdo da semente. A dorméncia embriondria em plantas ¢é
induzida durante a fase de maturagdo da semente (Holdsworth et al., 2008 ; Graeber,
2012) e ¢ caracterizada por baixas atividades metabdlicas e pouco crescimento. Assim,
o fenomeno da diapausa embrionaria ndo deve ser confundido com o mecanismo de
dorméncia de sementes, amplamente estudado na literatura botanica, que compreende
um embrido ja diferenciado, em fase de maturagao (Holdsworth et al., 2008) a espera de
condi¢des ambientais que promovam a germinacdo (Copete et al., 2011; Baskin &

Baskin, 1998; Ptak et al., 2012).

Sementes dependem da retomada da respiragdo mitocondrial para germinarem e
por isso sdo consideradas um modelo interessante para investigar as propriedades
mitocondriais no que diz respeito a tolerancia a desseca¢do. A maioria das sementes ¢
tolerante a a seca, o que permite que o ciclo celular seja suspenso por longos periodos e
posteriormente restabelecido em condigdes favoraveis. Porém, as chamadas sementes
ortodoxas desidratam durante a fase final de maturagdo, chegando a um baixo teor de
agua, entre 5% e 15%, dependendo da espécie. A respiracdo ¢ geralmente afetada pelo
estresse hidrico, influenciando na taxa de fotossintese. A capacidade das mitocondrias
da semente em lidar com uma severa desidratacao indica que essa organela desempenha

papel vital na tolerancia a desidratagdo (Owen & Macherel, 2009).

Enquanto a dorméncia pré-germinativa em plantas, na fase de maturacdo da
semente, ¢ vastamente estudada na literatura botanica, embrides no inicio de
desenvolvimento que entram em estadio de cessagdo ou reducdo das divisdes mitoticas,

relacionados ou ndo com condigdes ambientais - diapausa nos animais - foi pela



primeira vez registrado e descrito em fases iniciais da embriogénese vegetal por Spala
(2013). Tal trabalho abrangeu analises anatdmicas e ontogenéticas da semente e do fruto
de Myrciaria floribunda, encontrando-se o artigo pronto para submissdo: “First record
of embryonic diapause (early embryo dormancy) in plants: A case study of
guavaberry (Myrtaceae) from the Atlantic Rainforest”. Myrciaria floribunda é uma
Myrtaceae nativa da Mata Atlantica presente em praticamente todo litoral
Brasileiro;apresenta habito arbustivo a arboreo com crescimento lento, podendo atingir
at¢é 20 metros de altura, sendode facil identificagdo por apresentar uma casca
esbranqui¢ada (Franceschinelli ef al., 2007) e/ou avermelhada que descasca em laminas.
Seus frutos sdo consumidos in natura e nas formas de doces e geleias, sendo também

muito apreciados como aromatizantes de cachacas (Lorenzi et al., 2015).

Apo6s a polinizagdo dos individuos de M. floribunda da APA da restinga de
Marica, RJ constatou-se o inicio do desenvolvimento embriondrio logo nas primeiras
semanas, que apos certo tempo cessou ou continuou vagarosamente por um periodo de
sete meses, coincidindo com €pocas do ano de baixo indice pluviométrico. Durante esta
fase ndo houve desenvolvimento dos frutos. Apds este periodo, ocorreu aceleragdo/
retomada do desenvolvimento embriondrio que coincidiu com o inicio do
desenvolvimento dos frutos, ambos atingindo a maturagdo em cerca de dois meses. Tal
retomada de desenvolvimento também coincidiu com maiores indices pluviométricos

(Spala, 2013).

Com base nesse contexto, foram formuladas as seguintes hipoteses: (1) A

ocorréncia de diapausa embrionaria em Myrciaria floribunda € obrigatodria. (2) Ocorrem



variacoes no desenvolvimento embrionario em diferentes ambientes. (3) Ha diferencas

ultraestruturais do embrido em diapausa e embrido com desenvolvimento retomado.

2. MATERIAL E METODOS

Os objetos de estudo foram duas populagdes de Myrciaria floribunda localizadas

na APA da restinga de Maric4 e no Parque Nacional da Serra dos Orgaos, RJ.
O estudo foi realizado no periodo de agosto de 2015 a agosto de 2018.
2.1. AREA DE ESTUDO

A) O cordio interno da restinga da APA (Area de Protecio Ambiental) de Marica- RJ,
situa-se no litoral fluminense, municipio de Marica, entre os distritos de Barra de
Marica e Itaipuagu, entre as coordenadas 22°55’a 22°54°S e 42°48’°a 42°54°W. (Fig. 1A).
Na area de estudo, a populacgao distribui-se sobre solo arenoso, em moitas intercaladas
por espacos praticamente desnudos (Fig. 1A”). Os individuos de M. floribunda coletados

nessa area de estudo estdo listados na Tabela 1.

O clima ¢ tropical umido (Koeppen, 1948). Em Maricé, a precipitagio média
¢1.130 milimetros por ano, concentrados entre outubro € margo, mas sem uma estagao
seca no inverno. Anualmente, a temperatura média do ar , de madximos ¢ minimos, sdo
28.0°C e 15.3°C, respectivamente, com média anual de 23.6°C, com julho sendo o més

mais frio e fevereiro o mais quente (Mantovani &lIglesias, 2001).

B) A Mata ombrofila densa do Parque Nacional da Serra dos Orgios (PARNASO),

localiza-se na Regido Serrana do Estado do Rio de Janeiro , entre as coordenadas 22°52'



e 22°54'S e 42°09' e 45°06'W, e altitudes variando de 300 a 2.263m (Fig 1B). O parque
abrange os municipios de Teresopolis, Petropolis, Magé e Guapimirim, com distintas
fisionomias florestais (floresta pluvial baixo-montana e montana; floresta pluvial alto-
montana e campos de altitude) que variam com a altitude (ICMBio, 2008) (Fig 1B’). Os

individuos de M. floribunda coletados nessa area de estudo estdo listados na Tabela 2.

O clima na regido ¢ classificado como mesotérmico, com verdes brandos, sem
estacdo seca e abundante precipitagdo (superior a 2.000 mm). A alta pluviosidade
encontrada da regido ¢ devido a ocorréncia de chuvas orograficas provocadas pela

presenga da Serra do Mar (ICMBio, 2008).

Tabela 1: Individuos de Myrciaria floribunda coletados na restinga de Marica/R;.

Individuo Local Posicao Geografica Observacao
MFR -1 Corddo interno da da  Altitude: 9m Arbusto com casca
APA Lat: 22 57°53”S esbranquicada

Long: 42 53°42”' O

MEFR -2 Cordao interno da da  Altitude: 10 m Arbusto
Lat: 22 57°53”"' S
APA Long: 42 53’41 O

MFR -3 Cordao interno da da  Altitude: 6m Arbusto
APA Lat: 22 57°50”S
Long: 42 53°40”' O
MEFR - 4 Cordao interno da da  Altitude: ??m Arbusto
Lat: 22 57°50”S
APA Long: 42 53’40 O
MFR -5 Cordao interno da da  Altitude: 11m Arbusto
APA Lat: 22 57°49”°S

Long: 42 53°40”' O

MEFR - 6 Cordao interno da da  Altitude: 4m Arbusto
Lat: 22 57°49”S
APA Long: 42 53°40”' O




Individuo Local Posicao Geografica Observacao
MFR -7 Cordao interno da da  Altitude: 7m Arbusto
APA Lat: 22 57°48”S
Long: 42 53°41' O
MFR -8 Corddo interno da da  Altitude: -1m Arbusto

Tabela 2: Individuos

APA

monitorados de

Lat: 22 57°49”S
Long: 42 53°41”' O

Myrciaria floribunda na mata ombrofila

(PARNASO)
Individuo Local Posicao Geografica Observacao
MFP -1 Sede Guapimirim Altitude: 381m Arvore de 5 metros,
Trilha Mae dagua Lat: 2229’ 37” S  Tronco descamando
Long: 42 59’ 59' O
MFP -2 Sede Guapimirim Altitude: 381 m Arvore de 7 metros,
Trilha Mae dagua Lat: 22 29’ 38”' S Tronco ligeramente
Long: 42 59° 58' O  marrom ¢
descamando
MFP -3 Sede Guapimirim Altitude: 377m Arvoreta de 5 metros
Trilha Mae dagua Lat: 2229’ 39 S com tronco
Long: 42 59° 57" O descamando
MFP -4 Sede Guapimirim Altitude: 356m Arvoreta de 4 metros
Proximo a trilha do Lat: 22 29> 41 S com tronco
poco da capela Long: 4259’ 52 O  esbranquigado e liso
MFP -5 Sede Guapimirim Altitude: 400m Arvoreta de 5 metros,
Margeando a estrada Lat: 2229’41 S tronco descamando
ao lado direito do Long: 43 00’ 05™' O
Museu.
MFP -6 Sede Guapimirim Altitude: 398m Arvore de 10 metros
Margeando a estrada Lat: 22 29> 39 S com tronco
ao lado esquerdo do Long: 4300’05 O  ligeiramente marrom
Museu. ¢ descamando.
MFP -7 Sede Guapimirim Altitude: 406m Arvore de 9 metros
Inicio da trilha do Lat: 22 29> 38’ S com tronco
poco verde Long: 43 00’ 06 O ligeiramente marrom
e descamando.
MFP-8 Sede Guapimirim Altitude: 422m Arvoreta de 3 metros

Trilha do pogo verde

Lat: 2229’ 35” S
Long: 43 00°07”' O

com tronco liso



Individuo Local Posicao Geografica Observacao
MFP -9 Sede Guapimirim Altitude: 427m Arvoreta de 4 metros
Trilha do pogo verde Lat: 2229’ 34 S com tronco liso
Long: 43 00° 09" O
MFP - 10 Sede Teresopolis Altitude: 1.144m Arvoreta de 4 metros
Trilha Cartao Postal Lat: 22 27> 26 S
Long: 42 59°41°' O
MFP- 11 Sede Teresopolis Altitude: 1.212m Arvoreta de 4 metros
Trilha Cartdo Postal Lat: 22 27> 28 S com tronco marrom
Long: 42 59’36 O ligeramente
avermelhado e
descamando
MEFP - 12 Sede Teresopolis Altitude: 1.224m Arvore de 5 metros
Trilha Cartao Postal Lat: 22272 29” S com tronco
Long: 42 59’33 O avermelhado e
descamando
MFP - 13 Sede Teresopolis Altitude: 1.245m Arvore de 10 metros

Trilha Cartdo Postal

Lat: 22277 27" S
Long: 42 59°29' O

2.2 ESTUDOS ANATOMICOS E HISTOQUIMICOS

com tronco grosso €
avermelhado,
descamando

Para o estudo anatomico, frutos foram coletados ao longo do desenvolvimento -

desde flor em pds-antese até frutos maduros.

As coletas foram realizadas em intervalos de 15 dias.

As amostras foram

fixadas em solucdo de formaldeido 4% + glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato de

sodio 0,05 M, pH 7,2 (Gahan, 1984), submetidas a baixa pressao, desidratadas em série

etilica, emblocadas em Historesin®(Leica) e seccionadas com navalha de vidro em

microtomo rotativo, modelos (Spencer 820 American Optical Co e RM2255 - Leica).

Seccdes seriadas de 1-3 pm de espessura foram coradas com Azul de Toluidina O

0,05% (Feder & O’Brien, 1968).
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Andlises, mensuragdes e documentacdo fotografica foram realizadas em
microscopio Olympus BX-51 com camera Q color 5 e software Image-Pro Express e em
microscopio Leica DM500 com camera Leica ICC50 HD e software LAS EZ versao
3.0.0. As imagens foram trabalhadas no software Photoshop 6.0 e as pranchas montadas

utilizando o CorelDRAW 12.

Para testar a presenca das principais classes de metabolitos secundarios, sec¢des
de material emblocado e fresco, obtidas em microtomo rotativo € de Ranvier foram
tratadas com: (a) Sudan Black e Sudan IV, para compostos de natureza lipofilica
(Jensen, 1962), (b) Lugol, para amido (Langeron, 1949), (c) solucdo de dicromato de
potéssio, para compostos fendlicos (Johansen, 1940), (d) Vermelho de Ruténio, para
substancias pécticas (Langeron, 1949), (e) 4acido acético e acido cloridrico para
a determinagao da natureza quimica dos cristais através de testes de solubilidade

diferencial (Maclean & Ivemey-Cook, 1952).

2.3 GERMINACAO

As sementes foram retiradas manualmente dos frutos e, nos dias subsequentes as
coletas de campo, submetidas a germinagdo em laboratério (n=20), em temperatura
ambiente, usando-se placas de Petri com papel de filtro umedecido com 4gua destilada.
Os experimentos de germinacdo foram acompanhados diariamente. Foi considerada
germinada a semente que apresentou o rompimento dos tegumentos e pode-se observar

a projecao da radicula.
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2.4 ESTUDO ULTRAESTRUTURAL

Para andlise ultraestrutural, amostras foram fixadas em glutaraldeido (2,5% em
tampao fosfato 0,1M, pH 7,3) por 24 horas ou Karnovsky, pds-fixadas em tetroxido de
6smio (1% em tampao fosfato 0,1M, pH 7,3) incubadas em acetato de uranila (0,5% em
solucdo aquosa), desidratadas em séries crescentes de solugdes de acetona e incluidas
em Araldite. As sec¢des ultrafinas (50nm) foram contrastadas com solucao saturada de
acetato de uranila e citrato de chumbo (Reynolds, 1963) e foram observadas ao

microscopio eletronico de transmissdo Tecnai Spirit, a 60kv.
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3. RESULTADOS

3.1 Aspectos da fenologia de Myrciaria floribunda

*  Na APA da restinga de Marica.

Os individuos de M. floribunda estudados na restinga de Marica apresentaram
habito variando de arbustivo a arbdéreo, com 1 a 3 metros de altura, casca esbranquicada

e esfoliante (Fig 2 A e B). As folhas apresentaram aroma tipico, facilmente detectavel.

No inicio do més de setembro de 2015, observou-se a presenga de frutos
inconspicuos com coloragdo amarela-esverdeado nos ramos. Esses frutos apresentaram
regido cicatricial no apice, proveniente da queda do perianto e estilete, que pode ser

facilmente confundida com um ramo quebrado (Fig.2 C)

No més de outubro, os frutos até entdo inconspicuos, apresentaram inicio de
crescimento e passam de tamanhos inferiores a I1mm em setembro a 2 a 4mm tornando-
se perceptiveis nos ramos. A coloracdo dos frutos também se tornou verde mais intenso

(Fig. 2 D).

Apos algumas semanas de intensas chuvas, no inicio de dezembro, os frutos
apresentaram crescimentos ainda mais expressivos com tamanhos variando de 8 a
10mm e a coloragdo que variou do esverdeado ao laranja, quando maduros (Fig. 2 E e
detalhe). A maioria dos frutos nesta época ja estavam maduros e sendo dispersos (Fig. 2

F).

Apds os meses de janeiro, fevereiro e margo (de 2016) bastante chuvosos, em

meados de  abril até o inicio de maio os individuos de Myrciaria floribunda
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floresceram. A flor apresenta sépalas verdes e pétalas alvas/brancas. Os estames sdo
numerosos ¢ destacam-se na flor em antese (Fig. 3A e detalhe). As flores sdo efémeras
entrando em senescéncia que ¢ caracterizada pela queda do perianto e estames, no
mesmo dia da sua antese. O estilete foi mantido nos ovarios por mais sete dias (Fig 3B).
Nessa fase, os ovarios mantidos na planta mae apresentavam colora¢ao esverdeada e

tamanhos inferiores a Imm (Fig 3C).

Nos meses seguintes 0s ovarios tornaram-se menos vistosos passando de
esverdeados a amarelados e por fim esbranquigados. Tais ovarios podem ser facilmente

confundidos com uma parte do ramo vegetativo quebrado (Fig. 2B).

No final do més de setembro, cinco meses ap6s a floragdo, os ovarios iniciaram
seu desenvolvimento em frutos. De esbranquicados e inconspicuos passam a

esverdeados e mais discerniveis (Fig 2. C e D).

Posteriormente, em outubro e novembro os frutos atingiram a maturidade em
apenas dois meses, passando de Imm alOmm e de esverdeados a alaranjados que

emanam cheiro adocicado caracteristico (Fig 2. E e F).

«  No Parque Nacional da Serra dos Orgdos.

Os individuos estudados na 4rea do Parque Nacional da serra dos Orgios
apresentam habito arbdreo, variando de 3 a 10 metros de altura (Fig 3 D). O DAP
mostrou-se variavel, ha individuos com tronco delgado (DAP = 15c¢m) e outros com
troncos mais grossos (DAP = 40cm) . O tronco de alguns individuos era esfoliante e de
coloracdo marrom (Fig 3E) a verde, j4, outros apresentaram o tronco liso. O aroma das

folhas desses individuos era pouco perceptivel.
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No inicio do més de janeiro de 2018, os individuos floresceram (Fig. 3F). As
flores efémeras, entraram em senescéncia ao final do mesmo dia em que entram em
antese (Fig 3G). Nos meses subsequentes, fevereiro, margo e abril identificou-se a

manuten¢do dos ovarios nos ramos da planta mae (Fig. 3 H).

3.2 Anatomia do ovario e fruto

Os frutos coletados no final do més de setembro apresentaram aproximadamente
Imm de comprimento e a partir deste periodo iniciaram seu desenvolvimento tornando-
se mais conspicuos, vistosos e esverdeados até que atingissem a maturidade (no inicio

de dezembro) com aproximadamente 10mm e coloragdo alaranjada (Fig. 4A , B, C e D).

Com tamanhos inferiores a 1lmm, os ovarios apresentaram epiderme
uniestratificada com células retangulares e altas concentracdes de conteudos fendlicos
(Fig. 4E). O tecido parenquimatico apresentou células globosas e em toda sua extensdo
também ¢ rico em fendis (Fig. 4E e F). Cavidades secretoras foram encontradas nas
camadas subepidermicas e nas camadas mais internas do tecido parenquimatico, ha
grande disposicdo de idioblastos drusiferos principalmente circundando o ovario (Fig
4E). Na regido apical notou-se um espesso tecido de cicatrizacdo repleto de células

retangulares com fenois e parede espessa com suberina. (Fig 4F)

A partir de entdo o pericarpo iniciou seu desenvolvimento marcado pela
abundancia do desenvolvimento de cavidades secretoras subepidérmicas que
aumentaram de volume progressivamente e levaram ao crescimento em diametro do
fruto (Fig. 5A). A regido parenquimatica situada abaixo da por¢do rica em cavidades

secretoras estende-se até a epiderme da face interna e teve o desenvolvimento
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caracterizado por numerosas mitoses € presenca de mucilagem nos espacos
intercelulares (Fig 5B), idioblastos drusiferos e fendlicos. Estes dois ultimos,

predominaram a regido que circunda os 6évulos (Fig. 5C).

A medida que o fruto se desenvolve a abundancia de contetidos fenélicos
diminuiu no sentido centrifugo e houve um progressivo aumento de mucilagem nos
espacos intercelulares. Na maturidade do fruto, observou-se nas células
parenquimaticas, no sentido centrifugo, a retragdo do citoplasma e gradual redugdo de
sua densidade. Esta regido do parenquima foi progressivamente substituida por uma

matriz mucilaginosa (Fig. 5C)

3.3 Embriogénese sexual

Sementes coletadas no més de maio apresentaram a formacdo da testa
caracterizada por grande quantidade de idioblastos fendlicos no tegumento. A regido
micropilar mostrou-se formada pelo Uinico tegumento presente e tecido nucelar espesso
(Fig. 6A). Internamente ao tegumento, identificaram-se camadas de tecido nucelar com
células de vacuoma desenvolvido e citoplasma denso. As células nucelares mais
proximas a regido micropilar estavam repletas de graos de amido conspicuos (Fig.6B).
No interior da semente, logo apds as camadas nucelares, o zigoto caracterizou-se como
uma cé¢lula diferenciada e polarizada. Esta célula tem citoplasma denso, rico em graos
de amido rodeando o ntcleo que € conspicuo. Enquanto o nucleo do zigoto estd voltado
para a célula média a regido do vacuolo estd voltada para a micropila (Fig. 6C e

detalhe).
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Nessa fase, notou-se também embrides bicelulares, ancorados a regido
micropilar. As células embriondrias apresentaram grande quantidade de granulos de
amido dispostos em trés unidades, o nucleo era evidente , o citoplasma era denso e o
vacuolo era conspicuo (Fig 6D). Os limites celulares do endosperma foram pouco
discerniveis, este tecido caracteriza-se por um material cistoplasmatico distribuido no

interior da semente (ndo celularizado) (Fig.6 E).

Em junho, o embrido apresenta células poucas células com caracteristicas
meristematica. O citoplasma ¢ bastante denso e o nucleo ¢ evidente. Nesta fase ja estd
estabelecido um suspensor bicelularizado, de células com vacuolo desenvolvido e que
ancora o embrido a regido micropilar. Nesta fase o endosperma inicia progressivamente

a formacao de paredes em suas células (Fig. 6F)

Em julho, o embrido ganhou poucas novas células e estas apresentaram as
mesma caracteristicas meristematicas. J4 o endosperma apresentou-se celularizado com
células de vacuolo bastante desenvolvido (Fig. 7A). J4 em agosto o embrido apresentou-
se em fase globular inicial. O suspensor era bicelularizado com células vacuolizadas e

de contorno retangulares (Fig. 7B).

Ao longo de todos esses meses, notou-se também sementes vazias, sem
evidéncias de endosperma ou embrides (Fig. 7C). Em outros casos, ha sementes
formadas apenas por tegumento e nucelo e material celular degenerado préximo a

regido micropilar(Fig. 7D).

No final de setembro, quando os frutos apresentam lmm, o embrido em fase

globular apresenta diferenciacdo de protoderme. As células abaixo da protoderme
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apresentam padrao de divisdes periclitais e citoplasma denso. H4 células na porgao
basal embrionaria ricas que granulos de amido. O suspensor ¢ caracterizado por uma
célula grande, em comparagdo as demais células embriondrias, € com vacuolo bastante

desenvolvido (Fig. 7 E).

3.4 Embriogénese adventicia

Além do desenvolvimento de embrides de origem sexual, as andlises das
sementes ao longo do desenvolvimento do fruto também evidenciaram embrides
adventicios de origem nucelar. No nucelo destas sementes, foi comum observar
proliferacdes intrusivas de células em uma determinada regido do nucelo. Tais células

proliferativas apresentam vacuoma desenvolvido (Fig. 8A).

Nessas proliferagdes, em alguns casos, observou-se uma célula diferenciada com

nucleo evidente e citoplasma rico em amido (Fig. 8B).

Um més e meio apds a floragdao, no tecido nucelar diferenciou-se um pro-
embrido bicelular, cujas células exibiam citoplasma denso, nucleo evidente e rico em
amido no citoplasma (Fig. 8C). Outros embrides adventicios originaram-se até mesmo
de células nucelares no polo calazal (Fig. 8D). Estes embrides apresentam células com

vacuolo conspicuo (Fig. 8C).

Dois meses apo6s a floragdo, embrides adventicios com células apicais globosas,
nucleo grande e vacuoma bem desenvolvido foram observados. Na parte basal do
embrido, ocorreram duas células retangulares com vactiolo bem desenvolvido. Todas as

células embriondrias nesse estadio apresentaram graos de amido (Fig. 8E).
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Em frutos com 2mm, cinco meses apos a floragdo, verificou-se sementes com
embrides em fase de torpedo, caracterizados pelo alongamento dos cotilédones e eixo
hipocotilo-radicula diminuto. Esse embrido estava ancorado em células nucelares nao

adjacentes a regido micropilar (Fig. 8F).

3.5 germinacio seminal

As sementes submetidas a germina¢do apresentaram a emergéncia radicular 18
dias apo6s o inicio do experimento (Fig. 9A). A radicula mostrou-se esbranquicada e
delgada.  Vinte dias apos a protusdo da primeira radicula, ou seja, 38 dias apos as
sementes serem submetidas a germinagdo, notou-se o aparecimento de um segundo eixo
bastante proéximo ao primeiro eixo radicular(Fig. 9B). Esse segundo eixo germinativo ¢

coloragdo avermelhada e apresentou intensa pilosidade.(Fig. 9C)

O eixo radicular apresentou epiderme uniestratificada com espessamento de
parede celular. Abaixo da epiderme, no tecido parenquimatico identificou-se de trés a
quatro camadas de células globosas e vacuolizadas. Nessa regido notou-se por vezes,
espagos intercelulares. Internamente a esse estrato parenquimatico, foi possivel
identificar células do parénquima de contorno retangulares e impregnadas de contetidos
fendlicos. Internamente ao parénquima, notou-se a presenca de cilindro vascular sélido

em que destacavam-se os elementos de vaso com parede celular espessadas (Fig. 9D).

O segundo eixo a emergir do embrido apresentou epiderme uniestratificada de
contorno irregular e parede espessa. O parénquima apresentou células globosas com
vacuolos conspicuos e abundancia em fenoéis. Por vezes, foi possivel identificar espagos

intercelulares nessa regido parenquimatica. Abaixo dos estratos parenquimaticos
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identificou-se uma camada de células densamente coradas e de contorno retangulares.
Os feixes vasculares circundam uma regido medular com células circulares e
vacuolizadas. Foi possivel identificar atividade cambial entre as células do xilema e

floema (Fig. 9E).

A figura 10 resume o desenvolvimento do fruto e da embriogénese, no ano de

2016, da populacao de Myrciaria floribunda da APA de Marica-R1J.

3.6 Ultraestrutura

Embrido em diapausa

Dois meses apds a floracao, embrides em diapausa apresentaram suspensor com
duas células, sendo as paredes externas (aquelas voltadas para o endosperma),
espessadas e as paredes internas, em contato com o embrido propriamente dito, delgadas
(Fig. 11A) e interconectadas por plasmodesmos (Fig. 11B). O protoplasto ,das células
do suspensor, apresentou vacuoma desenvolvido ocupando quase todo o volume
celular, atravessados por corddes citoplasmaticos, € com a membrana do tonoplasto
rompida em algumas porgoes, (Fig. B-C). Notou-se pequenos amiloplastos dispersos no
citoplasma (Fig. 11C) e vesiculas com ribossomos associados & membrana dispostas na

periferia do citoplasma, além de ribossomos livres (Fig. 11D).

O embrido propriamente dito apresentou células de paredes delgadas com
plasmodesmos (Fig. 11D). O protoplasto era fortetmente eletron—denso, o nucleo ¢ a
membrana nuclear, por vezes ausente (com interrupgdes), eram evidentes € notou-se
heterocromatina (Fig. 11E). O nucleolo era conspicuo, o reticulo endosplasmatico

rugoso apresentou disposicao linear e ocorreu proximo ao nucleo (Fig. 11F). Numerosos
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ribossomos livres estavam presentes em todas as regides citoplasmaticas (Fig. 11F).
Nesta fase, notaram-se poucas mitocondrias com cristas pouco evidentes e matriz
elétron-translicida (Fig. 11F) e muitas mitocondrias intumescidas, desprovidas de
cristas e com matriz elétron-translicida (Fig. 12A e detalhe). O vacuoma era formado
por vactolos de diferentes dimensdes e apresentaram tonoplasto integro (Fig. 12B). Os

dictiossomos eram diminutos e ocorrem na periferia celular (Fig. 12C)

O endosperma apresentou paredes com fibrilas de celulose desorganizadas na
regido em contato com o embrido propriamente dito. As células deste tecido
apresentaram citoplasma reduzido e vacuoma desenvolvido que ocupava quase que a
totalidade do volume celular com material membranoso no interior (Fig. 12D). Nestas
células houve retragdo protoplasmatica; o citoplasma ¢ periférico com nuicleo e nucléolo
evidentes (Fig. 12D). Notou-se também presenca de elaioplastos em diferentes estadios
de desenvolvimento, alguns destes fusionaram-se a membrana plasmatica (Fig. 12E).
Dictiossomos bem desenvolvidos com as extremidades das cisternas dilatadas formaram
vesiculas e ribossomos livres estavam dispostos no citoplasma (Fig. 12 E). As
mitocondrias do endosperma possuiam matriz elétron-densa e cristas evidentes (Fig.

12F).

Embrido retomando o desenvolvimento

Cinco meses ap6s a florag@o e paralelamente ao inicio do desenvolvimento dos
frutos, em algumas células epidérmicas do embrido houveram divisdes periclinais (Fig.
13A). As células embriondrias nesta fase apresentaram parede celular com muitos

plasmodesmos e, posteriormente, houve o espessamento da parede (Fig. 13B). O
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citoplasma era denso e abundante; o vacuoma era formado por numerosos vacuolos de
tamanhos variados, com distribui¢do uniforme e continha material floculado (Fig.
13C), ou resquicios de material membranoso em seu interior (Fig. 13D). O nucleo
celular nesta fase era volumoso, esférico e ocupava a regido central da célula (Fig 13 A

e B).

Amiloplastos em diferentes estadios de diferenciagdo foram encontrados em
toda regido citoplasmatica das células embrionarias (Fig 13.E); houveram também
amiloplastos cujas membranas externas estavam parcialmente degradadas, que eram
conspicuos, elétron-transliicidos e em inicio do processo de hidrolise que distribuem-se
pelo citoplasma (Fig. 13F). Ainda na regido citoplasmatica notou-se plastideos
lamelares e reticulo endoplasmatico rugoso (RER) com disposi¢do linear (Fig. 14A).
Os dictiossomos caracterizaram-se por serem inconspicuos e apresentarem de duas a
trés cisternas (Fig. 14B). As mitocondrias eram numerosas, algumas apresentaram
cristas discerniveis e matriz elétron-densa, e outras apresentaram a matriz eletron-

translucida (Fig. 14C).

O ntcleo das células embriondrias era centralizado e o envoltério nuclear era
ininterrupto (Fig. 13F). Em algumas poucas regides nucleares o DNA estava disposto
em heterocromatina, apresentando-se em sua maior por¢ao sob a forma de eucromatina
(Fig. 14D). O nucléolo nestas células mostrou-se evidente em algumas células, em

outras e de maneira mais frequente, apresentou menor densidade. (Fig. 14E).

O endosperma caracterizou-se por apresentar células vacuolizadas e com o

citoplasma reduzido a uma delgada camada de na periferia celular. O nicleo apresentou
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envoltorio nuclear sinuoso com um grande nucléolo. O citoplasma apresentou
mitocondrias com cristas evidentes e matriz eletron-densa, numerosos corpos lipidicos,
RER situado na periferia citoplasmatica e houve também a presenca de grande

quantidade de corpos multivesiculares (Fig 14F).

Ao longo do desenvolvimento seminal, notou-se a proliferacdo de células
nucelares no sentido centripeto, em dire¢do ao endosperma (fig. 15A). Essas células
proliferativas apresentaram parede bastante espessa € o citoplasma denso com nucleo e
nucléolo conspicuos, mitocondrias com cristas evidentes e matriz elétron-densa. Ainda
nestas células, os vacliolos eram numerosos e diminutos e graos de amido dispostos em

trés unidades e corpos lipidicos também foram identificados (Fig. 15B).

Embrido em desenvolvimento

Os embrides em desenvolvimento estdo em processo de divisdo celular e as
cé¢lulas embriondrias apresentaram paredes celulares delgadas (Fig. 15C)
interconectadas por plasmodesmos (Fig. 15D). Nessas células o nlicleo apresentou
nucléolo evidente ¢ DNA predominantemente em eucromatina, com as regides em
heterocromatina mais proéximas a membrana nuclear (Fig. 15E). O citoplasma era
abundante e rico em ribossomos (Fig. 15C), com numerosas mitocondrias com cristas
evidentes e matriz elentron-densa (Fig. 15D, F). Plastideos polimorficos mostraram-se
abundantes e caracterizados por apresentar um istmo na regido central (Fig. 16.A);
corpos lipidicos de tamanhos variados foram observados no interior dos vactolos (Fig.
16B). Dispostos na periferia citoplasmatica notou-se uma grande populacdo de

dictiossomos, com numerosas cisternas de extremidades dilatadas, formando vesiculas
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(Figs. 16C-D) que se fundem a membrana plasmatica (Fig. 16D). Nas adjacéncias dos

dictiossomos, ocorrem elementos do reticulo endoplasmatico rugoso (Fig. 16C).

Numerosos vacuolos de tamanhos distintos estdo distribuidos em todo o
protoplasto (Figs. 16E-F). Em algumas regides, esses vacuolos fundem-se, originando
vactolos maiores (Fig. 16F) que podem apresentar conteudo granular ou restos
membranosos (Fig. 16E-F). O RER ¢ extensivo e apresenta disposi¢do linear (Fig.

17A).



4. Discussao

O presente trabalho se propds a investigar se a ocorréncia de diapausa
embrionaria em Myrciaria floribunda é obrigatoria ou facultativa. Sendo esta dorméncia
obrigatdria, possiveis variagdes no desenvolvimento embriondrio ocorreriam em
diferentes ambientes. O trabalho objetivou também investigar diferengas ultraestruturais
dos embrides em diapausa para os embrides em desenvolvimento. Para a comprovagao
de tais hipoteses, foram realizadas analises anatomicas e ultraestruturais de embrides de
duas populacdes de M.floribunda estabelecidas em area restinga(APA - Marica-RJ) e
mata ombrofila densa (PARNASO - Teresopolis-RJ). As andlises de campo e
anatomicas confirmaram que a diapausa embriondria € obrigatoria, uma vez que tanto os
individuos analisados no PARNASO quanto os da restinga, apresentaram um lento
desenvolvimento nas fases iniciais embrionarias. As analises ultraestruturais também
mostraram diferengas significativas nos padrdes mitocondriais, sendo cristas e matrizes
ausentes durante a diapausa embridnica e matriz elétron-densas com cristas evidentes
em embrides em desenvolvimento. A estrutura de DNA foi outro carater variavel nessas
duas fases embrionarias: heterocromatina predominantemente durante a diapausa

embridnica e eucromatina em embridoes em desenvolvimento.

O fendmeno da diapausa, bastante estudado e descrito em insetos, caracteriza-se
por ser um desenvolvimento lento ocorrente em qualquer estagio inicial, ndo restrito a
embriogénese, da vida de um inseto. A diapausa relaciona-se a mudancas fisiologicas
que leva a uma dorméncia temporaria. A retomada do ritmo de desenvolvimento ndo
necessariamente estd relacionada ao fator que desencadeou a diapausa (Romoser, 1990;

Csiro, 1991; Gullan & Cranston, 2000). Esse fendmeno pode ser facilmente confundido
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com quiescéncia, uma parada imediata ou um desenvolvimento pouco expressivo em
qualquer fase da ontogenia de um individuo. Condigdes adversas desencadeiam a
quiescéncia em animais e a retomada do desenvolvimento nesses casos estd sempre
relacionada ao reestabelecimento das condi¢des favoraveis. Diferentemente de
quiescéncia, os fatores que desencadeiam o fim da diapausa e ,consequentemente, a
retomada do desenvolvimento nem sempre sdao os mesmo que determinaram esta

dorméncia (Romoser, 1990; Csiro, 1991; Gullan & Cranston, 2000).

A diapausa ndo se restringe aos insetos, tendo sido identificada em uma grande
diversidade de outros invertebrados e até mesmo vertebrados (Mapas et al., 2013;
Renfree & Shaw, 2000). O termo se confunde um pouco na literatura zooldgica tendo
sido empregado como sindnimo de dorméncia nas fases iniciais da embriogénese.
Dorméncias embriondrias em animais, mais especificamente em vertebrados
(mamiferos) geralmente ocorrem em fases iniciais do desenvolvimento embriondrio e
sao enquadradas em uma categoria de diapausa, a diapausa embriondria (Renfree &
Shaw, 2000; Lopes et al., 2008; Ptak et al., 2012; Zuk & Orr, 2014). Apesar do periodo
das chuvas coincidir com o inicio e fim da diapausa embridnica em Myrciaria
floribunda, a utilizagcdo do termo quiescéncia torna-se inapropriado para o fenémeno
investigado neste trabalho , visto que a quiescéncia pode ocorrer em qualquer fase da
ontogenia e apresentam equivaléncia quanto aos fatores promotores e de quebra desta
dorméncia (Romoser, 1990; Csiro, 1991; Gullan & Cranston, 2000). Nesse contexto a
utilizagdo do termo “diapausa embriondria” para descrever o evento de dorméncia do

embrido investigado em M. floribunda justifica-se pela inducdo desta ocorrer nas fases

42



pro-embriondrias, caracteristico de diapausa embridnica , mesmo que, analoga a

encontrada em animais.

Em plantas hd mengdes de ocorréncia do fendomeno da diapausa embriondria
com um certo equivoco (Ptak ef al., 2012, Orr & Zuk, 2014). Tais autores relacionam a
dorméncia de sementes em fase de pré-germinacdo ao fenomeno de diapausa
embriondria. Apesar de ambos estarem relacionados a dorméncias embrionarias, ha
diferencas substanciais na fase de desenvolvimento em que a dorméncia ¢ induzida. A
dorméncia de sementes ¢ induzida na fase de maturacdo embriondria (embrido ja
diferenciado) a espera de condigdes que promovam a germinagdo, ou seja, em periodo
pré-germinativo (Copete et al., 2011; Baskin & Baskin, 1998; Holdsworth et al., 2008
Ptak et al., 2012). Por outro lado, a diapausa embriondria ¢ induzida durante as fases
iniciais do desenvolvimento do embrido, compreendendo um pré-embrido com poucas

células meristematicas (Spala 2013).

A suspensdo temporaria do desenvolvimento de qualquer estrutura vegetal que
contenha um tecido meristematico ¢ classificada como dorméncia (Lang, 1987). Desta
forma, os embrides de M.floribunda em inicio de desenvolvimento, caraterizados por
poucas células com propriedades meristematicas, estdo dormentes. Essa dorméncia de
ocorréncia precoce na embriogénese de M.floribunda torna o uso do termo diapausa

embridnica apropriado.

A diapausa embriondria em animais, mais precisamente em mamiferos, pode ser
um fendmeno de ocorréncia facultativa ou obrigatoria (Renfree e Shaw, 2000; Lopes

et.al., 2004). A diapausa embrionaria facultativa ¢ comum em roedores e marsupiais e
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esta intimamente relacionada a fatores endogenos materno que garantam a manutengao
desta dorméncia. Em marsupiais, a presenga de um neonato estimulando a constante
lactacdo materna mantém as taxas hormonais da mae apropriadas para a manutencio de
um blastocisto em diapausa no tutero (Lopes et al., 2004). Esta categoria de diapausa ¢
considerada vantajosa por manter as fémeas constantemente fecundadas e prontas para
gerar um novo embrido, gerando proles em sequéncia. Qualquer tragica eventualidade
que leve a morte do filhote ja nascido, desencadeia quedas hormonais no corpo materno
que irdo quebrar a diapausa do blastocisto que até entdo se encontrava dormente
(Renfree e Shaw, 2000 ; Paria et al., 2002; Lopes et al., 2004). Apesar da manutengao
ou quebra da diapausa embrionaria facultativa estar relacionada a fatores endogenos
(hormonais), estes podem ser desencadeados por questdes ambientais, uma vez que,
periodos de escassez podem levar a morte de neonatos e desta forma, a auséncia de

lactacdo mudaria o cendrio endogeno crucialmente.

J& a diapausa embrionaria obrigatoria ¢ um modelo mais estudado/constatado em
mustelideos, cervideos e até mesmo morcegos € ¢ de ocorréncia em toda gestacao
(Sandell, 1990; Lopes et al ., 2004). Esta categoria de diapausa apresenta maior
estreitamento com fatores ambientais como: fotoperiodismo, disponibilidade hidrica,
baixa disponibilidade nutricional e sincroniza o nascimento da prole com €épocas anuais
em que os recursos citados estdo mais disponiveis (Rodney & Mead, 1993 ; Lopes et

al., 2004).

Em Myrciaria floribunda as duas populacdes de ambienteis com caracteristicas
diferentes (restinga e floresta ombrofila densa) foram analisadas, a fim de se investigar

se em plantas o fendmeno ¢ de carater facultativo ou obrigatério. Na restinga, os
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individuos de M. floribunda floresceram em abril e os frutos iniciaram o
desenvolvimento no final de setembro, coincidindo com periodos indices de
pluviosidade mais elevados. Nestes individuos, pode-se acompanhar anatomicamente a
manuten¢do do embrido em diapausa por um periodo de aproximadamente cinco
meses. Ja os individuos da floresta ombroéfila densa apresentaram floragdo ao longo do
més de janeiro e o inicio do desenvolvimento dos frutos ocorreu em meados do més de
maio. Na populagdo de mata ombrofila densa também verificou a manutengcdo de um
embrido em estdgio inicial do desenvolvimento ao longo dos quatro meses. Desta
forma, por meio da andlise de duas populacdes, conclui-se que o fendmeno da diapausa
embrionaria em plantas é de carater obrigatdrio, uma vez que se manteve nas duas
populacdes analisadas, mesmo ndo havendo dados pluviométricos para os individuos da

floresta.

As andlises ultraestruturais dos embrides de M.floribunda em diapausa,
coletados tanto na restinga quanto na floresta, revelaram que a maioria das mitocondrias
ndo apresentou matriz € as cristas estavam vacuolizadas (intumescidas) . Apos o fim da
diapausa embrionaria, a populacao mitocondrial era diversa. A maioria das mitocondrias
apresentaram cristas largas e matriz elétron-densa enquanto outras poucas apresentaram
matriz elétron-translucidas. MitocOndrias estruturalmente vacuolizadas ja foram
descritas em células embrionarias de camundongos. Bergson & Nilson (1975),
encontraram mitocondrias com vactolos nas cristas durante o periodo de diapausa,
sugerindo assim baixa atividade metabolica destas células. Os autores ainda verificaram

que embrides fora da diapausa, ou seja, aqueles que ja haviam retomado o
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desenvolvimento apresentavam mitocondrias com cristas largas e matriz elétron-densa,

indicativo de uma recuperagao das atividades metabolicas.

Plantas de Zea mays (Poaceae) , Pinus silvestres (Pinaceae) , Lactuca sativa ,
Pyrus malus (Rosaceae) apresentaram diferengas ultraestruturais das mitocondrias
embriondrias. Em sementes submetidas a periodos de seca, ou seja, com embrides em
dorméncia pré germinativa, nota-se pouco desenvolvimento das membranas internas
mitocondriais € como consequéncia, pouca formagdo de cristas. Por outro lado, as
sementes em germinagdo, apresentaram progressivamente mitocondrias com cristas
mais numerosas ¢ mais evidentes (Bouvier-Durant et a/ 1981; Logan et al 2001;
Simola, 1974; Srivastava, 1968). Tais resultados também s3o sugestivos de baixa e alta
atividade metabdlica respectivamente e reforcam a relagdo da estrutura mitocondrial

com os mecanismos de dorméncia pré germinativa.

Em relagdo ao niimero populacional de mitocondrias em Hordeum vulgare
(Poaceae), ha um progressivo aumento no nimero de mitocondrias a medida que o
embrido se desenvolve, sugerindo um aumento na taxa metabolica em decorréncia de
divisdes mitocondriais (Norstog 1972). Por outro lado, em M.floribunda, embora o
numero de mitocondrias nao tenha sido quantificado, este parece ser equivalente tanto
em diapausa embridnica quanto nos embrides em desenvolvimento. Em animais, mais
especificamente camundongos, o nimero populacional mitocondrial em embrides em
diapausa ¢ até ligeiramente superior do que em embrides em desenvolvimento. Porém a
estrutura mitocondrial difere substancialmente nesses dois estdgio, uma vez que

embrides de camundongos em diapausa apresentam altissimo nimero de mitocondrias
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com alteragdes estruturais (intumescidas) e essas sdo raras nos embrides em

desenvolvimento. (Zheng Fu et al, 2014).

Portanto, a retomada da atividade metabdlica nos embrides de M. floribunda
estaria mais relacionada primariamente com a estrutura mitocondrial do que com a
quantidade desta organela no citoplasma, mesmo que neste trabalho ndo tenha sido
realizado um estudado quantitativo, ndo se observa, segundo os resultados
ultraestruturais, diferengas significativas no nimero de mitocondrias. O mesmo verifica-

se na literatura zooldgica (Zheng Fu et al, 2014).

Desta forma, a diapausa embrionaria sendo uma dorméncia seminal precoce esta
mais intimamente relacionada a ultraestrutura mitocondrial descrita neste trabalho com

baixa densidade de matriz e cristas ndo evidentes (Zenhg Fu et al., 2014).

Em plantas h4a uma intima relacdo entre a atividade mitocondrial e cloroplastos
(Atkin & Macherel, 2009). Durante a exposi¢cdo da planta a luz, cloroplastos podem
gerar ATP utilizada na posterior sintese de aglicares. Porém, na auséncia de luz ou em
tecidos vegetais heterotroficos cabe apenas a mitocondria ser a fonte produtora de ATP

na maquinaria celular (Hoefnagel ef al., 1998).

Em situagdes de intenso estresse hidrico/seca, as mitocondrias também podem
auxiliar as fungdes dos cloroplastos. Plantas quando submetidas a periodos de seca,
fecham os estomatos, o que inviabiliza a assimilagdo de gas carbdnico e
consequentemente o processo fotossintético (Lorimer and Andrews, 1981). Desta
maneira, hd um acumulo de glicina oxidada na célula que exige um suprimento de

NADH para um processo de re-oxida¢do deste composto. Sob essas condigdes, a
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mitocondria acaba fornecendo o suprimento de NADH para o processo de re-oxidacao e
desta forma preservando as taxas fotossintéticas (Atkin & Macherel, 2009). Além disso,
verifica-se a capacidade de importagdo de proteinas celular por parte das mitocondrias
em resposta & seca. A medida que o estresse hidrico se torna mais intenso, danos
oxidativos tornam-se maiores e desta forma, a importacdo de proteinas por parte das
mitocondrias auxilia na reparacdo aos danos oxidativos desencadeados pela auséncia de
agua (Taylor et al., 2002 e 2005; Bartoli et al., 2004). Apesar da escassez de estudos
sobre a estrutura mitocondrial em plantas submetidas a seca, Flowers e Hanson, 1969 e
Sells e Koeppe, 1981 sugerem baixas taxas metabolicas desta organela em fun¢do da
falta de 4gua. Sementes sdo estruturas geralmente submetidas a dissecagdo ¢ um bom
modelo para estudos de respostas ao estresse hidrico (Benamar et al., 2003; Macherel et
al., 2007). Benamar e colaboradores afirmam que a retomada das atividades respiratdria
mitocondriais sdo rapidas e por isso as mitocondrias sao mantidas preservada durante a

auséncia de agua.

Os embrides de M.floribunda em diapausa analisados sob o ponto de vista
ultraestrutural apresentam mitocondrias com estrutura sugestiva de baixa atividade
metabolica (auséncia de cristas, cristas intumescidas e matriz translicida) e outras
poucas que apresentam certa densidade de matriz e cristas, mas que podem estar
preservadas por meio da importagdo de proteinas. Tudo isso pode estar relacionado com
a manuten¢do da vida desses embrides que apresentam um desenvolvimento inicial
bastante lento (caracteristico de diapausa embriondria). Principalmente tratando-se dos
individuos analisados na restinga, que foram submetidos a meses de baixa

disponibilidade hidrica coincidentes com o periodo de diapausa embrionaria. Os
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resultados indicam que em M.floribunda as mitocondrias também desempenham um
papel vital na tolerancia a dessecagdo evidenciando a versatilidade desta organela para a

manuteng¢ao da vida celular.

A estrutura do DNA em embrides de M.floribunda em diapausa se apresenta
predominantemente em heterocromatina, sugestivo de pouca atividade transcricional. Ja
nos embrides em desenvolvimento, predomina a eucromatina, sugestivo de transcri¢ao
ativa. Essas observagdes sdo similares as descritas em animais (ratos) , células
embrionarias em diapausa, também verifica-se que o DNA se apresenta condensado
(heterocromatina) enquanto que as células embrionarias em desenvolvimento eram

predominantes em Eucromatina (Zheng et al .,2014).

Por outro lado, diversos autores (MC laden (1968) , Sherman & Barlow (1972)
e Given & Weitlauf (1981 ¢ 1982) identificaram atividade transcricional mantida em
embrides animais durante a diapausa, enquanto que apenas a sintese de DNA
(replicagdo) foi interrompida. Os autores sugerem que a auséncia de sintese de DNA
esta  mais intimamente relacionada com a diapausa embrionica do que a propria
atividade de sintese proteica (transcricdo e tradugdo). Por outro lado, ha dados na
literatura mais incisivos que indicam a manutencdo da sintese proteica e auséncia da
replicagdo de DNA durante a diapausa embriondria ( Surani, 1981; Renfree & Shaw,
2000). Em insetos, na maioria das espécies analisadas, as células embrionarias em
diapausa se mantém em periodo G1 do ciclo celular, fase de atividade de sintese
proteica. O periodo G1 precede a fase de replicagdo de DNA (periodo S), indicando a
ndo ocorréncia de sintese de DNA durante a diapausa embrionica (Tammariello , 2001 ;

Desmarais et al., 2004). Até mesmo genes relacionados a replicagdo do DNA nao estao
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expressos durante a diapausa embridnica (Denlinger , 2002; Fotedar et al, 2004;

Hamatani et al., 2004).

Portanto, em plantas (M.floribunda), apesar deste trabalho nao investigar
atividades relacionada a sintese de DNA (mantida ou ndo) durante a diapausa
embrionaria, nossas analises ultraestruturais podem apenas indicar a predominancia de
heterocromatina em diapausa e eucromatina nos embrides em desenvolvimento. Desta

forma, apenas a ultraestrutura do DNA isoladamente ndo ¢ um carater revelador da

atividade genomica em M. floribunda.

Ainda nesse contexto, algumas inferéncias podem ser feitas com base na
estrutura/densidade do nucléolo: embrides de camundongos em diapausa apresentam
nucléolo condensado e conspicuo, sugestivo de elevada sintese de RNA ribossomal.
(Zheng Fu et al. 2014; Van Blerkom e Chavez,1978). Ja os embrides que retomam o
desenvolvimento o nucléolo apresentava-se menos denso e inconspicuo, sugestivo do
inicio das atividades ribossomal para a traducdo de proteinas, fato nido observado
durante a diapausa embrionaria (Zheng Fu et al. 2014). As andlises do nucléolo em M.
floribunda também aproximam a diapausa embriondria em animais de plantas, uma vez
que as células embrionarias em diapausa de M.floribunda apresentam nucléolos densos
e bastante conspicuos. Ja as os embrides que retomam o desenvolvimento apresentam
variacoes quanto a densidade do nucléolo. A maioria das células destes embrides tem
nucléolos conspicuos, porém, de tamanhos inferiores se comparados aos embrides em
diapausa, enquanto outras apresentam nucléolos inconspicuos. Desse modo, apesar de
ndo ser possivel constatar a relagdo de sintese de DNA (replicagdo) com a diapausa

embrionaria, a andlise do nucléolo em M. floribunda sugere que a atividade
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transcricional se mantém durante a diapausa mas que sintese proteica (traducdo) ¢ mais

expressiva apos a retomada do desenvolvimento embrionario.

Sobre as divisdes celulares, em M.floribunda nao identificamos vestigios de
divisdes celulares durante a diapausa embriondria. Apenas quando o embrido retoma o
desenvolvimento, notamos divisdes mitoticas periclinais. Em animais, as divisdes
celulares sdo continuas até 72 horas apds a fecundagdo e sé entdo os embrides reduzem
seus ritmos de divisoes mitdticas(Mc Laren 1968). Desta forma, a diapausa embrionaria
em plantas inicia-se logo apos a fertilizagdo, enquanto que em ratos, essa dorméncia

inicia-se algumas horas apos a fecundacao.

Outros elementos citoldégicos como dictiossomos, vactolos e reticulo
endoplasmatico em células embriondrias de M.floribunda ndo variaram entre os
estadios de diapausa e apos a retomada do desenvolvimento. Por isso, esses elementos
ndo foram usados como critério para estabelecer diferencas ultraestruturais entre essas
duas fases. No entanto, este ¢ o primeiro estudo ultraestrutural em embrides de plantas
em diapausa e analises mais aprofundadas desses componentes celulares , com a
utilizacdo de métodos de microscopia avangada podem futuramente auxiliar a

compreensdo deste fendmeno em plantas.

Os embrides de origem no tecido nucelar foram testados para germinacao. As
sementes submetidas aos tratamentos germinaram evidenciando dois eixos iniciais
embriondrios. Esses dois eixos, devido a proximidade com que germinaram, pareceram
inicialmente duas estruturas radiculares. Somente apds a realizagdo de cortes

anatomicos, foi possivel perceber que se tratava do eixo do meristema apical caulinar e
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do eixo radicular. Desta forma, apesar do nimero pequeno de andlises com sementes
germinando (N=20), os resultados obtidos sugerem que os embrides de origem nucelar
podem se desenvolver até certo estagio, porém ndo se confirma seu desenvolvimento e

germinagao.

Em Myrteae os caracteres do embrido sdo variaveis, o que levou Berg (1855- 59)
a utilizad-los como carater taxondmico delimitando trés sub-tribos: Myrciinae, que
apresenta embrido com cotilédones finos, membraniceos e o eixo do hipocotilo
enrolado aos cotilédones; Myrtinae, com embrido longo, fino e em forma de ferradura,
onde o hipocoétilo se mantém curvado entre dois cotilédones reduzidos; e Eugeniinae,
com embrido com cotilédones carnosos e exuberantes, as vezes indivisiveis, e eixo do
hipocétilo nao discernivel ou bastante diminuto. Myrciaria floribunda esta inserida na
sub-tribo Eugeniinae e portanto a proximidade dos meristemas apicais caulinar e
radicular em fun¢do do hipocéticolo diminuto, levou-nos a interpretagdes iniciais
equivocadas sobre a protusdo de duas radiculas, tratando-se dos meristemas radicular e

caulinar.

O fato de que embrides nucelares estarem presentes at¢ maturidade do fruto
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 presenga aumentaria a
probabilidade das sementes com embrides zigéticos prosperarem, uma vez que aquelas

com embrides nucelares também estariam disponiveis para a predagao.
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Perea e colaboradores (2013) sugerem estratégia equivalente para Ulmus lavis
(Ulmaceae), mas relacionando a producdo de sementes vazias. O gasto energético para
produg¢dao 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 fungdo seria a de atrair
predadores, enquanto que as sementes férteis apresentam coloragdo escura € s30 menos
conspicuas (Leins & Erbar, 2010). As sementes de M. floribunda estio em
desenvolvimento lento e protegidas pelos tecidos ovarianos. Os ovdrios inconspicuos,
com embrides em inicio de desenvolvimento, podem contribuir para a protecdo dos
mesmos contra a herbivoria, ao passarem despercebidos, ja que, no periodo de
maturacao dos frutos, frequentemente ha a presenca de larvas e insetos no interior das

sementes.

O desenvolvimento seminal em M. floribunda ¢ composto por trés tecidos
geneticamente diferentes (trés gendtipos): o nucelo, o endosperma e o embrido
(Sreenivasulu e Wobus, 2013). Nas angiospermas, trés diferentes estratégias para nutrir
e auxiliar o desenvolvimento embrionario sdao identificadas em fung¢ao desses tecidos.
Em sementes endospérmicas (cereais) o endosperma desempenha a principal funcao de
nutrir 0 embrido (Sreenivasulu & Wobus, 2013), enquanto que em sementes nao
endospérmicas (legumes) o endosperma ¢ rapidamente consumido pelo embrido e a
nutricdo para o desenvolvimento do mesmo fica a cargo das proprias reservas
embriondrioias (Weber et al .,2005). Ha ainda as sementes perispérmicas (Amaranth e

Quinoa), caracterizadas por apresentarem um grande aporte de tecido nuclear que
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desempenha a funcao nutridora do embrido por transferéncia (Burrieza et al ., 2014).
Também observados em certas espécies de cereais o tecido nucelar persiste durante todo
o desenvolvimento embrionario e sdo de fato as células de transferéncia de nutrientes

para o embrido (Dominguez et al ., 2001; Yang et al., 2012).

Neste contexto, as sementes de M.floribunda sao do tipo perispérmicas ao
apresentarem nucelo espesso e persistente além de tecido endospérmico que se esgota
rapidamente. Grande quantidade de granulos de amido sdo encontrados no nucelo de
M.floribudnda , em especial na regido micropilar, nas fases iniciais do desenvolvimento
seminal, sugerindo a grande importincia deste tecido na nutricdo e desenvolvimento do

embrido desta espécie.

Neste trabalho, a ocorréncia de diapausa embrionaria revelou-se de carater
obrigatdrio uma vez que foi identificada nas duas populagdes analisadas de Myrciaria
floribunda (na restinga da APA de Marica-RJ e na floresta ombrofila densa, PARNASO
de Teresopolis). Dados ultraestruturais, principalmente relacionados a estrutura
mitocondrial e do DNA mostraram-se substancialmente relevantes para estabelecer
diferencas citoldgicas durante a diapausa do embrido e o posterior desenvolvimento
embrionario. O ineditismo da investigacdo de um fendmeno, que ¢ vastamente estudado
na literatura zoologica e até entdo desconhecido pela ciéncia em plantas € o primeiro
passo para desvendar os mecanismos citoloégicos envolvidos na diapausa embrionaria
em plantas. Mais estudos fenologicos fazem-se necessarios, pois podem dar pistas sobre
a ocorréncia de diapausa embridnica em outros grupos de plantas. Desta forma, os
resultados aqui apresentados podem ajudar na compreensdo das distingdes e

semelhancas entre animais e vegetais quanto as estratégias reprodutivas. Além disso, as
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analises comparativas anatOomicas e ultraestruturais em dois ambientes contrastantes
podem auxiliar também na compreensdo de como M. floribunda lida com o ambiente
instavel de restinga. Num contexto mais abrangente, elucidagcdes sobre as estratégias
vegetais para lidar com os estresses ambientais se tornardo dados cada vez mais
relevantes em virtude das atuais discussdes/preocupacdes sobre as alteragdes climaticas.
Maiores compreensdes sobre como as plantas lidam com as adversidades ambientais
podem inclusive propor futuras agdes a impactar diretamente a agricultura e em especial

a biodiversidade.
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